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DESCRIPCIÓN 
 
Promotor de la linfangiogénesis 
 
Campo técnico 5 
 
La presente invención se refiere a agentes promotores de la linfangiogénesis nuevos que comprenden, como 
ingredientes activos, a los HGF o ácidos nucleicos que codifican los HGF, y/o a los métodos para promover la 
linfangiogénesis. La presente invención también se refiere a agentes o a métodos para la prevención o el tratamiento 
del linfedema. Adicionalmente, la presente invención se refiere a métodos de exploración de compuestos que tienen 10 
actividad promotora de la linfangiogénesis, o a compuestos que tienen efectos preventivos o terapéuticos sobre el 
linfedema. 
 
Técnica antecedente 
 15 
Linfedema se refiere a una afección que se caracteriza por la oclusión de los vasos linfáticos lo que, a su vez, 
provoca congestión anormal de líquido tisular, lo que da como resultado hinchazón, inflamación crónica, y/o fibrosis. 
Hay linfedemas primarios y secundarios. Los casos conocidos de linfedema primario incluyen a la enfermedad de 
Milroy, enfermedad de Meige, hipoplasia distal, linfadenopatía obstructiva proximal y linfangiectasia. El linfedema 
secundario proviene de otra enfermedad; por ejemplo, a menudo aparece como una consecuencia del tratamiento 20 
quirúrgico de cánceres. En particular, el linfedema secundario a menudo se produce después de la cirugía o de la 
radioterapia del cáncer de mama, cáncer de útero, cáncer de próstata, sarcoma de Kaposi y similares. De forma 
particular, después de la cirugía del cáncer de mama, a menudo el linfedema aparece en las extremidades 
superiores. El 80 % o más de los casos de linfedema de las extremidades superiores aparecen después de la cirugía 
del cáncer de mama. Además, se supone que después de la cirugía del cáncer de mama, el linfedema de las 25 
extremidades superiores se desarrolla con una frecuencia de varios puntos porcentuales, o más. En contraste con 
esto, el linfedema de las extremidades inferiores a menudo se observa de forma posterior a la cirugía del cáncer de 
útero. Además de lo anterior, las infecciones, lesiones tales como lesión por quemadura, inflamaciones y similares, 
también pueden dar como resultado linfedema secundario. 
 30 
El linfedema afecta de forma significativa a las funciones motoras y aumenta el riesgo de infección en las áreas 
afectadas, lo que da como resultado una disminución de la calidad de vida del paciente. Sin embargo, las terapias 
comunes para el linfedema, tales como el masaje, terapia de ejercicio, y llevar puesto un soporte, simplemente 
tratan los síntomas; no están disponibles en el momento actual ni métodos de tratamiento ni agentes terapéuticos 
radicales, y casi no se conocen agentes terapéuticos. Aunque se ha informado que un compuesto denominado 35 
“guaifenesina” es eficaz en el tratamiento del linfedema, su efecto terapéutico todavía es poco claro (Documento de 
Patente 1). 
 
Se ha informado que VEGF-C, un miembro de la familia VEGF, es un factor peptídico que potencia la 
linfangiogénesis (Documentos de Patente 2 y 3; Documentos no de Patente 1 y 2). Sin embargo, los otros miembros 40 
de la familia VEGF no tienen actividad promotora de la linfangiogénesis. El VEGF-C es el único factor promotor de la 
linfangiogénesis que se conoce actualmente. 
 
Mientras tanto, VEGF165 (que también recibe el nombre de “VEGF-A” o, de forma más simple, “VEGF”, en lo 
sucesivo en el presente documento también denominado “VEGF”), es un miembro de la familia VEGF que, como 45 
VEGF-C, también es bien conocido como un factor angiogénico; el factor también se conoce como un factor que 
potencia la permeabilidad vascular (por ejemplo, véase Senger, D. et al. Science 219, 983-6 (1983)). De hecho, se 
ha informado que VEGF induce edema mediante su actividad potenciadora de la permeabilidad vascular cuando se 
sobreexpresa en tejidos (por ejemplo, véase Isner, JM., et al., Circ. Res. 89: 389-400 (2001)). De hecho, se ha 
informado que se observa edema en una frecuencia del 30 % o más, en pacientes humanos con enfermedades 50 
isquémicas de las extremidades inferiores cuando el gen VEGF se introduce en las áreas isquémicas de las 
extremidades inferiores de forma intraarterial o intramuscular, con propósito terapéutico (Baumgartner, I. et al., Ann. 
Intern. Med. 132: 880-884 (2000)). Además, hay muchos informes de riesgo aumentado de edema adjunto a la 
terapia génica de VEGF, incluyendo un informe que muestra que se observó edema de las extremidades inferiores 
en seis de nueve pacientes en los que se administró mediante inyección intramuscular en las áreas isquémicas de 55 
las extremidades inferiores, un plásmido que codifica VEGF desnudo (Baumgartner, I. et al., Circulation 97: 1114-
1123 (1998)), y otro informe que muestra que apareció edema en tres extremidades, cuando se administró de forma 
intramuscular un plásmido que codificaba VEGF desnudo, en las áreas isquémicas en siete extremidades de seis 
pacientes con isquemia de las extremidades inferiores, debida a tromboangeítis obliterante (TAO) (Isner, JM., et 
al.,J. Vasc. Surg. 28: 964-975 (1998)). 60 
 
Además, VEGF-C es un ligando del receptor de VEGF 3 (RVEGF-3), y se sabe que la señal de RVEGF-3 sola, es 
suficiente para la linfangiogénesis. VEGF-C también se une al RVEGF-2. Puesto que los ratones deficientes en 
RVEGF-2 mueren de forma más temprana que los ratones deficientes en VEGF-A, se supone que VEGF-C y otros 
miembros VEGF son capaces de complementar la actividad de VEGF (Scavelli, C. et al., J. Anat. 433-449 (2004)). 65 
VEGF ejerce su función a través de la unión al RVEGF-1 y al RVEGF-2. Por lo tanto, se piensa que la activación del 
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RVEGF-2 induce la potenciación de la permeabilidad vascular (por ejemplo, véase Issbrucker, K. et al., FASEB J. 
artículo exprés 10.1096/fj.02-0329fje. Publicado en Internet el 18 de diciembre de 2002). 
 
HGF es el factor de crecimiento de hepatocitos, y no solo tiene la actividad promotora del crecimiento de 
hepatocitos, sino que también tiene otras diversas actividades fisiológicas, incluyendo actividad angiogénica (por 5 
ejemplo, véase el Documento no de Patente 3). En el momento presente, los HGF se aplican al tratamiento de la 
enfermedad isquémica, basándose en su actividad angiogénica (Documentos de Patente 4 y 5; Documento no 
Patente 4). 
 
Kajiya K, et al., Journal of Investigative Dermatology 124 (4), Supl. S, página A1 (2005), informan que el factor de 10 
crecimiento de hepatocitos promueve la formación y la función de vasos linfáticos. 
 
El documento WO2006/105511 divulga métodos y composiciones para la modulación de la actividad del factor de 
crecimiento de hepatocitos para regular el desarrollo y la función de vasos linfáticos. 
 15 
Yoon Young-Sup, et al., J. Clin. Invest. 111(5): 717-725. (2003) informan que la terapia génica de VEGF-C aumenta 
la linfangiogénesis posnatal y mejora el linfedema secundario. 
 
 [Documento de Patente 1] documento WO03/000242 
 [Documento de Patente 2] Patente de Estados Unidos n.º 6.818.220 20 
 [Documento de Patente 3] Patente de Estados Unidos n.º 6.689.352 
 [Documento de Patente 4] documento WO97/07824 
 [Documento de Patente 5] documento WO01/32220 
 [Documento no de Patente 1] Szuba, A. et al., FASEB J. artículo exprés 10.1096/fj.02-0401 fje. Publicado en 

Internet el 18 de octubre de 2002 25 
 [Documento no de Patente 2] Young-sup, Yoo et al., J. Clin. Invest. 111:717-725 (2003) 
 [Documento no de Patente 3] Nakamura Y. et al., J Hypertens. Sep; 14(9):1067-72 (1996) 
 [Documento no de Patente 4] Taniyama Y., et al., Gene Therapy 8, 181-189 (2001) 
 
Divulgación de la invención 30 
 
Problemas a resolverse mediante la invención 
 
La presente invención se logró a la vista de las circunstancias descritas anteriormente. Un objetivo de la presente 
invención es proporcionar usos nuevos de los HGF y de los genes que codifican los mismos. De forma más 35 
específica, un objetivo de la presente invención es proporcionar agentes terapéuticos y métodos de tratamiento 
nuevos para el linfedema, una afección para la que no hay disponible en el momento presente agente terapéutico o 
método de tratamiento eficaces. 
 
Medios para resolver los problemas 40 
 
Los presentes inventores realizaron dedicados estudios para lograr los objetivos descritos anteriormente. Los 
presentes inventores buscaron factores que podrían reducir o eliminar el linfedema, y encontraron que los HGF 
reducían el linfedema de forma significativa. Entonces, los presentes inventores descubrieron que los HGF tenían 
actividad linfangiogénica para inducir el crecimiento de células endoteliales linfáticas. 45 
 
Como se ha descrito anteriormente, hay muchos informes asociando la terapia génica de VEGF con un riesgo 
aumentado de inducir edema. Por lo tanto, los presentes inventores consideraron que VEGF no es adecuado para el 
tratamiento del linfedema. Además, puesto que se sugiere que VEGF-C puede potenciar la permeabilidad celular 
mediante la unión a receptores VEGF que no son RVEGF-3, los presentes inventores consideraron que la aplicación 50 
de VEGF-C al tratamiento del linfedema también constituía un riesgo alto. 
 
HGF ha sido conocido como un factor angiogénico. VEGF es también conocido como un factor angiogénico, pero se 
supone que no tiene ni actividad linfangiogénica (véase, por ejemplo, Dev. Biol. 1997, 188: 96-109), ni el efecto de 
reducción del linfedema, como se describe anteriormente. En vista de lo anterior, los hallazgos nuevos de los 55 
presentes inventores, que los HGF tienen actividad linfangiogénica y el efecto de reducción del linfedema, es un 
descubrimiento notable. 
 
Para confirmar la actividad linfangiogénica de los HGF basándose en su mecanismo de acción, los presentes 
inventores demostraron que c-met, el receptor HGF, se expresaba en células endoteliales linfáticas, y que también 60 
se inducía en células endoteliales linfáticas la fosforilación de MAPK y de Akt, que son proteínas de señalización 
intracelular cuya fosforilación se sabe inducen los HGF. 
 
Estos hallazgos demuestran que los HGF y sus genes, son eficaces como agentes terapéuticos o preventivos del 
linfedema y como agentes promotores de la linfangiogénesis. De forma específica, la presente invención proporciona 65 
un vector según se define en las reivindicaciones, para su uso en la prevención o el tratamiento del linfedema; y el 
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uso de un vector según se define en las reivindicaciones, para la producción de un agente farmacéutico para la 
prevención o el tratamiento del linfedema. 
 
Breve descripción de los dibujos 
 5 
 La Fig. 1 representa una serie de fotografías mostrando los resultados de la tinción de inmunofluorescencia de 

células endoteliales linfáticas. Los paneles de la parte superior corresponden a la tinción con anticuerpo anti-c-
met; los paneles intermedios corresponden a la tinción nuclear con DAPI; y los paneles de la parte inferior 
constituyen imágenes fusionadas de los dos. Los resultados confirman que todas las células expresaban c-met. 

 La Fig. 2 es un gráfico que representa los resultados de un ensayo de MTS que examina el efecto de un HGF de 10 
ser humano recombinante sobre la propiedad de crecimiento. El eje vertical indica los valores medidos. Los 
resultados demuestran que HGF promueve el crecimiento de las células endoteliales linfáticas en una manera 
dependiente de la concentración. 

 La Fig. 3 es un gráfico que representa los resultados de un ensayo de migración que examina los efectos de un 
HGF de ser humano recombinante sobre la propiedad migratoria. El eje vertical indica el número de células. Los 15 
resultados demuestran que el HGF promueve la migración de las células endoteliales linfáticas. 

 La Fig. 4 es un gráfico que representa los resultados de un ensayo de MTS que examina el efecto de la 
introducción de un plásmido de ADNc desnudo en la propiedad de crecimiento. El eje vertical indica los valores 
medidos. Los resultados demuestran que la introducción del gen HGF es eficaz para promover el crecimiento de 
las células endoteliales linfáticas. 20 

 La Fig. 5 es un gráfico que representa los resultados de un ensayo promotor de c-fos que examina el efecto de la 
introducción de un plásmido de ADNc desnudo en la propiedad de crecimiento. El eje vertical indica los valores 
medidos para la actividad de luciferasa. Los resultados demuestran que la introducción del gen HGF es eficaz 
para promover el crecimiento de las células endoteliales linfáticas. 

 La Fig. 6 es un gráfico que representa los resultados de un ensayo promotor de c-fos, que examina el efecto de 25 
la introducción de un plásmido de ADNc desnudo en la propiedad de crecimiento. El eje vertical indica los valores 
medidos para la actividad de luciferasa. Estos resultados demuestran que el vector de expresión para ADNc de 
HGF potencia de forma significativa la actividad promotora de c-fos, mientras que el vector de expresión para 
ADNc de VEGF no potencia la actividad promotora de c-fos. 

 La Fig. 7 es una serie de gráficos que demuestran los efectos de HFG en la actividad de crecimiento y migratoria 30 
de las células endoteliales linfáticas de ser humano. La Fig. 7A representa los resultados de un ensayo de MTS 
que examina el crecimiento celular; y la Fig. 7B representa los resultados de un ensayo de migración que 
examina la actividad migratoria. Cada ensayo se llevó a cabo después de añadir HGF de ser humano 
recombinante al medio de cultivo de las células endoteliales linfáticas de ser humano, a una concentración de 0, 
2, 10 o 50 ng/ml. En la Fig. 7A, el eje vertical indica la absorbancia a 490 nm; y en la Fig. 7B el eje vertical indica 35 
el número de células. Estos resultados demuestran que la adición de HGF promueve la actividad de crecimiento 
y migratoria. *p<0,001 (con respecto a 0 ng/ml del HGF de ser humano recombinante); †p<0,001 (con respecto a 
2 ng/ml del HGF de ser humano recombinante). 

 La Fig. 8 es un gráfico que representa el efecto de mejora del linfedema del plásmido de expresión para ADNc de 
HGF, en modelos de rata de linfedema que tienen linfedema en la base de las colas. El eje horizontal indica el 40 
tiempo transcurrido después de la cirugía (días), y el eje vertical indica el grosor de la base de la cola (mm). Se 

inyectaron los grupos de Venus como un control, el grupo HGF y el grupo VEGF con 0,1 ml de 200 µg de 
plásmidos de expresión para GFP, HGF y VEGF, respectivamente. El grupo de solución salina fisiológica se 
inyectó con 0,1 ml de solución salina fisiológica. Los resultados demuestran que la reducción del grosor de la 
cola se promueve mediante la introducción de ADNc de HGF desnudo y, así, se mejora el linfedema. 45 

 La Fig. 9 es un gráfico obtenido mediante el cálculo del área bajo la curva del gráfico mostrado en la Fig. 8. Los 
resultados demuestran que el grosor de la cola se redujo de forma significativa solo en el grupo de ratas en las 
que se introdujo el gen HGF. El eje vertical indica la proporción de área (%) con respecto al control. ‡p<0,0001 
(con respecto a cada uno de los grupos en los que se introdujo el gen VEGF, el grupo de Venus, el grupo de 
solución salina fisiológica, y el grupo tratado con cirugía solamente). 50 

 La Fig. 10 es una serie de fotografías y gráficos que representan los resultados de la inspección de la 
linfangiogénesis en los sitios quirúrgicos, después de la introducción del gen HGF o del gen VEGF en modelos 
de rata de linfedema. La Fig. 10A está compuesta de micrografías de secciones inmunoteñidas de tejido cerca 
del sitio de inyección del gen, en cada rata. La inmunotinción se llevó a cabo utilizando anticuerpos contra 
PECAM-1, LYVE-1, Prox1 y c-Met. Los paneles de la parte superior son de ratas en las que se introdujo el gen 55 
HGF; los paneles intermedios son de ratas en las que se introdujo el gen VEGF y los paneles de la parte inferior 
son de las ratas de control inyectadas con solución salina fisiológica. La Fig. 10B está compuesta de gráficos que 
representan el número de vasos que eran positivos para la inmunotinción con cada anticuerpo. HGF: ratas en las 
que se introdujo el gen HGF; VEGF: ratas en las que se introdujo el gen VEGF; control: ratas inyectadas con 
solución salina fisiológica. El eje vertical indica el número de vasos positivos. Estos resultados demuestran que el 60 
número de vasos positivos para los marcadores de células endoteliales linfáticas (LYVE-1 y Proxl) está 
aumentado de forma significativa solamente en las ratas en las que se introdujo el gen HGF; mientras que el 
número de vasos positivos para el marcador de células endoteliales PECAM-1 está aumentado en las ratas en 
las que se introdujo el gen HGF y en las ratas en las que se introdujo el gen VEGF, en comparación con el 
control, pero no hay diferencia significativa. Además, se muestra que el número de vasos positivos para c-Met, 65 
en las ratas en las que se introdujo el gen HGF, está aumentado de forma significativa en comparación con el de 
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las ratas en las que se introdujo el gen VEGF, y tiende a estar aumentado en comparación con el control. 
 La Fig. 11 es una serie de fotografías que representan la fosforilación de MAPK y de Akt, después de la 

estimulación con HGF de células endoteliales linfáticas derivadas del conducto torácico canino. Las Figs. 11A y 
11B representan los resultados de la transferencia de Western utilizando anticuerpos específicos para MAPK 
fosforilada y Akt fosforilada, respectivamente (cada panel superior). Los paneles inferiores muestran los 5 
resultados de la transferencia de Western utilizando anticuerpos específicos para MAPK y Akt, con 
independencia de su estado de fosforilación. Estos anticuerpos se utilizaron como controles internos para 
demostrar que las muestras contienen cantidades casi equivalentes de MAPK o Akt. 

 
Mejor modo para llevar a cabo la invención 10 

 
La presente invención se basa en el anteriormente mencionado hallazgo de los presentes inventores, que los HGF 
activan el crecimiento y la migración de las células endoteliales linfáticas y de este modo promueven la 
linfangiogénesis. 
 15 
Adicionalmente, la presente invención se basa en el hallazgo de que los HGF activan el crecimiento y la migración 
de las células endoteliales linfáticas aisladas de animales adultos, pero no de las fetales y neonatales, y de este 
modo promueven la linfangiogénesis. Puesto que las células endoteliales linfáticas se diferencian de las venas 
fetales en una etapa temprana de la embriogénesis, las proteínas marcadoras de células endoteliales linfáticas 
también se expresan en células endoteliales venosas en la etapa fetal temprana. También se sabe que las células 20 
endoteliales linfáticas, adicionalmente, se diferencian en células endoteliales venosas (Wigle J T y Oliver G. Cell, 98: 
769-778 (1999)). Por lo tanto, es altamente probable que las células fetales o neonatales estén en una etapa antes 
de la diferenciación terminal, incluso cuando expresan marcadores de células endoteliales linfáticas. Por lo tanto, es 
improbable que las células endoteliales linfáticas fetales o neonatales reflejen de forma precisa a las células 
endoteliales linfáticas de animales adultos. La presente invención demostró el efecto de los HGF en las células 25 
endoteliales linfáticas de animales adultos. Por lo tanto, se observó que los HGF y sus genes son eficaces como 
agentes terapéuticos para pacientes (más particularmente adultos) que padecen linfedema después de la extracción 
quirúrgica de tejidos cancerosos y/o nódulos linfáticos, para el tratamiento del cáncer y para otros pacientes de 
linfedema. 
 30 
Como se define en las reivindicaciones, el ácido nucleico que codifica HGF, utilizado en la presente invención, 
comprende un ácido nucleico que codifica un HGF que se ha insertado en un vector plasmídico, es decir, 
pVAX1HGF/MGB1, descrito en SEC ID Nº: 5. 
 
Los ácidos nucleicos de la presente invención que codifican HGF, pueden incorporarse en vectores tales como 35 
liposomas catiónicos, complejos ligando-ADN, y pistolas génicas. Los ácidos nucleicos pueden estar, por ejemplo, 
en una forma que estén empaquetados en vectores HVJ-E obtenidos de envolturas de virus Sendai (Kaneda, Y. et 
al., Mol. Ther. 6, 219-226 (2002)). De forma alternativa, los ácidos nucleicos pueden estar en una forma desnuda. 
 
En la presente invención, los genes HGF se pueden utilizar solos o en combinación con otros genes y/u otros 40 
agentes farmacéuticos, según se necesite. En la presente invención, el gen HGF y los genes utilizados en 
combinación según se necesite, se incorporan en vectores apropiados que aseguran la expresión in vivo de los 
genes, y después se administran en las áreas afectadas de los pacientes. 
 
Cuando se administran los agentes promotores de la linfangiogénesis que comprenden como ingredientes activos 45 
ácidos nucleicos que codifican HGF, los expertos en la materia pueden seleccionar fácilmente una vía de 
administración y dosis adecuadas. Sin embargo, los agentes se administran preferentemente mediante inyección a, 
y/o alrededor de, las áreas donde se desea la promoción de la linfangiogénesis, en particular mediante inyección 
intramuscular en los músculos en y/o alrededor de las áreas. Se pueden utilizar otros métodos de administración, 
siempre que HGF pueda expresarse a partir de los ácidos nucleicos administrados en, y alrededor de, las áreas 50 
donde se desea promover la linfangiogénesis. 
 
Cuando un ingrediente activo es un ácido nucleico descrito anteriormente, se puede seleccionar la dosis única del 
ácido nucleico que es eficaz para promover la linfangiogénesis, o para prevenir o tratar el linfedema, por ejemplo, a 
partir del intervalo de 0,001 a 10 mg por kg de peso corporal. De forma alternativa, cuando se administra a pacientes 55 
humanos, la dosis del ácido nucleico se puede seleccionar, por ejemplo, a partir del intervalo de 0,001 a 50 
mg/cuerpo, y la dosis única del ácido nucleico es preferentemente de aproximadamente 0,5 a 50 mg/cuerpo. Sin 
embargo, la dosis no se limita a las descritas anteriormente. 
 
En una realización preferente, pVAX1HGF/MGB1 descrito en SEC ID Nº: 5 disuelto en un tampón fisiológico o un 60 
transportador farmacéuticamente aceptable, se inyecta en un paciente ser humano de forma intramuscular al 
músculo en y/o alrededor de un área donde se desea promover la linfangiogénesis, a una dosis única de 1 mg a 20 
mg, preferentemente 1 mg a 10 mg, y más preferentemente 2 mg a 10 mg (por ejemplo, 3 mg a 6 mg, o 2 mg a 4 
mg). El agente se puede administrar dos veces o más, preferentemente tres veces o más, a intervalos de 
aproximadamente 1 a 10 semanas, preferentemente de aproximadamente de 1 a 8 semanas (por ejemplo, 2 a 6 65 
semanas, o 1 a 4 semanas). Cuando se administra a seres humanos, los agentes se pueden administrar, por 
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ejemplo, de acuerdo con el método que describe Morishita R. et al., Hypertension 44(2):203-9 (2004), o un método 
modificado de forma apropiada del mismo. 
 
Los agentes promotores de la linfangiogénesis de la presente invención se pueden utilizar como agentes 
farmacéuticos para prevenir o tratar el linfedema. Linfedema se refiere a una afección donde la oclusión de los vasos 5 
linfáticos provoca la congestión anormal de los líquidos tisulares, dando como resultado hinchazón, inflamación 
crónica y/o fibrosis. El linfedema, que es una diana para la prevención o tratamiento mediante los agentes 
promotores de la linfangiogénesis de la presente invención, incluye todas las afecciones que tienen tales síntomas 
según se describe anteriormente, independientemente de sus nombres. Los agentes promotores de la 
linfangiogénesis de la presente invención son útiles para prevenir y tratar enfermedades que involucran tales 10 
síntomas. 
 
En sujetos con alto riesgo de linfedema (por ejemplo, pacientes cuyos nódulos linfáticos han sido extirpados junto 
con tumores malignos mediante cirugía), el linfedema se puede prevenir mediante la administración de los agentes 
promotores de la linfangiogénesis de la presente invención. 15 
 
De acuerdo con las reivindicaciones, la invención proporciona medios para prevenir o tratar el linfedema. El sitio de 
administración puede ser cualquier sitio donde se desee promover la linfangiogénesis. El linfedema también puede 
tratarse, por ejemplo, mediante la aplicación de los métodos descritos anteriormente a pacientes con linfedema. De 
forma más específica, según se describe anteriormente, se puede promover la linfangiogénesis mediante la 20 
administración de agentes promotores de la linfangiogénesis. 
 
Los expertos en la materia pueden administrar los genes HGF de ser humano en las áreas afectadas de pacientes 
con linfedema, considerando de forma apropiada el propósito. La administración en las áreas afectadas de los 
pacientes se puede lograr mediante métodos conocidos para los expertos en la materia. 25 
 
En la presente invención, el vector descrito anteriormente se puede administrar solo o en combinación con genes 
que codifican otros factores linfangiogénicos, o como composiciones en combinación con transportadores 
farmacéuticamente aceptables y/o aditivos. Cuando se administran en una forma de composición, las realizaciones 
específicas de genes que codifican otros factores linfangiogénicos, y transportadores farmacéuticamente aceptables 30 
y/o aditivos a utilizar en combinación, son como se describe anteriormente. 
 
Las áreas afectadas en las que el vector descrito anteriormente se puede administrar no se limitan de forma 
particular, mientras sean áreas en las que han aparecido los síntomas de linfedema o se predice que aparezcan. Por 
ejemplo, se puede considerar la administración local en la región superior del brazo, para linfedema de la extremidad 35 
superior, que a menudo se observa después de la cirugía de cáncer de mama y similares; de forma alternativa, se 
puede considerar la administración local en la región femoral para linfedema de extremidad inferior, que se observa 
a menudo después de la cirugía de cáncer de útero y similares. 
 
La dosis es como se describe anteriormente; sin embargo, se modifica dependiendo del tipo de enfermedad, peso 40 
del paciente, edad, sexo, y síntomas, propósitos de administración, forma del gen a introducir, y similares. Los 
expertos en la materia pueden determinar la dosis de forma apropiada. 
 
Los sujetos a los que se administra el vector de la presente invención incluyen cualquier mamífero, tal como un 
mono, perro, y gato, además de al ser humano. 45 
 
Ejemplos 
 
A continuación en el presente documento, la presente invención se describirá de forma específica con referencia a 
los Ejemplos, pero no se consideran como limitando a la misma. 50 
 
Ejemplo 1 Efectos de los HGF en cultivo primario de células endoteliales linfáticas obtenidas del conducto torácico 

canino 
 
(1) Preparación del cultivo primario de células endoteliales linfáticas obtenidas del conducto torácico canino 55 
 
Se prepararon cultivos primarios de células endoteliales linfáticas obtenidas del conducto torácico canino, mediante 
un método conocido (Microcirculation 6, 75-78 (1999)). Perros adultos mestizos (incluyendo machos y hembras; 6 a 
12 kg) se sacrificaron por desangrado por la arteria femoral, bajo anestesia. Después, se aislaron los conductos 
torácicos (10 a 15 cm), y se pusieron en solución salina balanceada de Hanks (HBSS) fría (4 ºC). Se retiraron los 60 
tejidos conectivos y los adipocitos. Las ramificaciones de los conductos torácicos se ligaron con hilo de seda 
esterilizada, y se lavaron los vasos linfáticos con HBSS frío. A continuación, los conductos torácicos se incubaron en 
una solución de colagenasa (250 U/ml de HBSS) a 37 ºC durante 10 minutos. Los conductos se lavaron con MEM 
conteniendo suero fetal bovino (SFB) al 10 %, y se recogieron las células. Después de retirar la colagenasa 
mediante centrifugación, se resuspendieron las células en MEM completo suplementado con SFB al 20 % y un 65 
antibiótico, y después se cultivaron en placas de 35 mm recubiertas con colágeno tipo I. Las células se cultivaron en 
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estado húmedo con CO2 al 5 % a 37 ºC. Cuando las células alcanzaron la confluencia, se desprendieron con 
tripsina/EDTA y se recogieron. Las células endoteliales linfáticas se subclonaron para preparar clones de células 
endoteliales linfáticas. Las células clonales pudieron pasarse al menos 10 o más veces. 
 
Se confirmó que las células endoteliales linfáticas así obtenidas se inmunoteñían con diferentes tipos de anticuerpos 5 
específicos de células endoteliales linfáticas (incluyendo anticuerpo anti-RVEGF-3 y anticuerpo anti-Proxl). Además, 
mediante inmunotinción se confirmó la expresión en estas células de c-met, un receptor de HGF. Este hallazgo 
nuevo es atribuible a la presente invención (Fig.1). 
 
(2) Potenciación de la propiedad de crecimiento mediante un HGF de ser humano recombinante 10 
 
Se añadió un HGF de ser humano recombinante a una concentración de 0, 2, 10 o 50 ng/ml al medio que contenía 
las células endoteliales linfáticas obtenidas del conducto torácico canino (70 % o más de confluencia en placas de 
96 pocillos), preparadas anteriormente en (1). Después de tres días, se llevó a cabo el ensayo de MTS utilizando el 
reactivo CellTiter 96 One Solution (Promega). El ensayo se realizó de forma independiente en nueve pocillos para 15 
cada concentración. Los resultados se muestran en la Tabla 1 y en la Figura 2. 
 

Tabla 1 

 HGF 0 ng/ml  HGF 2 ng/ml  HGF 10 ng/ml  HGF 50 ng/ml 

n.º 1 0,22 0,257 0,339 0,285 

n.º 2 0,203 0,26 0,291 0,299 

n.º 3 0,203 0,279 0,344 0,341 

n.º 4 0,183 0,248 0,251 0,25 

n.º 5 0,208 0,262 0,3 0,301 

n.º 6 0,193 0,247 0,338 0,406 

n.º 7 0,26 0,367 0,403 0,477 

n.º 8 0,288 0,417 0,499 0,503 

n.º 9 0,289  0,387  0,549  0,437 

Media 0,227  0,303  0,368  0,367 

DE 0,041  0,068  0,099  0,092 

EE 0,014  0,023  0,033  0,031 
 
Incluso en presencia de HGF 2 ng/ml, los valores medidos aumentaron de forma significativa. Estos resultados 20 
sugieren que el HGF promueve fuertemente el crecimiento de células endoteliales linfáticas. 
 
(3) Potenciación de la actividad migratoria mediante un HGF de ser humano recombinante 
 
(i) Potenciación de la actividad migratoria mediante un HGF recombinante 25 
 
Se midió la actividad migratoria de las células mediante un método informado de forma previa, utilizando la cámara 
de Boyden (Arterioscler Thromb Vasc Biol. 22: 108-114 (2002)). Se recubrió una membrana de policarbonato sin 

polivinilpirrolidona (PVP), con un tamaño de poro de 8 µm (Neuro Probe Inc., Gaithersburg, MD), con gelatina al 
0,1 % y el exceso de gelatina se eliminó utilizando solución salina tamponada con fosfato (PBS). La membrana 30 

descrita anteriormente se puso sobre la cámara superior de la cámara de Boyden, que contenía 28 µl de medio 

EBM2 suplementado con SFB al 1 %, y se añadió a la cámara superior 50 µl del medio conteniendo 106 células 
endoteliales linfáticas obtenidas del conducto torácico canino, preparadas anteriormente en (1). Se añadió al medio 
un HGF de ser humano recombinante, a una concentración de 0, 10 o 50 ng/ml. Se cultivaron las células en un 
estado húmedo con CO2 al 5 %, a 37 ºC durante cuatro horas. Se retiró la membrana, y se desprendieron las células 35 
de la superficie superior de la membrana. Se tiñeron las células de la superficie superior de la membrana con el Diff-
Quick (Sysmex, Hyogo, Japón) y se contaron. Este ensayo se realizó de forma independiente en tres pocillos para 
cada concentración de HGF. Los resultados se muestran en la Tabla 2 y en la Fig. 3. 
 

Tabla2 40 

 HGF (-) HGF 10 ng/ml HGF 50 ng/ml 

n.º 1 3 224 271 

n.º 2 4 238 307 

n.º 3 6 222 254 

Media 4,33 228,00 277,33 

DE 1,53 8,72 27,06 

EE 0,0882 5,033 15,624 
 
La Tabla 2 mostrada anteriormente y la Fig. 3 sugieren que, incluso en presencia de 10 ng/ml de HGF, los valores 
medidos aumentan de forma significativa y, así, el HGF promueve la migración de las células endoteliales linfáticas. 
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Los resultados anteriores sugieren que los HGF promueven la linfangiogénesis mediante la promoción del 
crecimiento y la migración de las células endoteliales linfáticas. 
 
(ii) Potenciación de la actividad migratoria mediante un HGF recombinante paracrino 
 5 
Un plásmido de expresión para ADNc de HGF de ser humano, pVAX1HGF/MGB1 (SEC ID Nº: 5), se empaquetó en 
el vector HVJ-E mediante un método informado de forma previa (Kaneda, Y. et al., Mol. Ther. 6, 219-226 (2002)). 
 
Se cultivaron células BHK hasta que alcanzaron la confluencia en placas de 100 mm. Se añadieron al medio de 
cultivo de las células BHK, 50 HAU del vector que contenía el plásmido y después se introdujeron en las células. 10 
Después de 24 horas de cultivo, las células se transfirieron a insertos para placas de 24 pocillos y se cultivaron 
hasta que estuvieron casi en confluencia. 
 
Entre tanto, las células endoteliales linfáticas obtenidas del conducto torácico canino, descritas anteriormente en (1), 
se cultivaron hasta el 70 % o más de confluencia en placas de 24 pocillos, y se colocaron en los pocillos los insertos 15 
que contenían las anteriormente descritas células BHK, en las que se introdujo el plásmido de expresión para ADNc 
de HGF de ser humano pVAX1HGF/MGB1. Después de 48 horas de cultivo, del mismo modo que se describe 
anteriormente, las células se sometieron al ensayo de MTS. El ensayo se realizó de forma independiente en seis 
pocillos para cada muestra. Se utilizaron como un control negativo células tratadas del mismo modo, utilizando un 
plásmido de expresión de GFP en lugar de un plásmido de expresión para ADNc de HGF de ser humano 20 
pVAX1HGF/MGB1. Los resultados se muestran en la Tabla 3 y en la Fig. 4. 
 

Tabla 3 

 GFP HGF 

n.º 1 0,260 0,497 

n.º 2 0,320 0,451 

n.º 3 0,338 0,397 

n.º 4 0,272 0,414 

n.º 5 0,306 0,440 

n.º 6 0,307 0,400 

Media 0,301 0,433 

DE 0,029 0,038 

EE 0,012 0,016 
 
Cuando se cocultivaron las células con las células en las que se había introducido el ADNc de HGF, los valores 25 
medidos en el ensayo de MTS aumentaron de forma significativa en comparación con el control negativo. Estos 
resultados demuestran que la introducción del gen HGF es eficaz para promover el crecimiento de células 
endoteliales linfáticas. 
 
Para confirmar adicionalmente la promoción del crecimiento de las células endoteliales linfáticas mediante el HGF, 30 
se midió la actividad promotora de c-fos mediante un método informado de forma previa (Hypertension 37(2); 581-
586 (2001)). 
 
El ensayo se realizó de forma independiente en seis pocillos para cada muestra. Como un control negativo se 
utilizaron las células tratadas utilizando un plásmido de expresión de GFP, del mismo modo según se describe 35 
anteriormente. Los resultados se muestran en la Tabla 4 y en la Fig. 5. 
 

Tabla 4 

 GFP  HGF 

n.º 1 231101 317234 

n.º 2 210645 344423 

n.º 3 143101 303133 

n.º 4 141224 319125 

n.º 5 195948 384934 

n.º 6 189940 270410 

Media 185326,50 323209,83 

DE 36327,55 38738,02 

EE 14830,66 15814,73 
 
Se sabe que la actividad promotora de c-fos correlaciona de forma positiva con la propiedad del crecimiento celular. 40 
Por lo tanto, habida cuenta de que el HGF aumenta la actividad promotora de c-fos, es evidente que la introducción 
del gen HGF es eficaz para promover el crecimiento de las células endoteliales linfáticas. 
 
(5) Comparación de los efectos promotores del crecimiento entre un ADNc de HGF de ser humano y un ADNc de 
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VEGF en un sistema autocrino 
 
Utilizando Lipofectamina Plus (GIBCO-BRL), para el ensayo promotor de c-fos se introdujo un plásmido de expresión 
para un ADNc de HGF de ser humano desnudo, pVAX1HGF/MGB1, y un plásmido del gen indicador de luciferasa c-
fos (p2FTL), en las células endoteliales linfáticas descritas anteriormente, cultivadas hasta subconfluencia en placas 5 
de 6 pocillos (J. Hypertens. 16: 993-1000 (1998)). Después de 24 horas de cultivo, las células se cultivaron en medio 
de cultivo sin suero durante 24 horas. Después, se determinó la actividad luciferasa mediante un método 
convencional, y se observó que estaba aumentada. A continuación, utilizando el ADNc de VEGF de ser humano en 
lugar del ADNc de HGF de ser humano, se llevaron a cabo los mismos experimentos según se describe 
anteriormente en (4) para comparar los efectos del ADNc de HGF de ser humano y del ADNc de VEGF sobre la 10 
actividad promotora de c-fos. El ensayo se realizó de forma independiente en cuatro pocillos para cada muestra. Los 
resultados se muestran en la Tabla 5 y en la Fig. 6. 
 

Tabla 5 

 GFP VEGF HGF 

n.º 1 28135 9213 120035 

n.º 2 19431 14273 80231 

n.º 3 6789 3728 46335 

n.º 4 9085 2936 39688 

Media 15860,00 7537,50 71572,25 

DE 9859,20 5287,10 36865,23 

EE 4929,599 2643,551 18432,617 
 15 
Estos resultados sugieren que la introducción del plásmido de expresión para ADNc de HGF aumenta de forma 
significativa la actividad promotora de c-fos a través de un sistema autocrino de HGF, mientras que el plásmido de 
expresión para ADNc de VEGF no aumenta la actividad promotora de c-fos y por lo tanto no promueve el 
crecimiento de las células endoteliales linfáticas. 
 20 
Los resultados de los experimentos utilizando el sistema de cultivo celular primario descrito anteriormente sugieren 
que la linfangiogénesis se promueve mediante los HGF, que la linfangiogénesis se puede promover mediante la 
introducción del gen HGF, y que la introducción de un plásmido de expresión para un ADNc de HGF desnudo, es 
decir la introducción de un ácido nucleico que codifica un HGF, es eficaz para la promoción. 
 25 
Además, se utilizaron en el presente Ejemplo células endoteliales linfáticas aisladas de perros adultos, y por lo tanto 
se ha demostrado que los HGF tienen la actividad descrita anteriormente sobre células endoteliales linfáticas de 
animales adultos. Esto sugiere que los HGF son útiles como agentes terapéuticos para el linfedema. 
 
Además, para confirmar que la actividad promotora de la linfangiogénesis de HGF de ser humano no era específica 30 
para células endoteliales linfáticas caninas, se investigó la actividad promotora del crecimiento de HGF sobre 
cultivos primarios de células endoteliales aórticas y venosas de perros adultos mestizos, del mismo modo que se 
describe anteriormente. Como un resultado, se observó que el HGF de ser humano tenía actividad promotora del 
crecimiento sobre estas células. Además, esta actividad promotora del crecimiento era comparable a la que tiene 
sobre células de ser humano equivalentes (datos no mostrados). De forma consecuente, los HGF de ser humano 35 
también actúan sobre células endoteliales vasculares caninas del mismo modo que sobre las células endoteliales 
vasculares de ser humano. Estos hallazgos sugieren que la actividad promotora de la linfangiogénesis de los HGF 
de ser humano, no es específica para células endoteliales linfáticas caninas. 
 
(6) Confirmación de la actividad de HGF sobre células endoteliales linfáticas de ser humano 40 
 
Se postuló que las células endoteliales linfáticas de ser humano darían los mismos resultados que los obtenidos 
utilizando las células endoteliales linfáticas aisladas de perros adultos. Para confirmar esta previsión, se ensayó el 
efecto de HGF sobre las propiedades de crecimiento y migratoria de células endoteliales linfáticas de ser humano 
(AngioBio Co. (Del Mar, CA)). 45 
 
Se utilizaron en los experimentos células de los pasajes 5 a 8. Mediante inmunotinción se confirmó que el factor de 
von Willebrand, el receptor de VEGF-3, Prox1, y c-Met, que son marcadores de células endoteliales linfáticas, se 
expresaron también en las células (datos no mostrados). Se llevaron a cabo el ensayo de MTS y el ensayo de 
migración, del mismo modo que los experimentos utilizando células endoteliales linfáticas caninas. 50 
 
Los resultados del ensayo de MTS y del ensayo de migración se muestran en las Figs. 7A y 7B, respectivamente. La 
propiedad de crecimiento y migratoria de la célula se aumentaron mediante la adición de HGF de ser humano 
recombinante. Aumentaron de forma significativa a concentraciones de 10 ng/ml o mayor en comparación con las 
células sin HGF. 55 
 
Los resultados confirman el pronóstico inicial de que un HGF promovería la linfangiogénesis de las células 
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endoteliales linfáticas de ser humano así como la de las células endoteliales linfáticas de perros adultos descritas 
anteriormente en (1) a (5). 
 
Los resultados anteriores sugieren que los HGF tienen actividad promotora de la linfangiogénesis no solo en perros, 
sino también en otros mamíferos (incluyendo seres humanos). 5 
 
Ejemplo 2 Efecto de los HGF en modelos de rata de linfedema 
 
Basándose en los hallazgos descritos anteriormente, se ensayó el efecto de un HGF en el linfedema utilizando 
modelos de rata para demostrar el efecto in vivo. 10 
 
(1) Preparación de los modelos de rata de linfedema 
 
Los modelos de rata de linfedema se prepararon de acuerdo con Slavin SA et al. (Anals of Surgery 229, 421-427 
(1999)). Para confirmar la presencia de linfedema en la cola de los modelos de rata, inmediatamente antes de la 15 
cirugía se inyectó solución salina fisiológica que contenía colorante Patent Blue al 0,5 %, en una posición apartada 
varios centímetros de la base de la cola. El día siguiente a la cirugía se diseccionó la región de la cola, y se observó 
el colorante azul en los vasos linfáticos (datos no mostrados). Además, la base de la cola estaba engrosada de 
forma evidente en comparación con las ratas de control, y por lo tanto se demostró que las ratas anteriores son 
útiles como modelos de linfedema. 20 
 
(2) Efecto mejorador del linfedema de un plásmido de expresión para ADNc de HGF en modelos de rata de 
linfedema  
 
Utilizando los modelos de rata preparados como se describe anteriormente, se investigó el efecto de la introducción 25 
del gen HGF de ser humano sobre el linfedema. 
 

Se administraron de forma intramuscular 200 µg (/100 µl) de un plásmido de expresión para un ADNc de HGF de ser 

humano desnudo, pVAX1HGF/MGB1, y 200 µg (/100 µl) de un plásmido de expresión para un ADNc de VEGF 

desnudo, y como un control, 200 µg (/100 µl) de un plásmido de la expresión de GFP desnudo (plásmido Venus), 30 
uno, siete, y 14 días después de la cirugía. En el grupo con solo cirugía, solo se llevó a cabo cirugía, sin inyección. 
En el grupo sin cirugía no se llevó a cabo cirugía. En el grupo de solución salina fisiológica, se inyectó de forma 

intramuscular 100 µl de solución salina fisiológica, uno, siete y 14 días después de la cirugía. Cada siete días hasta 
el día 35 después de la cirugía, se midió en cada grupo el grosor de la cola. Se probaron cinco ratas en cada grupo y 
se determinó la media, lo que se muestra en la Fig. 8. 35 
 
En todos los grupos, después de la cirugía el grosor de la cola aumentó de forma transitoria. Sin embargo, en 
comparación con los otros grupos, el grosor de la cola disminuyó de forma más rápida y el grado fue mayor 
solamente en el grupo donde se introdujo ADNc de HGF. Esta diferencia fue significativa después del día 21. Por lo 
tanto, se observó que el linfedema mejoró mediante la introducción de plásmido de ADNc de HGF desnudo. 40 
 
Se determinaron las áreas bajo las curvas mostradas en la Fig. 8. El resultado se muestra en la Fig. 9. No hubo 
diferencia entre las ratas en las que se introdujo el gen VEGF y las ratas en el grupo de control de Venus; sin 
embargo, se observó que el grosor de la cola disminuía de forma significativa en las ratas en las que se introdujo el 
gen HGF. Esta disminución en el grosor de la cola afectada con linfedema implica el alivio o la cura del linfedema. 45 
Por lo tanto, se demostró claramente que el linfedema se aliviaba o curaba mediante la introducción de un ácido 
nucleico que codifica un HGF (el gen HGF). 
 
En los días 4, 10 y 17 después de la cirugía, se recogieron muestras de tejido de los sitios quirúrgicos en las colas 
de las ratas descritos anteriormente, y se determinó el nivel de ARNm de HGF de ser humano mediante RT-PCR en 50 
tiempo, real utilizando un método convencional. Como resultado, la expresión de HGF de ser humano se confirmó 
hasta el día 17 después de la cirugía solamente en el grupo en el que se introdujo el gen HGF de ser humano (datos 
no mostrados). 
 
Además, el día 35 después de la cirugía se detectó mediante inmunotinción en los sitios de inyección, la expresión 55 
del marcador de células endoteliales (PECAM-1), de los marcadores de células endoteliales linfáticas (LYVE-1 y 
Proxl), y de c-met, en las ratas en las que se introdujo el gen HGF, en las ratas en las que se introdujo el gen VEGF, 
y en las ratas de control inyectadas con solución salina fisiológica. En la Fig. 10 (Fig. 10A), se muestran imágenes 
de tinción normales. Además, el nivel de expresión de cada marcador se determinó mediante el recuento del número 
de vasos positivos para inmunotinción en campos microscópicos seleccionados de forma aleatoria, utilizando un 60 
método conocido (Yoon YS, et al., J. Clin. Invest. 111: 717-725 (2003)) (Fig. 10B). Este resultado mostró que no 
había diferencia en el número de vasos positivos para un marcador de células endoteliales, PECAM-1, en las ratas 
en las que se introdujo el gen HGF y las ratas en las que se introdujo el gen VEGF, en comparación con el control. 
Por otro lado, los números de vasos positivos para los marcadores de células endoteliales linfáticas, LYVE-1 y 
Prox1, aumentaron de forma significativa en las ratas en las que se introdujo el gen HGF, mientras que no hubo 65 
diferencia entre el control y las ratas en las que se introdujo el gen VEGF. Además, en comparación con el control, el 
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número de vasos positivos para c-met también tendió a aumentar solo en las ratas en las que se introdujo el gen 
HGF. Estos resultados confirman que el gen HGF promueve la linfangiogénesis pero que el gen VEGF no lo hace. 
 
Los resultados obtenidos con los modelos de rata de linfedema demostraron que cuando un ácido nucleico que 
codifica un HGF se inyecta y expresa cerca de sitios afectados con linfedema, se generan vasos linfáticos alrededor 5 
de los sitios de inyección. Los modelos de rata pueden reflejar cualquier tipo de linfedema. Por lo tanto, los hallazgos 
obtenidos en el presente documento con los modelos de rata, que el síntoma de linfedema se alivia o se cura in vivo 
mediante la administración del gen HGF, sugiere que los HGF y sus genes son útiles como agentes terapéuticos 
para linfedema en mamíferos, incluyendo seres humanos. 
 10 
Ejemplo 3 Confirmación de la señalización de HGF en células endoteliales linfáticas 
 
Para confirmar el mecanismo de la acción de los HGF anteriormente descrito, se demostró que la fosforilación de 
MAPK y de Akt, que se sabe que se induce mediante los HGF en células endoteliales vasculares, también se indujo 
en células endoteliales linfáticas mediante estimulación con HGF. Se sabe que la fosforilación de MAPK y de Akt es 15 
imprescindible para el crecimiento de las células endoteliales vasculares, promovido mediante los HGF (Nakagami 
H., Hypertension 37 [parte 2]: 581-586 (2001)). 
 
Se cambió el medio de cultivo de las células endoteliales linfáticas descritas anteriormente, obtenidas del conducto 
torácico canino, con MEM conteniendo SFT al 0,5 % o MEM sin SFT, 12 horas o más antes de la adición de un 20 
HGF. Se añadió un HGF de ser humano recombinante, en una concentración de 100 ng/ml, y después de 0 a 15 
minutos se eliminó el medio y las células se lisaron con tampón de lisis (Tris-Cl 50 mM, EGTA 2,5 mM, EDTA 1 mM, 
NaF 10 nM, desoxicorticosterona al 1 %, Triton X-100 al 1 %, PMSF 1 nM y vanadato de sodio 2 mM (pH 7,5)). Las 
moléculas genómicas se rompieron mediante tratamiento por ultrasonido. De acuerdo con un método convencional, 

se sometieron muestras conteniendo 20 µg de proteínas a SDS-PAGE al 10 %. Después de transferir a membrana 25 
de nitrocelulosa se llevó a cabo una transferencia de Western, utilizando un anticuerpo anti-MAPK/ERK, un 
anticuerpo específico para MAPK/ERK fosforilada (fosfoespecífico; Tyr705 o Ser727), un anticuerpo anti-Akt, y un 
anticuerpo específico para Akt fosforilada. Los anticuerpos primarios utilizados estaban disponibles de Cell Signaling 
Technology y otros. La detección hizo utilizando el kit ECL (Amersham). 
 30 
Los resultados se muestran en la Fig. 11. La Fig. 11A muestra un resultado de la transferencia de Western para 
MAPK. El resultado demuestra que la fosforilación de las MAPK p44 y p42 está potenciada dentro de los cinco 
minutos después de la estimulación con HGF. El resultado de Akt se muestra en la Fig. 11B. Del mismo modo, 
dentro de los cinco minutos después de la estimulación con HGF se potencia la fosforilación de Akt. Cada panel de 
la parte inferior representa la detección de las MAPK p44 y p42, o de Akt como un control interno. 35 
 
En las células endoteliales linfáticas también se potenció la fosforilación de MAPK y de Akt, en respuesta a la 
estimulación con HGF, como se describe anteriormente. Esto sugiere que, en células endoteliales linfáticas, los HGF 
también inducen, a través de c-met, la misma cascada de fosforilación que en las células endoteliales vasculares. 
Por lo tanto, se supone que la fosforilación de MAPK y de Akt es una señal imprescindible para el crecimiento de las 40 
células endoteliales linfáticas. 
 
Además, se observó que la actividad promotora del crecimiento de las células endoteliales linfáticas de los HGF se 

reducía mediante los inhibidores MEK U0126 (50 µM) y PD9805 (30 µM), y los inhibidores de PI3 quinasa Ly294002 

(50 µM) y wortmanina (100 nM) (datos no mostrados). Este hallazgo también sugiere que la actividad linfangiogénica 45 
de los HGF se basa en la inducción a través de c-met de la misma cascada de señales que en las células 
endoteliales vasculares mediante los HGF. 
 
Aplicabilidad industrial 
 50 
La presente invención proporciona agentes promotores de la linfangiogénesis nuevos. Los agentes promotores de la 
linfangiogénesis que proporciona la presente invención, comprenden los HGF de ser humano como ingredientes 
activos. 
 
VEGF-C es un factor peptídico conocido que promueve la linfangiogénesis. Sin embargo, otros miembros VEGF que 55 
pertenecen a la familia VEGF no tienen actividad promotora de linfangiogénesis. Solo se sabía que VEGF-C tiene 
actividad promotora de la linfangiogénesis. 
 
Entre tanto, los HGF, que se ha descubierto en el presente documento que tienen actividad promotora de la 
linfangiogénesis, son conocidos como factores angiogénicos, como VEGF. Puesto que VEGF no tiene actividad 60 
promotora de la linfangiogénesis, los expertos en la materia han supuesto que los HGF tampoco tienen actividad 
promotora de la linfangiogénesis. Por consiguiente, los hallazgos de la presente invención, que los HGF tienen 
actividad a linfangiogénica, se consideran un hecho notable. 
 
Además, VEGF-C puede inducir edema a través del entrecruzamiento con RVEGF2; sin embargo, los HGF no tienen 65 
tal riesgo. Esta también es una característica notable de los agentes promotores de la linfangiogénesis de la 
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presente invención. Los agentes promotores de la linfangiogénesis son eficaces para prevenir o tratar el linfedema. 
 
Además, los HGF activan el crecimiento y la migración de células endoteliales linfáticas no aisladas de sistemas 
fetales o neonatales sino de animales adultos y, de este modo, promueven la linfangiogénesis. La mayoría de los 
pacientes que padecen linfedema después de la extracción quirúrgica de tejidos cancerosos y/o de nódulos linfáticos 5 
para el tratamiento de cáncer son adultos. Por lo tanto, los agentes de la presente invención son particularmente 
útiles como agentes terapéuticos para adultos que padecen linfedema después de la extracción quirúrgica de tejidos 
cancerosos y/o de nódulos linfáticos para el tratamiento del cáncer. 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un vector para uso en la prevención o el tratamiento del linfedema, el cual es un vector de expresión de 
mamíferos en el que se ha insertado un ácido nucleico que codifica un HGF, donde el vector comprende la 
secuencia de nucleótidos de SEC ID Nº: 5. 5 
 
2. Uso de un vector de expresión de mamíferos en el que se ha insertado un ácido nucleico que codifica un HGF, en 
la fabricación de un medicamento para la prevención o el tratamiento del linfedema, donde el vector comprende la 
secuencia de nucleótidos de SEC ID Nº: 5. 
 10 
3. El vector para uso de la reivindicación 1, donde el vector es para administración mediante inyección intramuscular 
a, o alrededor de, un área afectada en un sujeto. 
 
4. El uso de la reivindicación 2, donde el vector es para administración mediante inyección intramuscular a, o 
alrededor de, un área afectada en un sujeto. 15 
 
5. El vector para uso de la reivindicación 1, donde el linfedema es linfedema secundario. 
 
6. El vector para uso de la reivindicación 5, donde el linfedema es posterior a la extracción quirúrgica de tejidos 
cancerosos y/o nódulos linfáticos para el tratamiento del cáncer. 20 
 
7. El uso de la reivindicación 2, donde el linfedema es linfedema secundario. 
 
8. El uso de la reivindicación 7, donde el linfedema es posterior a la extracción quirúrgica de tejidos cancerosos y/o 
nódulos linfáticos para el tratamiento del cáncer. 25 

E06781920
29-01-2016ES 2 561 155 T3

 



38 

 

E06781920
29-01-2016ES 2 561 155 T3

 



39 

 

 

E06781920
29-01-2016ES 2 561 155 T3

 



40 

 

 

E06781920
29-01-2016ES 2 561 155 T3

 



41 

 

 

E06781920
29-01-2016ES 2 561 155 T3

 



42 

 

 

E06781920
29-01-2016ES 2 561 155 T3

 



43 

 

 

E06781920
29-01-2016ES 2 561 155 T3

 



44 

 

 

E06781920
29-01-2016ES 2 561 155 T3

 



45 

 

E06781920
29-01-2016ES 2 561 155 T3

 



46 

 

E06781920
29-01-2016ES 2 561 155 T3

 



47 

 

E06781920
29-01-2016ES 2 561 155 T3

 



48 

 

E06781920
29-01-2016ES 2 561 155 T3

 


	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

