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DESCRIPCION

Aumento de la formacion de microvasos intraluminales para facilitar el cruce de sondas en las oclusiones totales
cronicas

La presente invencion se refiere a intervenciones percutaneas de vasos ocluidos, v.g., arterias por aumento de la
formacién de microvasos intraluminales mediante terapias locales pro-angiogénicas.

Antecedentes de la invencion

La enfermedad de las arterias coronarias sigue siendo la causa principal de mortalidad en el mundo occidental. Las
oclusiones totales crénicas (CTO), definidas como oclusiones de mas de un mes de antigliedad, son muy comunes
en pacientes sometidos a cateterizacion diagndstica de las arterias coronarias, habiéndose publicado que hasta 20%
de pacientes padecen una o mas CTO (1). Esto incluye un gran niumero de pacientes que no han sufrido realmente
un infarto de miocardio. La revascularizacion con éxito de la CTO mejora significativamente la angina en pacientes
sintomaticos (2,3) y datos mas recientes demuestran la mejora en la funcién ventricular izquierda (4-7), e incluso
reduccion de la mortalidad (8-10). En la actualidad existen dos estrategias terapéuticas posibles para la
revascularizacion de la CTO: la cirugia de injerto con derivacion de las arterias coronarias (CABG) o las
intervenciones coronarias percutaneas (PCI) (angioplastia o colocacion de stents). La angioplastia con éxito requiere
que el operador coloque una pequefia sonda (de 360 um de diametro) a través del tejido que obstruye el lumen en
una CTO a fin de alcanzar el lumen arterial distal. La dificultad técnica de la realizacion de PCl en CTO, debido
fundamentalmente a la imposibilidad de cruzar la CTO con una sonda, se refleja en las bajas tasas de PCl 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 clinicos deciden frecuentemente remitir estos
pacientes a CABG o persistir con la terapia médica (a menudo ineficaz). La presencia de una o mas CTO de vasos
que suministran miocardio viable sigue siendo una de las razones mas comunes de la remision a CABG en lugar de
intentar una PCI (12).

La definicién de una CTO esta basada en una aparicion angiografica de ausencia completa de reactivo de contraste
en un segmento de una arteria coronaria epicardica. La arteria distal mas alla de la CTO puede no ser visible o
puede estar perfundida por colaterales anterégradas que estan fuera del lumen del vaso (denominadas “colaterales
puente”) o por colaterales retrogradas que se originan en vasos coronarios adyacentes. Las tasas de éxito del
procedimiento en las lesiones estendticas (pero no ocluidas) de las arterias coronarias son mayores que 95%. Sin
embargo, las tasas de éxito del procedimiento para CTO alcanzan sélo el intervalo de 60 a 70% (3, 13,14), con sdlo
una mejora moderada respecto a las tasas de éxito de 50-60% en los afios 1980 (23,24), a pesar de ciertas mejoras
en la tecnologia de la angioplastia (25,26). Esta tasa de éxito actual para la CTO es probablemente una
sobreestimacion, el sentido de que la mayoria de las CTO no se intentan probablemente nunca debido al fracaso
esperado.

La incapacidad de cruzar la CTO con una sonda es responsable de mas del 75% de los fallos de PCI (14,15). En
una minoria de casos, el balén o stent no puede cruzar la lesién a pesar del cruce con éxito de la sonda. A pesar de
su frecuente aparicion, existe sorprendentemente poca informacion acerca de la patofisiologia 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 ateroesclerética con
formacion bidireccional de trombo. El trombo y los ésteres de colesterol ricos en lipidos son reemplazados
gradualmente a lo largo del tiempo por la formacion de colageno y depdsitos de calcio (16,17). Este tejido fibroso es
particularmente denso en los extremos proximal y distal de la lesion, que son tipicamente las areas mas resistentes
de la CTO para el cruce por la sonda. Los proteoglucanos son también componentes importantes de la CTO dentro
del primer afio (16). En las ultimas etapas, la lesion se hace mas calcificada (16,17). A pesar del aspecto
angiografico de una CTO, los microvasos son muy comunes en la CTO (>75%), con indiferencia de la duracion de la
oclusion (Figura1) (16).

Existen tres tipos de formaciéon de microvasos en las arterias con lesiones ateroescleréticas avanzadas. El primer
patron 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
colocacién de stents (18-20). La hipoxia en los niveles exteriores de la pared del vaso parece actuar como un
estimulo importante (36). Ocasionalmente en la CTO, estos vasos sanguineos adventicios estan muy desarrollados
y pueden reconocerse como “colaterales puente”. En segundo lugar, la neovascularizacion puede desarrollarse en el
interior de placas oclusivas de la intima, predominantemente en respuesta a inflamacion crénica (21). La
neovascularizacion de la placa ha sido asociada con la progresion de ateromas experimentales en diversos modelos
animales (22-25). La localizacién 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 patrén de
formacién de microvasos (conocido como “recanalizacién”) que ocurre como parte de la fase de organizacion en la
CTO en la cual el trombo es reemplazado por tejido fibroso. Estos microvasos estan comprendidos en tamafio
generalmente entre 100 y 200 ym, pero pueden ser tan grandes como 500 pym (21). En contraste con los vasa
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vasorum que corren en direcciones radiales, estos microvasos de la intima avanzan en el interior y paralelamente al
vaso parental trombosado (28).

El conocimiento de la organizacién de un trombo viene en gran parte del estudio de las venas. Este proceso se
asemeja al patrén de curacion 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 invasion de células inflamatorias agudas (44). Al
principio predominan los neutréfilos, pero son reemplazados mas 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 organizacion (29,32).

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

Se ha observado la presencia de un numero 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 mas
adelante). Se han observado también microvasos en un ndmero limitado de estudios de CTO coronarias humanas
(16), lo que ha conducido a los autores de la presente invencion al concepto de que la vascularizacion intraluminal, y
sus efectos sobre las propiedades estructurales y mecanicas de la lesién, pueden facilitar sustancialmente las tasas
de cruce de la CTO por la sonda. Esto puede estudiarse utilizando técnicas de formacion de imagen que incluyen
imagenes de resonancia magnética (MRI) y tomografia 3D micro-computarizada (micro CT).

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

US 6.660.034 da a conocer un stent util para aumentar el flujo sanguineo a tejidos isquémicos localizados aguas
abajo de una regioén ocluida en un vaso sanguineo.

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

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

Sumario de la invenciéon

Conforme a la presente invencion, se proporciona un agente angiogénico para uso en la preparacion de un vaso
para cruce de una oclusiéon en el mismo por una sonda, por induccidon de angiogénesis en el interior de la
preparacion de la oclusion de un vaso para cruce de una oclusion total crénica en el mismo por una sonda, en donde
la preparacion del vaso incluye los pasos siguientes: (1) suministrar percutaneamente una composicion que
comprende un agente angiogénico al sitio de oclusién; (2) dejar transcurrir un periodo de tiempo suficiente para
aumentar la susceptibilidad de la oclusion al cruce por angiogénesis; y (3) cruzar la oclusién. El agente angiogénico
se selecciona de factores de crecimiento angiogénicos o pro-angiogénicos, citocinas, médula 6sea de adulto o
sangre circulante de adulto, y células endoteliales progenitoras (EPC).

Por el uso de la invencion, es posible inducir angiogénesis en una oclusién de un vaso humano y mejorar la
probabilidad actual de un cruce con éxito por la sonda de dicha oclusién de tal modo que la angioplastia tiene mayor
probabilidad de conducir a un resultado positivo. La oclusién es una oclusion total cronica y tipicamente el vaso es
una arteria humana, localizada frecuentemente en el corazon.

Conforme a la invencion, el agente angiogénico se utiliza para preparar la oclusién para cruce por induccién de
angiogénesis en ella.
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El uso de la invencién implica (a) suministrar el agente angiogénico al sitio de oclusion; (b) dejar transcurrir un
periodo de tiempo suficiente para aumentar la susceptibilidad de la oclusion al cruce por angiogénesis; y (c) cruzar la
oclusion. El agente puede suministrarse sistémicamente. El agente se suministra directamente al sitio de la oclusién
por via percutanea.

Ademas de la induccion de angiogénesis en una oclusion, pueden realizarse otros pasos con la invencion en la
preparacion de una oclusion para cruce, como se ilustra a lo largo de esta memoria descriptiva.

Una ventaja potencial de la invencion es un aumento eficaz en la formacién 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 invencion esta dirigida a un agente angiogénico para uso en el tratamiento de tubos animales ocluidos
cronicamente tales como tubos de Falopio, uréteres, y conductos biliares.

En una realizacion especifica, la invencion se utiliza para tratamiento de tubos y cavidades animales ocluidos
cronicamente. Una cantidad terapéuticamente eficaz del agente angiogénico se administra a una placa
ateroesclerética ocluyente. El agente se suministra directamente a una localizacion adyacente a la placa con la que
debe ponerse en contacto, o bien el agente se suministra por via sistémica, para conducirse finalmente a la placa.
Se contempla una combinacién 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 dia a 8 semanas, mas
probablemente entre 2 dias y 7 semanas, o 3 dias y 6 semanas, o 4 dias y 5 semanas, o 5 dias y 4 semanas, o
entre aproximadamente 1 y 3 semanas, a menudo aproximadamente 2 semanas) es necesario para la formacion de
nuevos microvasos. Después del periodo de espera, la placa oclusiva se cruza con una sonda de angioplastia.

El suministro del agente angiogénico puede incluir insertar directamente un dispositivo de suministro que contiene el
agente en el vaso para deposicion en el mismo. En un aspecto particular, el dispositivo incluye un catéter, y el
suministro del agente al sitio de oclusion incluye transportar el agente al vaso a través del catéter. El extremo distal
del catéter puede llevarse dentro de 10 cm de la oclusién 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
encuentra a menudo en proximidad mas 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 oclusién incluye a menudo poner el agente en
contacto directo con la oclusion.

El suministro del agente angiogénico puede incluir alojar un dispositivo dentro del vaso en la proximidad de la
oclusion, estando el dispositivo cargado con el agente. El agente se libera del dispositivo a lo largo de un periodo de
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 oclusion
durante cierto periodo de tiempo. Dicho periodo de tiempo es preferiblemente un periodo predeterminado suficiente
para inducir la angiogénesis en la oclusién. En caso apropiado, por supuesto, la angiogénesis en el interior de la
oclusién se monitoriza, sea directa o indirectamente. Dicho periodo de tiempo esta comprendido posiblemente entre
1 diay 10 semanas, o entre 2 y 50 dias, o entre 3 y 40 dias, o entre 7 y 30 dias, o entre 14 y 28 dias.

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

El uso de invencion puede incluir monitorizar la oclusién respecto al desarrollo de microvasos en ella subsiguiente al
suministro de un agente angiogénico. Dicha monitorizacidon podria implicar obtencion de imagenes de la oclusion
utilizando resonancia magnética.

Los agentes angiogénicos la invencion incluyen factores de crecimiento angiogénicos o pro-angiogénicos y/o
citocinas o combinaciones de factores de crecimiento y/o citocinas de la invencién que incluyen factor de crecimiento
endotelial vascular; angiopoyetina 1,2; PDGF, FGF-2, TGF-beta, factor de crecimiento de los hepatocitos, TNF-alfa,
oxido nitrico derivado de endotelio o donantes de 6xido nitrico, receptores de factores de crecimiento (VEGFR-1,
VEGFR-2, PDGFR, tie2), y factor inducible por hipoxia (HIF) 1-alfa, con inclusién de combinaciones de los mismos.

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

La invencién puede incluir adicionalmente un factor de crecimiento tal como factor estimulador de colonias de
granulocitos-macrofagos, eritropoyetina y/o estatina a fin de movilizar un factor pro-angiogénico en la circulacion.
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Asimismo, la invencién puede incluir agentes para inducir sobreexpresion de componentes de la matriz extracelular
en la oclusion que son pro-angiogénicos tales como hialuronano, fibronectina, perlecano, y/o versicano.

La invencion puede incluir ademas metaloproteinasas de la matriz tales como colagenasa a fin de aumentar la
angiogénesis en la oclusion.

La invencién puede incluir también factor estimulante de colonias de macrofagos (M-CSF) a fin de inducir
supervivencia, proliferacion, diferenciacion y activacion de fagocitos mononucleares y promocién de la angiogénesis
en el sitio de la oclusion.

En otro aspecto, la invencion incluye una sustancia que causa activacion de los macréfagos o quimiotaxis de los
macrofagos de la oclusion total crénica en el sitio de la oclusion.

En otro aspecto, la invencion incluye un agente angiogénico para inducir y/o promover angiogénesis en una placa
ateroesclerética de un mamifero, que es adecuado para suministro percutaneo a través de un tubo directamente a
sitio de la placa. El tubo es tipicamente un catéter insertado en el vaso sanguineo que contiene la placa.

Conforme a otro aspecto, la invencion se utiliza el método de cruce de una oclusion total crénica que tiene los pasos
siguientes: (1) suministrar percutaneamente una composicion que comprende el agente angiogénico al sitio de la
oclusion; (2) dejar transcurrir un periodo de tiempo suficiente para aumentar la susceptibilidad de la oclusion al cruce
por angiogénesis; y (3) cruzar la oclusién. El periodo de tiempo estd comprendido usualmente entre
aproximadamente 24 horas y 3 meses, a veces como minimo 5 dias, o como se describe en caso contrario en esta
memoria.

Una realizacion de la invencion incluye el uso de un agente angiogénico para tratamiento de una arteria ocluida que
implica (1) hacer avanzar un dispositivo de suministro de farmaco a través del arteria hasta la oclusién, conteniendo
el dispositivo el agente angiogénico; (Il) liberar el agente del dispositivo para poner el agente y la oclusién en
contacto uno con otro; (lll) retirar el intuitivo de suministro de farmaco; (IV) dejar transcurrir un periodo de tiempo
suficiente para permitir que ocurra angiogénesis suficiente en la oclusion a fin de permitir el cruce de la oclusién por
una sonda; y (V) cruzar la oclusién con dicho sonda.

La invencion puede materializarse en una composicion farmacéutica para inducir angiogénesis en una oclusion de
una arteria, comprendiendo la composicidon un agente angiogénico en una forma adecuada para suministro
percutaneo a una oclusion total crénica localizada en la arteria de un humano.

En ofra realizacion, la invencién 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 6sea de adulto o sangre circulante de adulto, y células
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 oclusion total crénica 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.

El kit incluye adicionalmente un dispositivo para suministro de la composicién a la oclusion.
Breve descripcion de los dibujos

Aspectos particulares de la invencion se han seleccionado para propdsitos de ilustracion y descripcién, pero no debe
entenderse en modo alguno que restringen el alcance de la presente invencion. Realizaciones preferidas de la
invencion se incluyen en la descripcion siguiente que incluye los dibujos, en los cuales:

La Figura 1 muestra la oclusion total cronica de una arteria coronaria: (a) Tincion de Movat; y (b) factor VIII tefido
(para células endoteliales).

La Figura 2 muestra: (a) Tincion de Movat; y (b) tinciéon con hematoxilina y eosina (H & E) de una CTO de modelo
animal de 16 semanas de antigliedad que fracasoé en el cruce de sonda.

La Figura 3 muestra tinciones de Movat de: (a) una CTO de 12 semanas de antigiedad con microcanales
abundantes; (b) una CTO de 18 semanas de antigliedad cruzada exitosamente con sonda; y (c) tinciéon de Movat de
una CTO de 13 semanas de antigliedad 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 imagenes de MR. Proyeccion de intensidad maxima (MIP) del mapa 3D que representa la
diferencia de sefal antes de inyeccion frente a después de inyeccion de Gd-DTPA para la CTO al cabo de: (a) 6
semanas y (b) 12 semanas. Las imagenes originales se adquirieron con una secuencia 3D con eco de gradiente
dafado en un escaner GE 3T con bobina de superficie de 3 x 5 cm sobre la lesion. La resolucion en el plano del
conjunto de datos es aproximadamente 270 um, mientras que la resolucion a través del plano es 1 mm.

La Figura 6 muestra regiones de interés utilizadas para el calculo del registro de volumen de distribucién de Gd-
DTPA en diversas regiones que se muestran en imagenes mejoradas por contraste utilizadas para estos calculos en:
(a) 6 semanas; y (b) 12 semanas. Los parametros de adquisicion para estas imagenes eran los mismos que los
descritos para la Figura 5.

La Figura 7 muestra: (a) un angiograma de rayos X de una oclusion total crénica a las 12 semanas; (b) MIP 3D de la
misma oclusion a partir de la imagen diferencial determinada por sustraccion de la sefial MRI después de la
inyeccion de Gd-DTPA de la sefial antes de la inyeccion; (c) imagen microCT de baja resolucion (86 um) de la
misma region. Todas las imagenes que incluian microCT representan diversas ramas colaterales que puenteaban la
oclusion.

La Figura 8 muestra una imagen microCT de alta resolucion (17 ym) de la region ocluida representada en la Figura
7. Pueden verse las regiones de salida y entrada y los vasos colaterales asi como microvasos en el interior de la
oclusion. 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 lineas etiquetadas a a c, respectivamente.

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

La Figura 10 muestra: (a) y (b): imagenes confocales fluorescentes; (c) y (d): secciones arteriales tefiidas con H & E
de una CTO de 12 semanas antigliedad a las 4 horas después de la inyeccion 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
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
antigliedad aproximada de 9 meses. Esta CTO sin tratar no recibié infusién de células musculares lisas
transfectadas con VEGF. La imagen MRI después de Gd-DTPA no exhibia evidencia alguna de flujo dentro de la
CTO.

La Figura 11 (b) muestra la arteria femoral derecha del mismo conejo que la Figura 11 (a). A los 8 meses, esta CTO
se trato con 3 x 10° células musculares lisas transfectadas con VEGF. La presencia de incorporacion de gadolinio en
el lumen de la oclusién total crénica 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 formacién de microvasos en el interior del lumen ocluido de la CTO,
estableciendo la probabilidad incrementada de cruce con éxito de la oclusion.

La Figura 12 es de una CTO de conejo diferente que se traté también con células musculares lisas transfectadas
con VEGF al cabo de aproximadamente 7 meses y se sacrific luego 3 semanas después. La seccion transversal
arterial tefiida con Movat muestra la CTO (24), que tiene muchos microvasos que estan rellenados con microfilm de
color negro, indicando una vez mas la formaciéon de microvasos que es importante para el cruce con éxito de la
sonda.

Descripcion detallada de la invencién

Angiogénesis y Factores de Crecimiento Angiogénicos

La angiogénesis es un proceso que da como resultado la formaciéon de nuevos vasos sanguineos a partir de la
vasculatura preexistente (51-53). Este proceso se inicia por vasodilatacion y permeabilidad incrementada de los
microvasos existentes. Ello va seguido por protedlisis coordinada, dando como resultado la desestabilizacion de la
pared de los vasos, migracion y proliferacion de células endoteliales y formacion subsiguiente de tubos (54,55). La
maduracién de estos tubos endoteliales primitivos requiere el reclutamiento de las células de soporte, pericitos o
SMC, y la deposicion de ECM (56). En diversos aspectos de la angiogénesis estan implicados multiples factores de
crecimiento, que incluyen factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento derivado de las
plaquetas (PDGF) y su receptor PDGFR- (57, 58), angiopoyetina-1 y receptor tie2 (55,56, 59-61), factor-2 de
crecimiento de fibroblastos (FGF-2) (62), TGFB (63), y 6xido nitrico derivado de endotelio (64,65). VEGF y su
receptor, VEGFR2, son especificamente relevantes para la invencién descrita en esta memoria.

VEGF es el factor de crecimiento pro-angiogénico principal que estimula la diferenciacion de las células endoteliales,
la formacién de tubos, la migracion y proliferacion, aumenta la permeabilidad endotelial y actia como factor de
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supervivencia endotelial (66,67). VEGF esta 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 induccion
del regulador transcripcional de la expresion de VEGF, el factor-1 alfa inducible por hipoxia (HIF-1 alfa) (72,73).
VEGF media sus efectos biolégicos a través de receptores de tirosina-quinasa especificos de afinidad alta flk-1/KDR
(VEGFR2) presentes en las células endoteliales (74,75). En un modelo de trombosis venosa de rata, la
concentracion de VEGF en el trombo se duplicaba desde el dia 1 al dia 7. El antigeno de VEGF se localizé en
monocitos, células endoteliales y células en forma de husillo en un trombo de 7 dias de antigliedad (75). La
inyeccion de la proteina de VEGF en trombos venosos en el modelo de rata aumentaba la recanalizacion del trombo
(al doble) comparada con los controles (76).

Técnicas de Obtencién de Imagenes de Microvasos

La obtencién de imagenes de CTO ha estado restringida tradicionalmente a la angiografia de contraste, que esta
limitada a la vez por la resolucién del detector de aproximadamente 250 um y por una concentracion inadecuada de
contraste requerida para opacificar la sefial de los rayos X en los vasos coronarios mas pequefos. La angiografia de
contraste tampoco proporciona informacion alguna acerca de la composicion de la oclusion total. Dado que el vaso
tiene que ser opacificado por contraste yodado para ser visible en rayos X, no existe tampoco informacién alguna en
lo que respecta a la geometria de la oclusion. La presencia de un “blush” del contraste dentro de la CTO como se ve
en angiografia puede indicar la presencia de microvasos, pero dado que la imagen creada por rayos X es una
imagen de proyeccion a través del cuerpo entero, no pueden determinarse la localizacién, el tamafio, y el nimero
exactos de estos microvasos. Diversas técnicas de obtencion de imagenes vasculares son particularmente Utiles en
el estudio de CTO en nuestro modelo in vivo. La obtencion de imagenes de resonancia magnética (MRI) proporciona
alta sensibilidad de contraste pero resolucion relativamente baja in vivo por un procedimiento no invasivo.
Trabajando a campo alto (3T) con serpentines locales pequefios de obtencion de imagen en el modelo propuesto de
CTO de conejo, puede conseguirse una resolucion espacial razonable hasta 100-200 um (um = micrometro (es
decir, ym) a lo largo de toda esta solicitud) en el plano y aproximadamente 1 mm a través del plano. La MRI ofrece
ventajas multiples para la obtencién de imagenes de CTO. La MRI ofrece discriminacion de tejidos blandos para
determinacion de la composicion espacial de componentes de la placa ateroesclerética tales como lipidos, trombo,
tejido fibroso y calcio basada en las intensidades de sefial en imagenes ponderadas por T1, T2, y densidad de
protones (PD) (77,78). El uso de agentes de contraste MR especificos (Gd-DTPA, Clariscan) permite calculos 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 distribucion (79) en la oclusion
pueden relacionarse con la densidad y permeabilidad microvascular, reflejando el entorno de la formacion de nuevos
vasos sanguineos. Un segundo agente de contraste, Clariscan (al que se hace referencia también como Inyeccion
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 distribucion y volumen de sangre con Gd-DTPA y
Clariscan, respectivamente, se derivan de la intensidad de sefial en imagenes ponderadas por T1, dado que T1 esta
relacionado linealmente con la concentracion del agente en el tejido suponiendo un intercambio rapido de agua entre
las diferentes agrupaciones. Como tales, estas medidas proporcionan informacion acerca de la acumulacion del
agente en espacios menores que la resolucion de la imagen.

La micro-CT 3D (MicroCT) es una técnica relativamente nueva de obtencion de imagenes de alta resolucion que
proporciona informacion detallada de estructuras vasculares microscopicas complejas (resolucion de 20 um), y
produce imagenes 3D precisas de la microvasculatura arterial (82). La microCT se realiza ex vivo en vasos que se
han sometido a perfusion con Microfil (Flow Tech Inc, Carver, Mass), un compuesto polimero 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 evaluacion de la densidad y distribucion
de microvasos en la CTO, como ha sido consignado recientemente por el grupo de los autores de la invencioén y
otros (20, 83,84).

Volviendo a las ilustraciones, las Figuras 1 (a) y 1 (b) muestran una oclusion total cronica de una arteria coronaria
humana. La Figura 1(a) es una Tincion de Movat, mientras que la Figura 1(b) es Factor VIII tefido, respecto a
células endoteliales. Los colagenos son los componentes estructurales principales de la matriz extracelular, mientras
que los proteoglucanos son comunes en CTO de menos de un afio de antigiiedad. Los canales neovasculares de las
placas de la intima son comunes, apareciendo en mas del 75% de las CTO. Puede verse el nucleo necroético 20 y los
microvasos 22. La Figura 1 muestra la presencia de un nimero variable e microvasos en CTO asi como la
preponderancia de colageno en la matriz extracelular. Los autores de la invencion han desarrollado un modelo de
CTO en arterias femorales de conejo (85,86), que comparte muchas semejanzas con la coronaria humana, con
inclusion de tejido fibroso maduro, canales vasculares intraluminales pequefios, depdsitos ocasionales de lipidos
extracelulares, macrofagos y linfocitos, como se muestra en las Figuras 2 (a) a 3 (b). Las secciones a las que se ha
aplicado la tincion de Movat de las Figuras 2 (a) y (b) muestran el predominio de colageno denso en la matriz
extracelular, que aparecen en color pardo-amarillento claro en la tincion Movat. Se aprecian sélo unos pocos
microvasos pequeiios presentes, indicados por las flechas. En las Figuras, las CTO se indican generalmente por el
numero de referencia 24, siendo visibles también las adventicias 26, la lamina elastica interna 28, y la media 30. En
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 utiliz6 sélo para patologia y no se realizd intento alguno con sonda. En la Figura 3 (b), pueden verse
microvasos multiples, indicados por fechas, y canales tanto de pared delgada como arteriolas de pared mas gruesa.
Se observo tincion azul en la regién de microvasos, consistente con proteoglucanos. Una sonda cruzo6 con éxito la
CTO en la Figura 3 (b), indicada por el nimero (32). La Figura 3 (c) es otro ejemplo de CTO rica en microvasos. La
Figura 3 (c) muestra una tincion Movat de una CTO de 13 semanas antigiedad con microcanales extensos,
indicados por las flechas. Una vez mas, pudo verse la tincion azul adyacente a los microvasos, debida a la presencia
de tejido rico en proteoglucanos. No se intentd cruce alguno de sonda en la Figura 3 (c).

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

La presente invencion puede complementar también la terapia con colagenasa o tratar casos de fallo de la
colagenasa. Una observacion inesperada pero importante en el modelo de la CTO de los inventores fue la
variabilidad acusada en los microvasos intra-placa. La evaluacion histolégica de las lesiones CTO experimentales ha
sugerido una correlacion entre la extension de la formacién de microvasos y el cruce con éxito de la CTO por la
sonda. Las Figuras 2 (a) y 2 (b) muestran una CTO con pocos microvasos que fracasé 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 angiograficamente con una oclusion de tipo
mas ahusado (87), que se ha identificado como una caracteristica favorable para el cruce con éxito con sonda.

En la consideracién de si la presencia de componentes ECM podria contribuir a diferencias en la formacién de
microvasos, se revisaron diapositivas de Movat y se encontré como si se produjera una tincion incrementada para el
tejido rico en proteoglucanos en las regiones vasculares (Figuras 3 (a) a (c)) comparada con la deposicion de
colageno 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 imagenes de CTO con
obtencién de imagenes MR. Un ejemplo se muestra en las Figuras 4 (a) y (b), una CTO convertida en imagen a las 6
semanas y 12 semanas, respectivamente. La angiografia de contraste en ambos momentos fracasé en cuanto a la
demostracion 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 regién de entrada 36 y la region 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 region de entrada 36 y la region de salida 38, en ambos momentos, como se indica
en las Figuras 5 (a) y (b). La anatomia 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 (mas evidente en la
Figura 5 (b)) por debajo de la arteria, dado que la MR es mas sensible al reactivo de contraste que lo son los rayos
X. Esto es consistente con la perfusion y los canales vasculares. Sin embargo, la MR exhibia diferencias distintivas.
A las 6 semanas, habia 2 canales longitudinales en los bordes del lumen, asi como una sefial difusa en las regiones
central y circundantes. A las 12 semanas, los canales longitudinales ya no estaban presentes, y la sefial difusa habia
disminuido. Utilizando cambios de sefal ponderados por T1 con Gd-DTPA, se estima que el porcentaje de volumen
de tejido ocupado por el agente (“registro de volumen de distribucion”) en el centro (“cuerpo”) de la CTO era 18% y
en la regién de salida era 4% a las 6 semanas. A las 12 semanas, el registro de volumen de distribucion en el cuerpo
habia disminuido a 3%, mientras que la regién de salida tenia un valor relativamente constante de 6%. Las regiones
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 obstaculo principal para cruce con la sonda, mientras que el
cuerpo central de la CTO ofrece una resistencia mucho menor. Ademas, las lesiones mas antiguas ofrecen mayor
resistencia. La distribucion volumétrica de Omniscan, un agente de contraste extracelular basado en gadolinio,
cuatro segundos después de la inyeccion es proporcional a la microvasculatura rellenada directamente y el volumen
intersticial dentro del vaso ocluido. Por esta razén, se lanzd la hipdtesis de que el registro del volumen de
distribucion esta relacionado positivamente con la vascularidad y la facilidad de cruce. El patron longitudinal y el
mayor volumen de distribucion presente a las 6 semanas podrian ser debidos a la formacion de microvasos (y por
tanto un camino directo a lo largo de la mayor parte de la CTO) o espacio extracelular incrementado debido a
inflamacién o a la composicion ECM, que son estimulos importantes para la formaciéon de microvasos. Dado que Gd-
DTPA se distribuye en el espacio extracelular, mas 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 oclusion total crénica. La microCT de baja resoluciéon (86 um), representada en la Figura 7C, es muy util para
mostrar vasos colaterales fuera del lumen, pero no puede detectar microvasos intraluminales. Sin embargo, el uso
de imagenes microCT de mayor resolucion (17 pm), representadas en la Figura 8, es capaz de demostrar
microvasos muy pequefios inmediatamente distales al sitio de entrada e inmediatamente proximos al sitio de salida
de la CTO. En la Figura 9, puede verse Gd-DTPA en imagenes MR inmediatamente proximales a la region de salida,
que indican la presencia de un microvaso inmediatamente antes de la region de salida. No obstante, en posicion
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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 invencion proporciona un agente angiogénico para mejorar las tasas de cruce por sonda en CTO por aumento
de la formacioén de microvasos intraluminales. Estudios iniciales han establecido la viabilidad de la terapia génica
utilizando un enfoque basado en células. Esto se realiz6 por suministro de fibroblastos de conejo (FB) que se han
etiqguetado con el fluoréforo clorometil-trimetil-rodamina (CMTMR), un tinte rastreador de células que esta presente
Unicamente en células viables, a través del puerto de alambre de un catéter balén de angioplastia “over-the-wire”
como ha sido descrito previamente para la infusion de colagenasa (85). La CMTMR proporciona un método de
deteccion de FB etiquetados ex vivo dado que la molécula sufre esterificacion y glucuronidacion irreversibles
después de pasar al citoplasma de una célula para generar un producto final impermeable a la membrana. Este
fluoréforo 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 inyeccion, 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 expresion local de genes. Los fibroblastos de conejo 34 etiquetados con CMTMR
aparecian de color oscuro en las Figuras 10 (a), 10 (b), (c) y (d) en una CTO de 12 semanas de antigliedad a las 4
horas después de la inyeccion. Estas secciones transversales estan localizadas aproximadamente a 6- 10 mm del
comienzo de la oclusién. La lamina elastica 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 clinicas para la isquemia del miocardio y la enfermedad periférica vascular con resultados
preliminares prometedores (91-94). Estudios realizados han demostrado niveles altos de expresién 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 hipertensién pulmonar. Una razén adicional para una estrategia basada en células en el establecimiento
de la viabilidad de induccién de angiogénesis utilizando el modelo animal es el nimero relativamente pequefio de
células “nativas” en la CTO rica en colageno a las 12 semanas para transfeccion por otros métodos.

Por esta razon 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
cronicamente. En primer lugar, se dejaron crecer células musculares lisas venosas en cultivo y el cultivo se expandié
para obtener un numero suficiente de células para suministro. Esto llevd aproximadamente 2 semanas. Se
extirparon las venas yugulares externas de los conejos y se pusieron en cultivo luego células musculares lisas
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 plasmidico o plasmido nulo en DMEM exento de suero y antibiéticos utilizando
el Reactivo de Transfeccion SuperFect® (QIAGEN) y se incubaron durante 3 horas. Se eliminé el medio que
contenia plasmido y las células se lavaron 2 veces con PBS. Se afiadieron después 5 ml de DMEM que contenia
antibiotico y 10% de suero de ternero fetal, y se incubd durante 48 horas. A las 24 horas de la transfeccion, se
realizé un ELISA de VEGF en medios acondicionados utilizando el kit de Inmunoensayo de VEGF Humano (R & D
Systems) para asegurar la expresion de la proteina VEGF (intervalo 1,73-1,82 ng de VEGF/mL). A las 48 horas de la
transfeccion, las células musculares lisas se tripsinizaron y se lavaron con solucién 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
antes de ser inyectadas a los animales.

Las células transfectadas con VEGF que estaban en suspension se suministraron luego localmente a través del
puerto del alambre de un catéter balén de angioplastia. Cada conejo se tratdé con células musculares lisas venosas
que procedian de la vena yugular de dicho conejo particular. Los conejos se anestesiaron y se insertd una vaina
arterial 4F en la arteria carotida lateral izquierda. Se avanzé un catéter baldén de angioplastia “over-the-wire” bajo
guia fluoroscopica hasta que el mismo se encontraba inmediatamente adyacente a la oclusion total de la arteria
femoral. El balén de angioplastia se inflé6 a 4 atmdsferas para prevenir cualquier flujo de retroceso y pérdida por
ramas laterales. La sonda se retiré del puerto de la sonda y la suspension (0,5 mL) que contenia las células
musculares lisas transfectadas con VEGF se inyectd lentamente a través del puerto del alambre para llenar el
pequefio espacio entre el valor inflado y la oclusion total cronica. El catéter se lavo luego abundantemente con 0,5
mL de solucién salina al 0,9% para asegurar que no quedaba todavia cantidad alguna de suspension de células en
el catéter. El balon de angioplastia se dejo inflado durante 45 min y después de ello se desinflo y se retiré el balén de
angioplastia. Se dejo luego que los animales se recuperaran.

Después de aproximadamente 3 semanas, para permitir la formacion de microvasos, los conejos se sometieron a
obtencion de imagenes MRI con Gd-DTPA. Los animales se sacrificaron después del escaneo MRI y se inyectd
Microfil a la presion de 80 mmHg por la via de la aorta abdominal a las arterias ocluidas para examenes microCT.
Los segmentos arteriales se retiraron y el tejido se fijo en formalina al 10%, se proceso y se tifid luego con tintes de
hematoxilina y eosina (H & E) y Movat.
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Se muestran los resultados para CTOs de conejo que tenian aproximadamente 9 meses de antigliedad en el
momento del sacrificio en las Figuras 11 (a) y 11 (b). Fig. 12 (a) es una imagen MR después de inyeccion de Gd-
DTPA de la CTO de la arteria femoral izquierda, sin haber sido tratada la oclusién con células musculares lisas. La
Figura 11 (b) es una imagen MR después de la inyeccién de Gd-DTPA de la arteria femoral derecha del mismo
conejo, que tenia una oclusién que habia sido inyectada con 3 x 10° células musculares lisas transfectadas con
VEGF de 8 meses de antigliedad y sacrificado 3 semanas mas tarde. La presencia de incorporacion de gadolinio en
la oclusion total crénica de la Figura 11 (b) (indicada por puntas de flecha) es evidencia de la formacion de nuevos
vasos en ella, estableciendo la probabilidad incrementada de cruce con éxito de la oclusién. 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 antigliedad y sacrificado 3 semanas mas tarde. La seccion transversal arterial tefiida con Movat muestra
la CTO (24), que tiene muchos microvasos que estan rellenos con Microfil coloreado en negro, indicando de nuevo
formacion de microvasos que es importante para el cruce con éxito de la sonda.

Los resultados de este estudio indican que las oclusiones totales crénicas tratadas con VEGF demostraban
formacién de microvasos en ellas. Las imagenes MR en varias CTOs tratadas con VEGF han demostrado
incorporacion de gadolinio en la porcidon proximal y media de la CTO, como se ilustra en la Figura 11 (b). Esto
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 incorporacion esencialmente nula de gadolinio
en oclusiones totales cronicas de 12 meses o mas de antigiedad. La presencia de incorporacion de gadolinio en
oclusiones totales cronicas de mas de 8 meses es evidencia de formacion de nuevos vasos. Estos microvasos en
CTO tratadas con VEGF se confirmaron en secciones arteriales tefidas con la tincion Movat que exhibian canales
vasculares multiples, representados en la Figura 12. Estos canales vasculares se llenaron con Microfil que se utilizé
para obtencion de imagenes microCT. Microfil identifica sitios de flujo sanguineo dentro de la CTO, indicando que
estos microcanales eran funcionales.

Asi pues, ha quedado demostrado el uso de VEGF para conseguir la angiogénesis y la formacion de microvasos en
CTOs. Como seria apreciado por los expertos en la técnica, otros agentes para induccion de angiogénesis estan
disponibles y podrian utilizarse como parte de esta invencion. Algunos de tales agentes pueden encontrarse incluso
mas eficaces o preferibles por razones practicas o econdmicas que los agentes descritos en esta memoria. Estos
otros agentes para uso a fin de inducir angiogénesis deben entenderse abarcados por la presente invencion. En el
contexto de esta invencion, un “agente angiogénico” es un agente, molécula, farmaco, proteina u otro factor
conocido por promover angiogénesis e incluye factores tanto angiogénicos como pro-angiogénicos como pueden
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 invencion incluyen factor de crecimiento endotelial vascular, angiopoyetina 1,2; PDGF, FGF-2,
TGF-beta, factor de crecimiento de hepatocitos, TNF-alfa, 6xido nitrico derivado de endotelio o donantes de 6xido
nitrico, receptores de factores de crecimiento (VEGFR-1, VEGFR-2, PDFR, tie2), y factor inducible por hipoxia (HIF)
1-alfa.

Células madre originarias de médula 6sea o sangre circulante de adultos o células progenitoras endoteliales (EPC)
estan abarcadas también por la invencion. Ambos tipos de células son altamente angiogénicos (95,96). El potencial
angiogénico de estas células puede reforzarse por manipulacion genética de la EPC para sobreexpresar factores de
crecimiento angiogénicos tales como eNOS o VEGF (97,98). Adicionalmente, factores de crecimiento (tales como
factor estimulante de colonias granulocitos-macrofagos, eritropoyetina y estatinas) que movilizan factores pro-
angiogénicos células madre de la médula ésea y células progenitoras endoteliales en la circulacién (99) son también
parte de la invencion.

Se ha demostrado que la sobreexpresion 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
como colagenasa mejora la angiogénesis, lo que sugiere que un agente angiogénico para uso con colagenasa
puede utilizarse también como parte de la presente invencion.

Las células inflamatorias y mediadores son también parte de la presente invencion. En particular, se ha demostrado
que los macréfagos mejoran la angiogénesis. El factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF) es un factor
de crecimiento hematopoyético que induce supervivencia, proliferacion, diferenciacién y activacion de fagocitos
mononucleares y promueve angiogénesis (100). Se incluyen también sustancias que causan activacion de los
macrofagos, quimiotaxis de los macréfagos a la oclusion total cronica o suministro local de macréfagos autélogos
activados obtenidos previamente de fluido de lavado peritoneal (en este procedimiento realizado ya con éxito en
ratas y conejos, se inyecta intraperitonealmente solucién salina tamponada con fosfato y se recoge después de un
periodo de espera de 20-30 min. Los macroéfagos se aislan y se dejan crecer en un cultivo especifico (101).

Otros enfoques para administracion de los agentes angiogénicos de la invencion, o para preparacion de los mismos
para dicha administracion, estan abarcados por la invencién. Los enfoques para administracion incluyen asi
inyeccion 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 6sea 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 plasmidos
de DNA desnudo, vectores virales, nano-particulas, perlas, plataformas de polimero, y stents intravasculares.
Ejemplos de plataformas de polimero angiogénicas incluyen Theramers angiogénicos (Rimon Therapeutics, Toronto,
Canada). Los Theramers™ son polimeros médicos que tienen actividad bioldgica en y por si mismos, sin el uso de
farmacos, debiendo entenderse que se utilizan en forma solida (v.g., perlas, andamiajes y revestimientos).
Alternativamente, los polimeros angiogénicos pueden suministrarse localmente como sustancias solubles,
incorporados en geles, o desarrollados en otras formulaciones inyectables.

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 angioplasticos de baldn, incorporados en stents
directamente sobre apoyos de stents o en stents recubiertos o por otros dispositivos de suministro.

La invencion puede ser un kit hecho de una composicion farmacéutica para inducir angiogénesis en una oclusién de
una arteria. El kit incluye un primer envase que contiene un agente angiogénico y un segundo envase que contiene
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 oclusion total crénica localizada en la arteria de un
humano. Directrices para administracion farmacéutica en general se proporcionan, por ejemplo, en Remington’s
Pharmaceutical Sciences, edicion 182, Ed. Gennaro, Mack Publishing, 1990, y en Modern Pharmaceutics, 22
edicion, Eds. Banker and Rhodes, Marcel Dekker, Inc., 1990.

Medios mecanicos de induccion de angiogénesis se conocen y debe entenderse que forman parte de la presente
invencion. Dichos medios incluyen crioterapia local basada en catéter (intervalo de temperatura 10 °C a -50 °C). La
aplicacion 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 ablacion local por laser contra el sitio de entrada de la CTO
(103).

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

Si bien se han descrito combinaciones especificas de elementos, la intencién de los inventores es incluir como parte
de esta invencion otras combinaciones de elementos descritos en esta memoria como parte de la invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un agente angiogénico seleccionado de factores de crecimiento angiogénicos o pro-angiogénicos,
citocinas, médula 6sea de adulto o sangre circulante de adulto, y células progenitoras endoteliales (EPC) para uso
en la preparacion de un vaso para cruce de una oclusion total créonica en el mismo por una sonda, en el que la
preparacion del vaso incluye los pasos siguientes: (1) suministrar percutdneamente una composicion que
comprende un agente angiogénico al sitio de oclusién; (2) dejar transcurrir un periodo de tiempo suficiente para
aumentar la susceptibilidad de la oclusién al cruce por angiogénesis; y (3) cruzar la oclusion.

2. Un agente para uso conforme a la reivindicacion 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, 6xido nitrico derivado de endotelio o donantes de dxido nitrico, receptores de factores de crecimiento (VEGFR-
1, VEGFR-2, PDGFR, tie2), factor inducible por hipoxia (HIF) 1-alfa, o una combinaciéon de cualquiera de los
anteriores.

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

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

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

6. Un agente para uso conforme a la reivindicacion 5, en el que el dispositivo esta cargado con el agente y
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 liberaciéon del mismo durante el uso, y/o en el que el dispositivo incluye un polimero cargado con el
agente para liberacion 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
de un humano.

8. Un agente para uso conforme a la reivindicacion 7, en el que la arteria esta localizada en el corazén del
humano, o la arteria es una arteria periférica, femoral, poplitea, 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-macréfagos, eritropoyetina y/o estatina.

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 oclusion.

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 macréfagos (M-CSF) a fin de inducir supervivencia, proliferacion, diferenciacion y
activacion de fagocitos mononucleares y promocion de la angiogénesis en el sitio de la oclusion.

12. Un agente conforme a cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el agente es para uso con
una sustancia que causa activacion de los macréfagos o quimiotaxis de los macroéfagos a la oclusion total cronica en
el sitio de la oclusion.

13. Un agente para uso conforme a cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha preparacion
incluye un periodo de espera antes de dicho cruce comprendido entre 3 dias y 6 semanas.
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Figura 1 [a]l

Figura 1 (b)
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Figura 2(b)
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Figura 3(b)
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Figura 3(c)
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Figura 7(a)
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Figura 11(a)
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