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DESCRIPCION
Métodos y composiciones basados en la neurregulina para el tratamiento de las enfermedades cardiovasculares
Campo de la técnica

La presente invencion se refiere a composiciones y métodos para prevenir, tratar o retrasar diferentes enfermedades
o trastornos cardiovasculares en los mamiferos, en particular en los humanos. Mas en particular, la presente
invencion da a conocer composiciones y métodos para prevenir, tratar o retrasar diferentes enfermedades o
trastornos cardiovasculares mediante el uso, entre otros, de una proteina, la neurregulina, o un fragmento funcional
de la misma, o un acido nucleico que codifica una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, o un
agente que potencia la produccion y/o el funcionamiento de dicha neurregulina.

Antecedentes de la invencion

La miocarditis virica es la inflamacién del musculo cardiaco ocasionada por, o asociada a, diferentes virus, lo que
induce la exudacion inflamatoria difusa o focal en el intersticio del miocardio y la degeneracion, necrosis o lisis de la
fibra muscular cardiaca. La miocarditis virica se podria complicar por la pericarditis o la endocarditis. El desenlace de
la miocarditis virica incluye dafio del miocardio, disfunciéon cardiaca, arritmia y sintomas sistémicos. La miocarditis
virica aparece a cualquier edad. En los ultimos afios, esta aumentando la incidencia de la miocarditis virica. Las
secuelas de la miocarditis virica aguda incluyen arritmia, insuficiencia cardiaca, choque cardiaco e incluso muerte
subita. La enfermedad se podria prolongar con hipertrofia cardiaca y lesion permanente del musculo cardiaco. La
miocardiopatia finalmente se produce por una reaccioén inmunitaria. El tratamiento de la miocarditis virica incluye
antibidticos, cardioprotectores, antioxidantes, tales como dosis elevadas de vitamina C, vitamina E, coenzima Q10,
nutrientes para el miocardio, tales como la combinacién de energia para proporcionar una suficiente nutricion para el
miocardio. Estas mediciones se aplican para mejorar el funcionamiento del corazén, reparar el dafio cardiaco y
prevenir la insuficiencia cardiaca, pero la eficacia no es tan ideal, sobre todo para los cambios estructurales y
funcionales de la miocarditis. No existe ningun tratamiento fiable para estos cambios patolégicos.

La miocardiopatia dilatada (congestiva) (MCPD) es el desenlace final de diferentes enfermedades del miocardio sin
origen identificado. Sus cambios patolégicos no son reumaticos, no son hipertensivos y no se deben a cardiopatia
coronaria. Las principales caracteristicas clinicas de la miocardiopatia dilatada es la hipertrofia ventricular, fallo
funcional de la bomba del miocardio, o insuficiencia cardiaca congestiva. Se suele observar la hipertrofia del nucleo
y de los organulos cuando hay dafio leve del miocardio en presencia de miocardiopatia dilatada. EI cambio
estructural, la muerte celular y la fibrosis resultante se suele observar en el dafio grave. La causa y la patogenia de
la MCPD siguen sin estar claras. El prondstico de la MCPD es muy malo porque no se dispone de ningun
tratamiento eficaz. La mayoria de estos pacientes muere de una insuficiencia cardiaca que empeora continuamente.
La muerte subita podria deberse a la arritmia. En la actualidad, no hay ningun tratamiento eficaz ni especifico de la
MCPD. El tratamiento convencional de la MCPD incluye la administracion de cardiotonicos, diuréticos, IACE y otros
farmacos. Ademas, también se utilizan para tratar la MCPD antagonistas del calcio de tercera generacion, tal como
amlodipino, y antagonistas del receptor B de tercera generacion, tal como el carvedilol. Hay controversia con
respecto al efecto de la tiroxina y de la hormona del crecimiento porque no esta disponible ninguna prueba de
ensayo clinico con doble anonimato y aleatorizado. La cirugia de reduccion de volumen del ventriculo izquierdo
puede disminuir el diametro interno del ventriculo izquierdo y mejorar durante un tiempo la funcién cardiaca. Sin
embargo, la mortalidad mas alta asociada a la insuficiencia cardiaca y la arritmia posoperatorias dificulta la
aplicacion de este método. La miocardioplastia dinamica es util para mejorar la funcion cardiaca, pero el paciente no
es capaz de tolerar el traumatismo relativamente extenso. Por lo tanto, esta operacion se utiliza sélo como
alternativa al trasplante de corazén. En la operacion quirtrgica, el trasplante de corazon es el tratamiento radical
para la MCPD. Sin embargo, los principales obstaculos son la ausencia de donante de corazodn, el elevado coste, la
infeccion posoperatoria y el rechazo del trasplante. Por lo tanto, se necesita con urgencia un nuevo tratamiento para
la MCPD en la practica clinica.

La doxorubicina o adriamicina (ADM) pertenece a los antineoplasicos de tipo antraciclina, con un amplio espectro y
una potente actividad antitumoral. Se ha utilizado ampliamente en la practica clinica para tratar diferentes tumores
malignos, tales como cancer de pulmon, cancer de mama, carcinoma de vejiga, carcinoma de testiculos, cancer de
tiroides, carcinoma de las partes blandas, osteosarcoma, neuroblastoma, leucemia aguda, linfoma maligno,
carcinoma gastrico, cancer de higado, carcinoma de eséfago y carcinoma de cuello uterino. La ADM actua mediante
su incorporacioén en el ADN para inhibir la sintesis del ADN. El efecto de la inhibicién se observa en las fases S, M,
G1 y G2, pero la actividad es mas activa en la fase S. Se ha descubierto que una dosis mas alta de los
quimioterapicos produce una mejor eficacia clinica y una supervivencia mas prolongada en unidades de tiempo para
los pacientes con cancer de mama, tanto si es metastasico o con quimioterapia posoperatoria. Otros estudios han
confirmado la importancia de dosis y concentracion de la dosis mas altas, asi como la relacion entre la dosis, la
concentracion de la dosis y la eficacia.

Sin embargo, la aplicacién de la ADM esta limitada por la toxicidad de sus efectos secundarios. La toxicidad de la
ADM incluye la depresion de la médula ésea. En aproximadamente el 60-80% de los pacientes, el nimero de
leucocitos y plaquetas disminuye al nivel mas bajo 10-15 dias después de la administracién, y se recuperan los
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niveles normales 21 dias después. La principal reaccion del tubo digestivo son nauseas, vomitos, anorexia, gastritis
e incluso Ulcera y estomatitis. También se produce alopecia en casi todos los pacientes tratados con ADM, aunque
este efecto se puede revertir después con la retirada.

Aun mas importante, el factor principal que impide la aplicacion clinica de una dosis mas alta de ADM y de otras
antraciclinas es la cardiotoxicidad. La cardiotoxicidad de la ADM podria ser el resultado de la produccién de
radicales libres derivados del oxigeno. El grupo semiquinénico de la ADM puede inducir una reaccion de
oxidorreduccion, lo que conduce a una mayor peroxidacion de los lipidos, lo que contribuye al dafio celular. Los
radicales libres dafian la membrana de la célula y membrana de los organulos, y modifican el funcionamiento de las
proteinas de la membrana y la actividad enzimatica. Estos cambios pueden conducir a la sobrecarga de calcio
intracelular, inhibicion de la sintesis del ADN y de las proteinas, y trastornos del metabolismo energético, que
inevitablemente dafian la contraccion del corazén y el proceso de relajacion.

La cardiotoxicidad se produce cuando la ADM se acumula en el cuerpo, porque la afinidad de la ADM por el tejido
cardiaco es mas alta que por otros tejidos. Asi pues, el corazén es mas vulnerable al efecto toxico de la ADM. La
cardiotoxicidad puede ser aguda o cronica. Las caracteristicas clinicas de la cardiotoxicidad aguda incluyen cambios
funcionales del corazoén, tales como taquicardia del seno, arritmia, bloqueo de la conduccién, alteracion del
segmento ST-T, etc. En las primeras etapas del tratamiento con ADM podrian aparecer diferentes arritmias. La
cardiotoxicidad aguda también puede incluir la disminucién de la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI)
asi como disminuciones del volumen sistolico, gasto cardiaco e indice cardiaco. También se ha sugerido que la
ADM inhibe la contraccion y la capacidad de bombeo del ventriculo izquierdo. La cardiotoxicidad cronica incluye la
insuficiencia cardiaca congestiva irreversible. Una vez que una persona padece una insuficiencia cardiaca
congestiva, la mortalidad disminuye a aproximadamente del 30% al 50%. Debido a la cardiotoxicidad asociada a la
ADM, algunos pacientes tienen que terminar el tratamiento con ADM o tienen que reducir la dosificacion o la
duracion del tratamiento con la ADM, lo que afecta a la eficacia del tratamiento con la ADM.

Se han realizado estudios para encontrar las maneras de reducir la toxicidad de la ADM, al mismo tiempo que se
mantenga el efecto terapéutico. Determinadas medidas, tales como la disminucién de la dosis total de ADM o la
administracion de nutrientes al miocardio, tales como una dosis alta de vitamina C, podrian ser Utiles para proteger
el miocardio. La transfusion regular de sangre y la administracion de un quelante de hierro, tal como el ICRF-187,
también tienen algun efecto protector del miocardio. Sin embargo, aunque estos agentes complementarios son
beneficiosos para el musculo cardiaco, tienen poco efecto sobre la cardiotoxicidad inducida por la ADM. Asi pues, en
la técnica existe la necesidad de prevenir, tratar o retrasar la cardiotoxicidad de la ADM sin que se vea afectada su
eficacia.

La insuficiencia cardiaca tiene muy diversas causas, tales como la arterioesclerosis coronaria, hipertension e
inflamacién inducida por lesién del miocardio, lo que conduce finalmente a la insuficiencia cardiaca insensible. Estos
factores provocan cambios en la estructura y el funcionamiento de las células del miocardio, lo que finalmente
conduce a una menor funcién de bombeo ventricular e insuficiencia cardiaca. La incidencia y la mortalidad de la
insuficiencia cardiaca es muy alta en todo el mundo, por lo que es una de las enfermedades mortales mas graves.
En los Estados Unidos, del 30% al 40% de las insuficiencias cardiacas congestivas (ICC) anuales conducen a la
hospitalizacién. La mortalidad a los 5 afios del diagndstico de la ICC es del 60% en los varones y del 45% en las
mujeres. La duracion media de la supervivencia es de 3,2 afios en los varones y de 5,4 afios en las mujeres,
mientras que la tasa de supervivencia de los pacientes con una ICC en el estadio final es tan solo de
aproximadamente el 20%.

La neurregulina-1 (NRG-1), también denominada factor de diferenciacion NEU (NDF) o factor del crecimiento glial
(GGF), es un ligando de ErbB3 y ErbB4. El estudio con fetos de ratéon con defectos en el gen de la neurerregulina
demuestra que la neurregulina es esencial para el desarrollo del corazén y del sistema nervioso. No obstante, hay
pocos datos sobre el modo en el que la neurregulina controla la diferenciacion celular y la transduccion de sefiales
via abajo. En los primeros estadios del desarrollo del corazon, la neurregulina y el receptor ErbB se expresan en el
revestimiento del endocardio y en los miocitos del corazon, respectivamente. Como estas dos capas estan muy
separadas, la neurregulina tiene que atravesar el espacio entre ambas capas antes de que pueda activar el receptor
ErbB. La activacion de los receptores ErbB en el cardiomiocito es util para el cardiomiocito y su migracion hasta el
endocardio. La solicitud de patente internacional WO 00/37095 muestra que la neurregulina puede estimular la
diferenciacion de los miocitos del corazon, reforzar la combinacion de la sarcomera y del citoesqueleto, asi como la
cohesion intercelular. La solicitud de patente internacional WO 00/37095 también muestra que la neurregulina se
puede utilizar para detectar, diagnosticar y tratar las cardiopatias. La solicitud de patente internacional WO 00/37095
muestra ademas que la neurregulina y sus analogos pueden favorecer la diferenciacion de los cardiomiocitos in vitro,
inducir la reconstruccion de la sarcomera y del citoesqueleto en el cardiomiocito y la cohesidn intercelular, identificar
el polipéptido o el compuesto que puede inhibir la neurregulina. El polipéptido o el compuesto identificados se
pueden utilizar para tratar las cardiopatias y la insuficiencia cardiaca. La solicitud de patente internacional WO
00/64400 describe la administraciéon del rhGGF2 a los ratones con estenosis adrtica durante un periodo de tres
semanas en la cantidad de 0,3 mg/kg, administrados en dias alternos.

En la técnica, existe una necesidad de tratamientos relacionados con la neurregulina mas eficaces y mas
econdmicos contra la miocarditis virica, la miocardiopatia dilatada, la cardiotoxicidad de un agente profilactico o
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terapéutico, p. ej., ADM, sin afectar a su eficacia contra el infarto de miocardio. La presente invencion trata estas y
otras necesidades relacionadas de la técnica.

Descripcion de la invencion

La invencién da a conocer una composicién para uso en un método para prevenir, tratar o retrasar una enfermedad
o trastorno cardiovascular en los mamiferos, en donde la composicion comprende una proteina, la neurregulina, o un
fragmento funcional de la misma que comprende un dominio de tipo factor de crecimiento epidérmico, o un acido
nucleico que codifica una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma que comprende un dominio
de tipo factor de crecimiento epidérmico, y en donde dicho método comprende la administracion de dicha proteina, la
neurregulina, durante 21 dias o menos de 21 dias en una pauta posolégica total igual o menor de 3600 U/kg.

Dentro del contexto de la invencion, la referencia a la neurregulina en la especificacion se debe entender como
referencia a una proteina, la neurregulina, o un fragmento funcional de la misma que comprende un dominio de tipo
factor del crecimiento epidérmico, o un acido nucleico que codifica una proteina neurregulina, o un fragmento
funcional de la misma.

Dentro del contexto de la invencidn, la referencia a un fragmento funcional de la neurregulina en la especificacion se
debe entender como referencia a un fragmento funcional de la neurregulina que comprende un dominio de tipo factor
de crecimiento epidérmico.

Tratamiento de la miocarditis virica o de la miocardiopatia dilatada (congestiva) (MCPD)

En un aspecto, la neurregulina es para uso en un método para prevenir, tratar o retrasar la miocarditis virica o la
miocardiopatia dilatada (congestiva) (MCPD) en un mamifero, en donde dicho método comprende administrar a un
mamifero que necesita o al que se le desea tal prevencion, tratamiento o retraso. Preferiblemente, se administra in
vivo la proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, o un acido nucleico que codifica una proteina
neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, o un agente que potencia la produccién y/o funcionamiento de
dicha neurregulina.

En otro aspecto, la neurregulina se administra en una combinacién, en donde dicha combinacién comprende una
cantidad eficaz de una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, o un acido nucleico que codifica
una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, y una cantidad eficaz de un agente profilactico o
terapéutico contra la miocarditis virica o contra la miocardiopatia dilatada (congestiva) (MCPD).

Aun en otro aspecto, la neurregulina se presenta en una composicion farmacéutica para prevenir, tratar o retrasar la
miocarditis virica o la miocardiopatia dilatada (congestiva) (MCPD) en un mamifero, en donde dicha composicion
farmacéutica comprende una cantidad eficaz de una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, o
un acido nucleico que codifica una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma.

Tratamiento de la cardiotoxicidad asociada a los agentes profilacticos o terapéuticos

Es un objeto de la presente invencion prevenir, tratar o retasar la cardiotoxicidad asociada a los agentes profilacticos
o terapéuticos. En particular, es un objeto de la presente invencion prevenir, tratar o retrasar la cardiotoxicidad de la
miocardiopatia inducida por farmacos.

La presente invencidon da a conocer la neurregulina para uso en los métodos para prevenir, tratar o retrasar la
cardiotoxicidad en un mamifero en el cual se necesita o al cual se le desea tal prevencion, tratamiento o retraso, que
comprende administrar a un mamifero in vivo una cantidad eficaz de un agente profilactico o terapéutico y una
cantidad eficaz de: (i) una proteina, la neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, o (ii) un acido nucleico
que codifica una proteina neurregulina o un fragmento funcional de la misma; mediante lo cual se impide, trata o
retrasa la cardiotoxicidad asociada a la administracién de dicho agente profilactico o terapéutico.

La presente invencion se puede utilizar para prevenir, tratar o retrasar cualquier manifestacion clinica de la
cardiotoxicidad conocida por cualquier experto en la técnica, que incluye, pero sin limitarse a ellas, la cardiotoxicidad
cronica o aguda. Por ejemplo, la presente invencion se puede utilizar para prevenir, tratar o retrasar la taquicardia,
arritmia e insuficiencia cardiaca congestiva. En una realizacion concreta, la presente invencion se puede utilizar para
prevenir, tratar o retrasar las manifestaciones clinicas de la cardiotoxicidad aguda, tales como la taquicardia del seno,
arritmia, bloqueo de la conduccién y alteracion del segmento ST-T, asi como disminuciones en la fraccion de
eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI), volumen sistdlico, gasto cardiaco o indice cardiaco. La presente invencion
también se puede utilizar para prevenir, tratar o retrasar la cardiotoxicidad que comprende la inhibiciéon de la
capacidad de bombear y contraer que tiene el ventriculo izquierdo.

Los presentes métodos se pueden utilizar para prevenir, reducir o retrasar la cardiotoxicidad asociada a los agentes
profilacticos o terapéuticos. En una realizacion, el agente profilactico o terapéutico produce radicales libres derivados
del oxigeno, lo que ocasiona la cardiotoxicidad. En otra realizacion, el agente profilactico o terapéutico potencia la
peroxidacion de los lipidos, lo que ocasiona la cardiotoxicidad.
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Los métodos presentes se pueden utilizar para prevenir, reducir o retrasar la cardiotoxicidad asociada a los
antineoplasicos. El antineoplasico es preferiblemente una antraciclina. En una realizaciéon especifica, el
antineoplasico tiene la siguiente formula I:

R
*NH;

en donde R1 es metoxi o hidrogeno; y R2, R3 y R4 son hidroxi o hidrégeno.

Los ejemplos no limitantes de antraciclinas para ser usadas en los métodos presentes incluyen adriamicina (o
doxorubicina), daunorubicina, epirubicina, idarubicina, mitoxantrona, mitomicina, bleomicina, ciclofosfamida,
fluorouracilo, actinomicina D y vincristina. En un aspecto, la presente invencién hace referencia al uso de la
neurregulina como un agente anticardiotéxico para prevenir, tratar o retrasar la cardiotoxicidad inducida por los
quimioterapicos, tales como la adriamicina (ADM), en monoterapia o en politerapia con otro reactante.

Los presentes métodos se pueden utilizar para prevenir, reducir o retrasar la cardiotoxicidad asociada a los agentes
antipsicoticos. El agente antipsicotico puede ser clorpromazina, perfenazina o trifluoperazina.

Los presentes métodos se pueden utilizar para prevenir, reducir o retrasar la cardiotoxicidad asociada a los
antidepresivos triciclicos. Los antidepresivos triciclicos pueden ser clomipramina, amitriptilina o doxepina.

Los presentes métodos se pueden utilizar para prevenir, reducir o retrasar la cardiotoxicidad asociada al interferén, p.
€j., interferon-a, o a la interleucina, p. €j., interleucina-2.

Los presentes métodos se pueden utilizar para prevenir, reducir o retrasar la cardiotoxicidad asociada a los agentes
antiinfecciosos, p. €j., emetina.

La neurregulina como agente para uso en los presentes métodos puede ser neurregulina 1, neurregulina 2,
neurregulina 3, o neurregulina 4. En una realizacién concreta, la neurregulina para uso en los presentes métodos es
la neurregulina 02 o la neurregulina 2. En otra realizacion, el fragmento de neurregulina es una neurregulina 2 que
comprende una secuencia de aminoacidos presentada en la SEQ ID n.° 4.

La neurregulina como agente se puede administrar como una proteina o como un fragmento funcional de la misma.
La neurregulina como agente también se puede administrar como un acido nucleico que codifica una proteina
neurregulina o un fragmento funcional de la misma. La neurregulina como agente se puede administrar sola o con un
vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. La proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma,
0 un acido nucleico que codifica una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, se puede
administrar antes, a la vez o después de la administracion del agente profilactico o terapéutico.

En una realizacion, el agente profilactico o terapéutico se administra en una cantidad que es mayor que la cantidad
maxima permitida cuando el agente profilactico o terapéutico se administra en ausencia de la proteina neurregulina o
un fragmento funcional de la misma, o un acido nucleico que codifica una proteina neurregulina, o un fragmento
funcional de la misma.

En una realizacion concreta, la presente invencion da a conocer la neurregulina para ser usada para prevenir, tratar
o retrasar la cardiotoxicidad en un humano en el cual se necesita o al cual se le desea tal prevencion, tratamiento o
retraso. Preferiblemente, el humano tiene un tumor maligno, tal como cancer de pulmoén, cancer de mama,
carcinoma de vejiga, carcinoma de testiculo, cancer de tiroides, carcinoma de partes blandas, osteosarcoma,
neuroblastoma, leucemia aguda, linfoma maligno, carcinoma gastrico, cancer de higado, carcinoma de eséfago o
carcinoma de cuello uterino.

Tratamiento del infarto de miocardio

En un aspecto, la neurregulina esta presente en una combinacion. en donde dicha combinaciéon comprende una
cantidad eficaz de una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, o un acido nucleico que codifica
una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, y una cantidad eficaz de un agente profilactico o
terapéutico contra el infarto de miocardio.
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En otro aspecto, la presente invencion hace referencia a un kit para uso de dicha combinacion para prevenir, tratar o
retrasar el infarto de miocardio, en donde dicho kit comprende una combinacién descrita mas arriba en un envase e
instrucciones.

Aun en otro aspecto, la presente invencion hace referencia a la neurregulina para uso en un método para prevenir,
tratar o retrasar el infarto de miocardio en un mamifero, en donde dicho método comprende administrar a un
mamifero, en el cual se necesita o al cual se le desea tal prevencién, tratamiento o retraso, una cantidad eficaz de
una proteina, la neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, o un acido nucleico que codifica una proteina
neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, por medio de lo cual se previene, se trata o se retrasa dicho
infarto de miocardio.

Composiciones farmacéuticas

En un aspecto, la presente invencién hace referencia a una composicion farmacéutica para uso en un método para
prevenir, tratar o retrasar una enfermedad cardiovascular en un mamifero, en donde dicha composicién comprende
una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, en una pauta posolégica total igual o menor que
3600 U/kg. La neurregulina se podria suministrar en una dosis segura que es igual o menor que aproximadamente
170 U/kg.

Breve descripcion de los dibujos

En la figura 1 se ilustra la construccion de una cepa bacteriana manipulada genéticamente para producir de manera
recombinante una proteina, la neurregulina.

En la figura 2 se presenta la amplificacion por PCR del gen de la neurregulina de humano. Carril 1: 183 pb del gen
de la neurregulina obtenidas por RT-PCR; y los carriles 2 y 3: ADN marcadores.

En la figura 3 se representa el mapa fisico del plasmido pET-22b.

En la figura 4 se representa la identificacion del plasmido recombinante mediante digestion con endonucleasa.
Carriles 1 y 3: ADN marcadores; y carril 2: fragmentos después de la digestion enzimatica.

En la figura 5 se representa el cribado por expresion de una cepa manipulada genéticamente. Carril 1: marcador;
carril 2: cepa manipulada genéticamente sin induccion; carril 3; 1 hora después de la induccion; carril 4: 2 horas
después de la induccion; carril 5; 3 horas después de la induccion; carril 6: 4 horas después de la induccion; y
carriles 7-9: diferentes cepas con induccion.

En la figura 6 se representa el corte histologico del tejido de miocardio de la rata del grupo de pseudooperacion
(1)(10 x 10), donde se muestra que no habia ningin cambio histolégico especifico.

En la figura 7 se representa el area grande de la region tefiida de rojo del grupo del modelo (10 x 10).

En la figura 8 se ilustra la distribucion esporadica de las células del miocardio tefiidas de rojo del grupo con rhNRG-
1B (20 pgr/kg) (1) (10 x 10).

En la figura 9 se ilustra la distribucion desigual de las células del miocardio tefiidas de rojo y el tejido conjuntivo del
grupo con la dosis intermedia (10 pg/kg) de rhNRG-1 (1) (10 x 10).

En la figura 10 se ilustra la distribucion desigual de las células del miocardio tefiidas de rojo y el tejido conjuntivo del
grupo con la dosis baja (5 pg/kg) de rhNRG-18 (1) (10 x 10).

En la figura 11 se representa el corte histologico del tejido del miocardio en el grupo de pseudooperacion (Il) (10 x
10), que muestra que no habia cambios histoldgicos especificos del tejido del miocardio.

En la figura 12 se representa el area grande de la region tefiida de rojo del grupo del modelo (Il) (10 x 10).

En la figura 13 se representa la distribucion esporadica de las células del miocardio tefidas de rojo del grupo con
dosis altas de rhNRG-13 (20 pg/kg) (1) (10 % 10).

En la figura 14 se representa la distribucion desigual de las células del miocardio tefiidas de rojo y tejido fibroso visto
en el grupo con el nivel de dosis intermedio de rhNRG-18 S177-Q237 (10 pg/kg) (1) (10 x 10).

En la figura 15 se representa la distribucion desigual de las células del miocardio tefiidas de rojo y tejido fibroso visto
en el grupo con el nivel de dosis bajo de rhNRG-13 S177-Q237 (5 pg/kg) (I1) (10 x 10).

En la figura 16 se ilustra el efecto de la rhNRG-1 sobre la regeneracion capilar en el area fibrética del miocardio del
animal modelo (I) (tincion con HE, 50x%); A: grupo de pseudooperacion: estructura normal del miocardio, con cambios
fibroticos; B: grupo de animales modelo: se observé fibrosis notable del miocardio y poca proliferacion capilar; C:
grupo con 20 pg/kg de rhNRG-18; cambios fibréticos desiguales en el miocardio, proliferacion capilar significativa; D:
grupo con 10 pg/kg de rhNRG-183: cambios fibréticos notables con proliferacion de un ndmero relativamente grande
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de capilares; y E: grupo con 5 ug/kg de rhNRG-1B: se pudieron observar cambios fibréticos desiguales y
proliferacién capilar.

En la figura 17 se ilustra el efecto de la rhNRG-1f sobre la proliferacion capilar en el area fibrética del miocardio del
animal modelo (I) (tincion con HE, 50%); A: grupo de pseudooperacion: estructura normal del miocardio, con
cambios fibréticos; B: grupo de animales modelo: se observaron cambios fibroticos notables del miocardio y
proliferaciéon de pocos capilares; C: grupo con 20 pg/kg de rhNRG-1[3; cambios fibréticos desiguales en el miocardio,
proliferacion capilar significativa; D: grupo con 10 ug/kg de rhNRG-1f: cambios fibréticos notables, proliferacion de
un numero relativamente grande de capilares; y E: grupo con 5 ug/kg de rhNRG-1f3: se pudieron observar cambios
fibroticos desiguales, con proliferacion capilar.

En la figura 18 se ilustra el corte histologico del miocardio de la miocarditis toxica de una rata Sprague Dawley®
inducida con adriamicina; a, grupo de control normal: la puntuacién patolégica del miocardio era de 0, sin atrofia ni
hipertrofia de las células del miocardio, con formacién de vacuolas, se pudieron observar con claridad las estrias
transversales; miocardio organizado de forma regular; ninguna anomalia en el endocardio ni en el pericardio; ningin
cambio de los vasos ni del tejido intersticial; b: grupo de animales modelo: la puntuacién patolégica del miocardio era
de 3, area grande de necrosis y disolucion celular del miocardio.

En la figura 19 se ilustra el efecto de la rhNRG-1( sobre la tasa de supervivencia de los animales modelo.
En la figura 20 se ilustra el efecto de la rhNRG-18 sobre la estructura del miocardio de los animales modelo.

En la figura 21 se ilustra el efecto de la rANRG-1B3 S177-Q237 sobre el dafio histolégico del miocardio en los ratones
infectados con virus (1); A: grupo normal; B: grupo del modelo, C: grupo de control con placebo; D: grupo de nivel de
dosis alto; E: grupo de nivel de dosis intermedio; y F: grupo de nivel de dosis bajo.

En la figura 22 se ilustra el efecto de la rhNRG-1B3 S177-Q237 sobre el dafio histoldgico del miocardio en los ratones
infectados con virus; A: grupo normal; B: grupo del modelo; C: grupo de control con placebo; D: grupo de nivel de
dosis alto; E: grupo de nivel de dosis intermedio; y F: grupo del nivel de dosis bajo.

En la figura 23 se ilustra el efecto de la rhNRG-1B3 S177-Q237 administrada durante un ndmero diferente de dias
sobre los cambios histoldgicos del miocardio en los ratones infectados con virus (1) (tefiido con HE, 40x); A: grupo de
control normal; B: grupo del modelo; C: rhNRG-13 S177-Q237 del grupo durante 3 dias; D: rhNRG-18 S177-Q237
del grupo durante 5 dias; y E: hNRG-13 S177-Q237 del grupo durante 7 dias.

En la figura 24 se ilustra el efecto de la rhNRG-1f3 administrada durante un ndmero diferente de dias sobre los
cambios histoldgicos del miocardio en los ratones infectados con virus (ll) (tefiido con HE, 40x%); A: grupo de control
normal; B; grupo del modelo; C: rhNRG-18 S177-Q237 del grupo durante 3 dias; D: rhNRG-18 del grupo durante 5
dias; y E: rhNRG-183 S177-Q237 del grupo durante 7 dias.

Modos de llevar a cabo la invencién

Para dejar mas clara la descripcién, y no a modo de limitacion, la descripcion detallada de la invencion se divide en
los subapartados que vienen a continuacion.

A. Definiciones

A menos que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria
tienen el mismo significado que entiende corrientemente cualquier experto en la técnica a la cual pertenece la
invencion. Si una definicion presentada en este apartado es contraria, o bien incongruente, con una definicion
presentada en las patentes, solicitudes, solicitudes publicadas y otras publicaciones a las que se hace referencia en
la presente memoria, la definicion presentada en este apartado prevalece sobre la definicion a la que se hizo
referencia.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «uno» o «una» significa «al menos uno/a» o «uno/a o varios/as».

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «neurregulina» hace referencia a proteinas o péptidos que pueden
activar las proteina cinasas heterodiméricas ErB2/ErB4 o ErbB2/ErbB3, tal y como todas las isoformas de
neurregulina, solo el dominio EGF de la neurregulina, los mutantes de la neurregulina, y cualquier clase de
productos génicos de tipo neurregulina que también activan los receptores anteriores. Un fragmento de neurregulina
de ejemplo es un fragmento polipeptidico del isomero 2 de la neurregulina de humano, que contiene el dominio de
fijacién al receptor, a saber, el dominio de tipo EGF. Este polipéptido puede activar el receptor ErbB de la familia de
receptores de EGF y puede modular sus reacciones bioldgicas, p. €j., estimular la diferenciacion de las células del
cancer de mama y la secrecion de las proteinas de la leche; inducir la diferenciacion de las células de la cresta
neural en células de Schwann; estimular la sintesis de acetilcolina en las células del musculo esquelético; y mejorar
la supervivencia de los cardiomiocitos y la sintesis del ADN. La neurregulina también incluye las variantes con
sustituciones conservativas de aminoacidos que no alteran sustancialmente su actividad contra la miocarditis virica,
anti-MCPD, anticardiotéxica o contra el infarto de miocardio. Las sustituciones conservativas idoneas de los
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aminoacidos son conocidas por los expertos en esta técnica y se podrian realizar por lo general sin alterar la
actividad biolégica de la molécula resultante. Los expertos en esta técnica reconocen que, en general, las
sustituciones de un unico aminoacido en las regiones no esenciales de un polipéptido no alteran sustancialmente la
actividad biolégica (véase, p. ej., Watson et al., Molecular Biology of the Gene, 4.2 edicion, 1987, The
Benjamin/Cummings Pub. Co., pag., 224). La proteina neurregulina abarca una proteina y un péptido de la
neurregulina. El acido nucleico de la neurregulina abarca el acido nucleico de la neurregulina y oligonucleétidos de la
neurregulina.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «dominio de tipo factor del crecimiento epidérmico» o «dominio de tipo
EGF» hace referencia a un motivo polipeptidico codificado por el gen de la neurregulina que se fija y activa a ErbB2,
ErbB3, ErbB4 o combinaciones de las mismas, y es estructuralmente similar al dominio de fijacion al receptor del
EGF, tal y como esta descrito en la solicitud de patente internacional WO 00/64400, Holmes et al, Science, 256:
1205-1210 (1992); patentes de los EE. UU. n.”® 5.530.109 y 5.716.930; Hijazi et al, Int. J. Oncol., 13: 1061-1067
(1998); Chang et al., Nature, 387: 509-512 (1997): Carraway et al., Nature, 387: 512-516 (1997); Higashiyama et al.,
J. Biochern., 122: 675-680 (1997); y la solicitud de patente internacional WO 97/09425.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, un «fragmento o derivado funcional» de la neurregulina hace
referencia a un derivado o fragmento de la proteina neurregulina o de su acido nucleico codificante que aun
conserva sustancialmente su actividad contra la miocarditis virica, anti-MCPD, anticardiotdxica o contra el infarto de
miocardio. Normalmente, el derivado o fragmento conserva al menos el 50% de su actividad contra la miocarditis
virica, anti-MCPD, anticardiotoxica o contra el infarto de miocardio. Preferiblemente, el derivado o fragmento
conserva al menos el 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99% y 100% de su actividad contra la miocarditis virica, anti-
MCPD, anticardiotdxica o contra el infarto de miocardio.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, un «agente que estimula la produccién de neurregulina» hace
referencia a una sustancia que incrementa la transcripcion y/o traduccién de un gen de neurregulina, o a una
sustancia que incrementa la modificacion postraduccional y/o el trafico celular de un precursor de la neurregulina, o
a una sustancia que prolonga la semivida de una proteina neurregulina.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, un «agente que potencia el funcionamiento de la neurregulina» hace
referencia a una sustancia que incrementa, de la neurregulina, la potencia de su actividad contra la miocarditis virica,
su actividad anti-MCPD, su actividad anticardiotoxica o su actividad contra el infarto de miocardio, o a una sustancia
que incrementa la sensibilidad de un ligando natural de la neurregulina en una actividad contra la miocarditis virica,
anti-MCPD, anticardiotdxica, o contra la via de sefializacion del infarto de miocardio, o a una sustancia que
disminuye la potencia de un antagonista de la neurregulina. Tal agente no es una proteina neurregulina ni su acido
nucleico codificante.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, una «combinacién» o «politerapia» hace referencia a cualquier
asociacion entre dos o entre varios elementos.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, una «composicion» hace referencia a cualquier mezcla de dos o varios
productos o compuestos. Podria ser una solucién, una suspension, liquido, polvo, una pasta, acuosa, no acuosa o
cualquier combinacién de los mismos.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «erb» hace referencia a dos oncogenes, erbA y erbB, asociados al
virus de la eritroblastosis (un retrovirus transformante agudo).

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «una cantidad eficaz de un compuesto para tratar una enfermedad
concreta» es una cantidad que es suficiente para mejorar, o de alguna manera reducir, los sintomas asociados a la
enfermedad. Tal cantidad se podria administrar como una dosis Unica o se podria administrar de acuerdo con una
pauta posologica, mediante lo cual resulta eficaz. La cantidad podria curar la enfermedad, pero, tipicamente, se
administra para mejorar los sintomas de la enfermedad. La administracion repetida podria ser necesaria para
conseguir la mejoria deseada de los sintomas.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «insuficiencia cardiaca» significa una anomalia de la funcién cardiaca,
en la que el corazon no bombea la sangre a la velocidad necesaria para las necesidades de los tejidos
metabolizadores. La insuficiencia cardiaca incluye un amplio margen de estados patoldgicos, tales como la
insuficiencia cardiaca congestiva, el infarto de miocardio, taquiarritmia, miocardiopatia hipertréfica familiar,
cardiopatia isquémica, miocardiopatia dilatada idiopatica, y miocarditis. La insuficiencia cardiaca puede estar
ocasionada por muchos factores, entre ellos las formas isquémica, congénita, reumatica o idiopatica. La hipertrofia
cardiaca crénica es un estado significativamente patoldgico que es precursor de la insuficiencia cardiaca congestiva
y del paro cardiaco.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «produccion por medios recombinantes» hace referencia a los
métodos de produccion que utilizan métodos con acidos nucleicos recombinantes que se basan en métodos bien
conocidos de la biologia molecular para expresar las proteinas codificadas por los acidos nucleicos clonados.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «complementario», cuando hace referencia a dos moléculas de acido
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nucleico, significa que las dos secuencias de nucleétidos son capaces de hibridarse, preferiblemente con menos del
25%, mas preferiblemente con menos del 15%, incluso mas preferiblemente con menos del 5%, lo mas
preferiblemente sin ninguna, discordancia entre los nucleétidos confrontados. Preferiblemente, las dos moléculas se
hibridaran en las condiciones muy rigurosas.

Tal y como se utiliza en la presente memoria: «rigor de la hibridacion» a la hora de determinar el porcentaje de
discordancia es como sigue:

1) rigor alto: SSPE a 0,1%, SDS al 0,1%, 65 °C;
2) rigor medio: SSPE a 0,2x, SDS al 0,1%, 50 °C (también se denomina rigor moderado); y
3) rigor bajo: SSPE a 1,0%, SDS al 0,1%, 50 °C.

Se entiende que se podrian conseguir rigores equivalentes con el uso de tampones, sales y temperaturas
alternativos.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «vector (o plasmido)» hace referencia a elementos independientes que
se utilizan para introducir ADN heterdlogo en las células para la expresidon o bien para replicacion del mismo. La
seleccion y uso de tales vehiculos los conoce bien el experto en la técnica. Un vector de expresion incluye los
vectores capaces de expresar los ADN que estan unidos operativamente a las secuencias reguladoras, tales como
regiones promotoras, que son capaces de alterar la expresion de tales fragmentos de ADN. Asi pues, un vector de
expresion hace referencia a una construccion de ADN o ARN recombinante, tal como un plasmido, un fago, virus
recombinante u otro vector que, tras la introduccion en una célula hospedadora adecuada, da lugar a la expresion
del ADN clonado. Los vectores de expresion adecuados los conocen bien los expertos en la técnica e incluyen los
que son replicables en las células eucariéticas y/o en las células procariotas, y los que permanecen episémicos o los
que se integran en el genoma de la célula hospedadora.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «regiéon promotora o elemento promotor» hace referencia a un
segmento de ADN o de ARN que controla la transcripcion del ADN o del ARN al cual esta operativamente unido. La
region promotora incluye secuencias especificas que son suficientes para el reconocimiento, fijacion e inicio de la
transcripcion de la ARN polimerasa. Esta porcion de la region promotora recibe el nombre de promotor. Ademas, la
region promotora incluye secuencias que modulan este reconocimiento, fijacion y actividad de inicio de la
transcripcion de la ARN polimerasa. Estas secuencias podrian actuar en cis o podrian responder a los factores que
actuan en frans. Los promotores, segun la naturaleza de la regulacion, pueden ser constitutivos o estar regulados.
Los promotores de ejemplo contemplados para ser usados en los procariotas incluyen los promotores de los
bacteriofagos T7 y T3, y similares.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «unido operativamente u operativamente asociado» hace referencia a
la relacion funcional del ADN con las secuencias reguladoras y efectoras de los nucledtidos, tales como promotores,
potenciadores, sitios de parada transcripcional y traduccional, u otras secuencias sefializadoras. Por ejemplo, la
union operativa del ADN a un promotor hace referencia a la relacion fisica y funcional entre el ADN y el promotor, de
tal manera que la transcripcién de tal ADN se inicia desde el promotor mediante una ARN polimerasa que, de forma
especifica, reconoce el ADN, se une a él y lo transcribe. Para optimizar la transcripcion y/o la expresion in vitro,
podria ser necesario retirar, afladir o alterar las porciones sin traducir en 5' de los clones para eliminar los posibles
codones de inicio de la traduccion alternativos inadecuados o adicionales, u otras secuencias que podrian interferir o
reducir la expresion, tanto a nivel de transcripcion como de traduccion. Como alternativa, el consenso de los sitios de
fijacion del ribosoma (véase, p. ej., Kozak, J. Biol. Chem., 266, 19867-19870 (1991)) se puede insertar
inmediatamente en 5' del codén de inicio y podria mejorar la expresion. La deseabilidad (o necesidad) de tal
modificacién se podria determinar de manera empirica.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «mejoria» de los sintomas de un trastorno concreto mediante la
administracion de una composicidon farmacéutica concreta hace referencia a cualquier atenuacion, bien sea
permanente o temporal, duradera o transitoria que se puede atribuir o relacionar con la administracion de la
composicion.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «un agente terapéutico» hace referencia a cualquier farmaco
convencional o tratamientos farmacoldgicos que conocen los expertos en la técnica, que incluyen, pero sin limitarse
a ellos, agentes profilacticos o quimioterapicos.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «cantidad terapéuticamente eficaz» hace referencia a la cantidad que
es suficiente para mejorar, o de alguna manera reducir, los sintomas asociados a la enfermedad. Tal cantidad se
podria administrar como una dosis Unica o de acuerdo con una pauta posoldgica. La administracion repetida podria
ser necesaria para conseguir la mejoria deseada de los sintomas.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «administraciéon» o «administrar» un compuesto hace referencia a
cualquier método idéneo para suministrar un compuesto a un sujeto.
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Tal y como se utiliza en la presente memoria, «tratamiento» o «tratar» hace referencia a cualquier manera en la que
los sintomas de una afeccion, trastorno o enfermedad se mejoran, o, si no, se alteran de manera beneficiosa. El
tratamiento también abarca cualquier uso farmacéutico de las composiciones de la presente memoria. La mejoria de
los sintomas de un trastorno concreto hace referencia a cualquier atenuacién de los sintomas, tanto permanente
como temporal, que se puede atribuir o asociar a la administracién de la composicion.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «neoplasia» hace referencia al nuevo crecimiento anormal o al
crecimiento tumoral, que podria ser benigno o maligno. A diferencia de la hiperplasia, la proliferacion neoplasica
persiste incluso en ausencia de los estimulos originales.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «un agente antineoplasico» hace referencia a cualquier agente
utilizado para prevenir la aparicion o reducir la gravedad de la neoplasia, tumor o cancer. Estos incluyen, pero sin
limitacién, agentes antiangiogénicos, alquilantes, antimetabolitos, productos naturales, complejos de coordinacion
del platino, antracenodiona, urea sustituida, derivados de la metilhidrazina, supresores corticosuprarrenales,
hormonas, antagonistas, inhibidores de los oncogenes, genes o proteinas supresores de los tumores, anticuerpos
contra oncogenes, u oligonucleotidos antisentido contra oncogenes.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «agente antipsicético» hace referencia a cualquier agente utilizado
para el tratamiento de los trastornos psiquiatricos. Estos incluyen, pero sin limitarse a ellos, fenotiazinas triciclicas,
tioxantenos y dibenzepinas, asi como butirofenonas y congéneres, otros heterociclicos, y benzamidas
experimentales.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «antidepresivos triciclicos» hace referencia a cualquier agente
utilizado para el tratamiento de la depresion. Estos incluyen, pero sin limitarse a ellos, agentes que inhiben la
captacion de la noradrenalina y de la serotonina en las terminaciones nerviosas, y asi acaban por facilitar de manera
prolongada la funcién noradrenérgica del cerebro.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «agente antiinfeccioso» hace referencia a cualquier agente utilizado
para el tratamiento de las enfermedades infecciosas. Estas incluyen, pero sin limitarse a ellas, agentes para utilizar
contra las infecciones parasitarias, bacterianas y microbianas

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «dosis segura o inocua» hace referencia a una dosis suficiente para
prevenir, tratar o retrasar una enfermedad en un mamifero sin inducir efectos toxicos intolerables u otros efectos
secundarios en dicho mamifero.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «infarto de miocardio» hace referencia al bloqueo de la arteria
coronaria, con interrupcion del torrente circulatorio, lo que conduce a la necrosis focal de parte del miocardio
ocasionada por la isquemia intensa y persistente.

B. Métodos para prevenir, tratar o retrasar la miocarditis virica o la MCPD

En un aspecto, la presente invencion se refiere al uso de la neurregulina en un método para prevenir, tratar o
retrasar la miocarditis virica o la miocardiopatia dilatada (o congestiva) (MCPD) en un mamifero, en donde dicho
método comprende administrar a un mamifero, para el cual se necesita o al cual se le desea tal prevencion,
tratamiento o retraso, una cantidad eficaz de una proteina, la neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, o
un acido nucleico que codifica una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, mediante lo cual se
impide, trata o retrasa dicha miocarditis virica o MCPD.

El presente método se puede utilizar para prevenir, tratar o retrasar la miocarditis virica o la MCPD en cualquier
mamifero, tal como ratones, ratas, conejos, gatos, perros, cerdos, vacas, bueyes, ovejas, cabras, caballos, monos u
otros primates no humanos. Preferiblemente, el presente método se utiliza para prevenir, tratar o retrasar la
miocarditis virica o la MCPD en los humanos.

Se puede utilizar en los presentes métodos cualquier proteina neurregulina idénea, o fragmento funcional de la
misma, o un acido nucleico que codifica una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma. En una
realizaciéon especifica, la neurregulina utilizada en los presentes métodos lleva a cabo su actividad contra la
miocarditis virica o actividad anti-MCPD a través de la fijacion a los receptores ErbB2-ErbB4. En ofra realizacion
especifica, se utiliza la neurregulina 1, la neurregulina 2, la neurregulina 3 o la neurregulina 4 en los presentes
métodos. Los sindnimos de la neurregulina 1 incluyen herregulina, GGF2 y ligando p185erbB2. Véase, p. €j., la
solicitud de patente internacional WO 00/64400 y las patentes de los EE. UU. n.*® 5.530.109 y 5.716.930. Tanto la
neurregulina a2 como la neurregulina B2 se pueden utilizar en los presentes métodos. Preferiblemente, en los
presentes métodos se utiliza un fragmento de la neurregulina 2 que comprende una secuencia de aminoacidos
presentada en la SEQ ID n.° 4.

Aun en ofras realizaciones especificas, las neurregulinas o los fragmentos funcionales de las mismas que se
describen en las siguientes patentes, solicitudes de patentes y bases de datos de GenBank se pueden utilizar en los
presentes métodos: patentes de los EE. UU. n.°° 6.252.051 y 6.121.415 (NRG3); 6.087.323 (neurregulina con
actividad de fijacion p185°™52 p185°™5* o p185°™%*); 6.033.906 (neurregulina como un ligando para un receptor
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seleccionado del grupo que consiste en p185°™52 y p180°™8*): US2002002276 (las adhesinas heteromultiméricas y
quiméricas de ErbB como antagonistas competitivas o agonistas de una neurregulina); WO 01/81540 (NRG-4); WO
01/64877 (NRG1); WO 01/64876 (NRG1AG1); WO 01/58948 (neurregulina 3), WO 01/26607 (isoformas de variantes
de ayuste de la neurregulina SMDF y GGF); WO 00/70322 (CRD-neurregulina); WO 00/64400; WO 99/18976; WO
98/02540 (adhesinas heteromultiméricas y quiméricas de ErbB como antagonistas competitivas o agonistas de una
neurregulina); WO 96/30403; WO 96/15812; BC 017568 (Homo sapiens, similar a la neurregulina 4); BC007675
(Homo sapiens, neurregulina 1); AF142632 (dominio rico en cisteinas de la neurregulina 1 de Xenopus laevis);
AF194439 (neurregulina a 2a SMDF de Rattus norvegicus (Nrg1)) AF194438 (neurregulina 3 1a SMDF de Rattus
norvegicus (Nrg1)); HS2NRG12 (neurregulina 2 ayustada alternativamente de Homo sapiens (NRG2)); HS2NRG08
(neurregulina 2 ayustada alternativamente de Homo sapiens (NRG2)); HS2NRGO07 (neurregulina 2 ayustada
alternativamente de Homo sapiens (NRG2)); AF083067 (isoforma corta de la neurregulina 4 de Mus musculus
(Nrg4)); AF076618 (neurregulina a1 de Xenopus laevis); AF045656 (neurregulina B-2b de Gallus gallus); AF045655
(neurregulina B-2a de Gallus gallus); AF045654 (neurregulina B-1a de Gallus gallus); MAU96612 (neurregulina de
Mesocricetus auratus); AF010130 (neurregulina-3 de Mus musculus (NRG3)). Preferiblemente, en los presentes
métodos se utilizan las neurregulinas descritas en el GenBank con n.° de acceso NT_007995 (gi:18570363).

Cualquier miocarditis virica se puede prevenir, tratar o retrasar con los presentes métodos. Por ejemplo, la
miocarditis virica ocasionada por, o asociada a, la infeccion de un virus Coxsackie del grupo A, virus Coxsackie del
grupo B, virus ECHO o virus de la poliomielitis, se puede prevenir, tratar o retrasar con los presentes métodos.
Preferiblemente, la miocarditis virica ocasionada por, o asociada a, la infeccion de un virus Coxsackie del grupo B se
previene, trata o retrasa con los presentes métodos.

La miocarditis virica con diferentes caracteristicas clinicas se puede prevenir, tratar o retrasar con los presentes
métodos. Por ejemplo, la miocarditis virica que se complica por pericarditis o endocarditis se puede prevenir, tratar o
retrasar con los presentes métodos. En otro ejemplo, la miocarditis virica con caracteristicas clinicas de dafio del
miocardio, disfuncién cardiaca, arritmia, sintoma sistémico o miocardiopatia se puede prevenir, tratar o retrasar con
los presentes métodos. La miocarditis virica aguda, asi como la crénica, se pueden prevenir, tratar o retrasar con los
presentes métodos. Preferiblemente, la miocarditis virica aguda que tiene arritmia, insuficiencia cardiaca o choque
cardiaco se puede prevenir, tratar o retrasar con los presentes métodos. La miocarditis virica que se prolonga con la
hipertrofia cardiaca y/o la lesién del musculo cardiaco permanente también se podria prevenir, tratar o retrasar con
los presentes métodos.

La MCPD con diferentes caracteristicas clinicas se puede prevenir, tratar o retrasar con los presentes métodos. Por
ejemplo, la MCPD que tiene hipertrofia ventricular, fallo del funcionamiento de la bomba del miocardio o insuficiencia
cardiaca congestiva, se puede prevenir, tratar o retrasar con los presentes métodos.

Se puede administrar en monoterapia la proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, o un acido
nucleico que codifica una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma. Como alternativa, la proteina
neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, o un acido nucleico que codifica una proteina neurregulina, o un
fragmento funcional de la misma, se puede administrar con un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

La proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, o un acido nucleico que codifica una proteina
neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, se puede administrar in vivo, a saber, administrarse
directamente a un mamifero. Como alternativa, la proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, o un
acido nucleico que codifica una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, se puede administrar
ex vivo, a saber, administrarse a una o varias células, tejidos u érganos, y tales una o varias células, tejidos u
organos que llevan la proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, o un acido nucleico que codifica
una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, se puede transferir a un mamifero.

En una realizacion especifica, se administra una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma. En
otra realizaciéon especifica, se administra un acido nucleico que codifica una proteina neurregulina, o un fragmento
funcional de la misma.

Se puede utilizar Gnicamente la proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, o un acido nucleico
que codifica una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma. Como alternativa, la proteina
neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, o un acido nucleico que codifica una proteina neurregulina, o un
fragmento funcional de la misma, se puede utilizar en combinacién con un agente profilactico o terapéutico contra la
miocarditis virica o la MCPD. La proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, o un acido nucleico
que codifica una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, se puede administrar antes, a la vez o
después de la administracion del agente profilactico o terapéutico contra la miocarditis virica o la MCPD.

En los presentes métodos se puede utilizar cualquier agente profilactico o terapéutico idéneo contra la miocarditis
virica. Por ejemplo, el agente profilactico o terapéutico contra la miocarditis virica puede ser un antibiético, p. €j.,
penicilina, un cardioprotector, p. €j., taurina, un antioxidante, p. ej., vitamina C, vitamina E y coenzima Q10, y un
nutriente para el miocardio, p. €j., una combinacién energética.

En los presentes métodos se puede utilizar cualquier agente profilactico o terapéutico idéneo contra la MCPD. Por
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ejemplo, el agente profilactico o terapéutico contra la MCPD puede ser un cardioténico, p. €j., digoxina y Cedilanid,
un diurético (Goodman y Gilman, The Pharmacological Basis of Therapeutics (9.2 Ed.), McGraw-Hill (1996), pags.
683-713), p, €j., un inhibidor de la anhidrasa carbénica, un diurético osmético, un inhibidor del simporte de Na*-K*-
2CI’, un inhibidor del simporte de Na*-CI', un inhibidor de los canales de Na* del epitelio renal y un antagonista de los
receptores de mineralocorticoides, inhibidor de la enzima convertidora de la angiotensina | (IECA), un antagonista
del calcio, p. €j., amlodipino, y un antagonista del receptor B, p. €j., carvedilol.

C. Composiciones farmacéuticas, kits y combinaciones para prevenir, tratar o retrasar la miocarditis virica o la MCPD

En otro aspecto, la invencién se refiere a una composiciéon farmacéutica para uso en un método para prevenir, tratar
o retrasar la miocarditis virica o la miocardiopatia dilatada (o congestiva) (MCPD) en un mamifero, cuya composicion
farmacéutica comprende una cantidad eficaz de una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, o
un acido nucleico que codifica una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma.

En las presentes composiciones farmacéuticas se puede utilizar cualquier proteina neurregulina idénea, o un
fragmento funcional de la misma, o un acido nucleico que codifica una proteina neurregulina, o un fragmento
funcional de la misma, que incluye las descritas en el apartado B mas arriba,. En una realizacion especifica, la
neurregulina utilizada en las presentes composiciones farmacéuticas lleva a cabo su actividad contra la miocarditis
virica o anti-MCPD a través de la fijacion a los receptores ErbB2-ErbB4. En otra realizacion especifica, en las
presentes composiciones farmacéuticas se utiliza la neurregulina 1, la neurregulina 2, la neurregulina 3 o la
neurregulina 4. Los sindnimos de la neurregulina 1 incluyen la herregulina, GGF2 y el ligando p185erbB2. Véase, p.
gj., la solicitud de patente internacional WO 00/64400 y las patentes de los EE. UU. n.”® 5.530.109 y 5.716.930. La
neurregulina a2 y la neurregulina B2 se pueden utilizar ambas en las presentes composiciones farmacéuticas.
Preferiblemente, en las presentes composiciones farmacéuticas se utiliza un fragmento de la neurregulina 2 que
comprende una secuencia de aminoacidos presentada en la SEQ ID n.° 4.

La proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, o un acido nucleico que codifica una proteina
neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, se puede utilizar en cualquiera de los margenes de dosis
idoneos. Por ejemplo, la proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, o un acido nucleico que
codifica una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, puede tener un margen de dosis desde
unos 25 ug a unos 2.500 pg.

Auln en otro aspecto, la presente invencion se refiere a un kit para ser usado para prevenir, tratar o retrasar la
miocarditis virica o la MCPD, en donde dicho kit comprende la composiciéon farmacéutica de mas arriba en un
envase e instrucciones para utilizar dicha composicién farmacéutica para prevenir, tratar o retrasar la miocarditis
virica o la MCPD.

Aun en otro aspecto, la neurregulina esta presente en una combinacién, en donde dicha combinacién comprende
una cantidad eficaz de una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, o un acido nucleico que
codifica una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, y una cantidad eficaz de un agente
profilactico o terapéutico contra la miocarditis virica o la miocardiopatia dilatada (o congestiva) (MCPD).

En las presentes combinaciones se pueden utilizar cualquier proteina neurregulina idénea, o un fragmento funcional
de la misma, o un acido nucleico que codifica una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, que
incluye las descritas en el apartado B anterior. En una realizacion especifica, la neurregulina utilizada en las
presentes combinaciones lleva a cabo su actividad contra la miocarditis virica o anti-MCPD a través de la fijacion a
los receptores ErbB2-ErbB4. En otra realizacion especifica, la neurregulina 1, la neurregulina 2, la neurregulina 3 o
la neurregulina 4 se utiliza en las presentes combinaciones. Los sindnimos de la neurregulina 1 incluyen herregulina,
GGF2 y el ligando p185erbB2. Véase, p. €j., la solicitud de patente internacional WO 00/64400 y las patentes de los
EE. UU. n.*® 5.,530.109 y 5.716.930. Tanto la neurregulina a2 como la neurregulina B2 se pueden utilizar en las
presentes combinaciones. Preferiblemente, en las presentes combinaciones se utiliza un fragmento de la
neurregulina B2 que comprende una secuencia de aminoacidos presentada en la SEQ ID n.° 1.

En las presentes combinaciones se puede utilizar cualquier agente profilactico o terapéutico idoneo contra la
miocarditis virica, que incluye los descritos en el apartado B anterior. Por ejemplo, el agente profilactico o terapéutico
contra la miocarditis virica puede ser un antibidtico, p. €j., penicilina, un cardioprotector, p. €j., taurina, un
antioxidante, p. €j., vitamina C, vitamina E y coenzima Q10, y un nutriente para el miocardio, p. €j., una combinacién
energética.

En las presentes combinaciones se puede utilizar cualquier agente profilactico o terapéutico idéneo contra la MCPD,
que incluye los descritos en el apartado B anterior. Por ejemplo, el agente profilactico o terapéutico contra la MCPD
puede ser un cardioténico, p. €j., digoxina y Cedilanid, un diurético, p. €j., un inhibidor de la anhidrasa carbénica, un
diurético osmético, un inhibidor del simporte de Na'-K*-2CI", un inhibidor del simporte de Na*-CI', un inhibidor de los
canales de Na* del epitelio renal y un antagonista de los receptores de mineralocorticoides, inhibidor de la enzima
convertidora de la angiotensina | (IECA), un antagonista del calcio, p. €j., amlodipino, y un antagonista del receptor 3,
p., €j., carvedilol.

Auln en otro aspecto, la presente invencion se refiere a un kit para ser usado para prevenir, tratar o retrasar la
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miocarditis virica o la MCPD, en donde dicho kit comprende la combinacién anterior en un envase e instrucciones
para utilizar dicha combinacién para prevenir, tratar o retrasar la miocarditis virica o la MCPD.

D. Métodos para prevenir, tratar o retrasar la cardiotoxicidad

Se ha hallado que la neurregulina potencia la diferenciacion de los cardiomiocitos y refuerza la combinacion de la
sarcomera y el citoesqueleto, asi como la cohesion intercelular (solicitud de patente internacional WO 00/37095). La
neurregulina también se puede utilizar para detectar, diagnosticar y tratar las cardiopatias. En la presente invencion,
la neurregulina se utiliza como un agente protector de cardiomiocitos para prevenir, tratar o retrasar la
cardiotoxicidad debida a otros agentes profilacticos o terapéuticos.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a una neurregulina para uso en un método para prevenir, tratar o
retrasar la cardiotoxicidad en un mamifero en el cual se necesita o al que se le desea tal prevencion, tratamiento o
retraso, que comprende administrar a un mamifero in vivo una cantidad eficaz de un agente profilactico o terapéutico
y una cantidad eficaz de: (i) una proteina neurregulina o un fragmento funcional de la misma; o (ii) un acido nucleico
que codifica una proteina neurregulina o un fragmento funcional de la misma; mediante lo cual se previene, trata o
retrasa la cardiotoxicidad asociada a la administracion de dicho agente profilactico o terapéutico. El presente método
se puede utilizar para prevenir, tratar o retrasar la cardiotoxicidad en cualquier mamifero, tales como ratones, ratas,
conejos, gatos, perros, cerdos, vacas, bueyes, ovejas, cabras, caballos, monos y otros primates no humanos.
Preferiblemente, el presente método se utiliza para prevenir, tratar o retrasar la cardiotoxicidad en los humanos.

1. Agentes de neurregulina

En los presentes métodos puede utilizarse cualquier proteina neurregulina idénea, o un fragmento funcional de la
misma, o un acido nucleico que codifica una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma. En una
realizacion, los métodos de la presente invencion usan un fragmento polipeptidico de un isémero de la neurregulina
B2 de humano, que contiene el dominio de fijacion al receptor (a saber, una regién de la clase EGF). Este polipéptido
puede activar el receptor erbB de la familia de receptores de EGF y modular sus reacciones biologicas (p. €j.,
estimular la diferenciacion de las células del cancer de mama y la secrecion de la proteina de la leche; inducir la
diferenciacion de las células de la cresta neural en células de Schwann; estimular la sintesis de acetilcolina en las
células del musculo esquelético; y/o mejorar la supervivencia de los cardiomiocitos y la sintesis del ADN). Los acidos
nucleicos y las proteinas de la neurregulina se pueden producir mediante cualquier método idéneo y conocido en la
técnica, que incluye, pero sin limitarse a ellos, la produccién recombinante, la sintesis quimica o una combinacién de
ambos. Preferiblemente, los acidos nucleicos y proteinas de la neurregulina se producen mediante produccion
recombinante (véase Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc. 2002).

En los presentes métodos también se pueden utilizar las variantes de la neurregulina con sustituciones
conservativas de aminoacidos que no alteran sustancialmente su actividad anticardiotdxica. Las sustituciones
conservativas idéneas de los aminoacidos las conocen bien los expertos en esta técnica y se podrian llevar a cabo
de manera general sin alterar la actividad biolégica de la molécula resultante. Los expertos en la técnica
reconoceran que, en general, las sustituciones de un solo aminoacido en las regiones que no son esenciales de un
polipéptido no alteran sustancialmente la actividad bioldgica (véase, p. ej., Watson et al., Molecular Biology of the
Gene, 4.2 edicion, pag. 224, The Benjamin/Cummings Pub. Co., 1987).

El acido nucleico que codifica una proteina neurregulina o un fragmento funcional de la misma se puede utilizar en
forma de ADN desnudo, ADN en complejo, ADNc, ADN plasmidico, ARN u otras mezclas de los mismos, como
componentes del sistema de suministro del gen. En otra realizacion, el acido nucleico que codifica una proteina
neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, esta incluido en un vector virico. Se puede utilizar cualquier
vector virico que sea idéneo para la genoterapia. Los ejemplos no limitantes incluyen vectores adenoviricos (patente
de los EE. UU. n.° 5.869.305), vectores del virus del simio (patente de los EE. UU. n.° 5.962.274), vectores del virus
de la inmunodeficiencia humana que se replican condicionalmente (patente de los EE. UU. n.° 5.888.767), retrovirus,
SV40, vectores del amplicon del virus del herpes simple, y vectores del virus de la variolovacuna. Ademas, los genes
se pueden introducir en un sistema de vector no virico, tal como un liposoma, en donde el lipido protege al ADN o a
otros biomateriales de la oxidacién durante la coagulacion.

En una realizacién especifica, la neurregulina utilizada en los presentes métodos lleva a cabo su actividad
anticardiotoxica a través de la fijacion a cualquiera de los receptores erbB2-erbB4. En otra realizacion especifica, se
utiliza la neurregulina 1, la neurregulina 2, la neurregulina 3 o la neurregulina 4 en los presentes métodos. Los
sinénimos de la neurregulina 1 incluyen herregulina, GGF2 y ligando p185erbB2 (véase, p. €j., la solicitud de patente
internacional WO 00/64400 y las patentes de los EE. UU. n.® 5.530.109 y 5.716.930). En los presentes métodos se
pueden utilizar la neurregulina a2 y la neurregulina p2. Preferiblemente, en los presentes métodos se utiliza un
fragmento de la neurregulina 32 que comprende una secuencia de aminoacidos presentada en la SEQ ID n.° 4.

En otras realizaciones especificas mas, se pueden utilizar en los presentes métodos las neurregulinas o los
fragmentos funcionales de las mismas descritos en las siguientes patentes, solicitudes de patentes y bases de datos
de GenBank: patentes de los EE. UU. n.*® 6.252.051 y 6.121.415 (NRG3); 6.087.323 (neurregulina con actividad de
fijacion a p185°™%2, p185°™83 o p185°™*); 6.033.906 (neurregulina como ligando para un receptor seleccionado del
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grupo que consiste en p‘I85erbBZ y p1806’bB4); patente US2002002276 (adhesinas heteromultiméricas y quiméricas de
ErbB como antagonistas competitivos o agonistas de una neurregulina); solicitudes de patente internacional WO
01/81540 (NRG-4); WO 01/64877 (NRG1); WO 01/64876 (NRG1AG1); WO 01/58948 (neurregulina 8); WO 01/26607
(isoformas de variantes de ayuste de la neurregulina SMDF y GGF); WO 00/70322 (CRD-neurregulina); WO
00/64400; WO 99/18976; WO 98/02540 (adhesinas heteromultiméricas y quiméricas de ErbB como antagonistas
competitivos o agonistas de una neurregulina); WO 96/30403; WO 96/15812; BC017568 (Homo sapiens, similar a la
neurregulina 4); BC007675 (Homo sapiens, neurregulina 1); AF142632 (dominio rico en cisteinas de la neurregulina
1 de Xenopus laevis); AF194439 (neurregulina a 2a de SMDF de Rattus norvegicus (Nrg1)); AF194438 (neurregulina
B 1a de SMDF de Rattus norvegicus (Nrg1)); HS2NRG12 (neurregulina 2 (NRG2) ayustada alternativamente de
Homo sapiens); HS2NRGO08 (neurregulina 2 (NRG2) ayustada alternativamente de Homo sapiens)); HS2NRGO7
(neurregulina 2 (NRG2) ayustada alternativamente de Homo sapiens); AF083067 (isoforma corta de la neurregulina
4 de Mus musculus (Nrg4)); AF076618 (neurregulina a1 de Xenopus laevis); AF045656 (neurregulina B-2b de Gallus
gallus); AF045655 (neurregulina B-2a de Gallus gallus); AF045654 (neurregulina B-1a de Gallus gallus); MAU96612
(neurregulina de Mesocricetus auratus); AF010130 (neurregulina 3 de Mus musculus (NRG3)). Preferiblemente, en
los presentes métodos se utiliza la una o varias neurregulinas descritas en el acceso de GenBank n.° NT_007995
(9i:18570363).

2. Agentes profilacticos o terapéuticos

La presente invencién da a conocer la neurregulina para uso en los métodos para prevenir, tratar o retrasar una
cardiotoxicidad relacionada con la administracion de un agente profilactico o terapéutico. El agente de la
neurregulina se puede administrar antes, a la vez, o después de la administracion del agente profilactico o
terapéutico. Los presentes métodos no se limitan a prevenir, tratar o retrasar la cardiotoxicidad asociada a los
agentes profilacticos o terapéuticos especificos. Los ejemplos no limitantes de agentes profilacticos o terapéuticos
para ser usados en los presentes métodos incluyen antineoplasicos, antipsicoticos, antidepresivos ftriciclicos,
interferones, interleucinas y agentes antiinfecciosos. En los presentes métodos se puede utilizar cualquier
antineoplasico. Preferiblemente, el antineoplasico es un antineoplasico antraciclinico que tiene la férmula:
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en donde R1 es metoxi o hidrogeno; y R2, R3 y R4 son hidroxi o hidrégeno.

Los ejemplos no limitantes de antineoplasico antraciclinico incluyen adriamicina (o doxorubicina), daunorubicina,
epirubicina, idarubicina, mitoxantrona, mitomicina, bleomicina, ciclofosfamida, fluorouracilo, actinomicina D,
vincristina y derivados de los mismos (véase Goodman y Gilman, The Pharmacological Basis of Therapeutics, 9.2
edicion, pags. 1264-1269, McGraw-Hill, 1996). Otros ejemplos de antineoplasicos que se pueden utilizar en los
presentes métodos se describen en la solicitud de patente de los EE. UU. n.° 2002/044919. Otros antineoplasicos
incluyen, pero sin limitarse a ellos, citidina, arabinosiladenina (araC), daunomicina, metotrexato (MTX), pirimidinas
fluoradas, tales como 5-fluorouracilo (5-FU), hidroxiurea, 6-mercaptopurina, alcaloides vegetales, tales como
vincristina (VCR), VP-16 y vinblastina (VLB), alquilante, cisplatino, mecloretamina, trisamina, procarbazina,
bleomicina, mitomicina C, actinomicina D, o una enzima, tal como L-asparaginasa (véase Goodman y Gilman, The
Pharmacological Basis of Therapeutics, 9.2 edicion, pags. 1227-1229).

En los presentes métodos se puede utilizar cualquier antipsicético. Los ejemplos no limitantes de antipsicéticos
incluyen clorpromazina, perfenazina y trifluoperazina. Otros ejemplos de antipsicéticos se pueden encontrar en
Goodman y Gilman' The Pharmacological Basis of Therapeutics, 9.2 edicion, pags. 400-420).

En los presentes métodos se puede utilizar cualquier antidepresivo ftriciclico. Los ejemplos no limitantes de
antidepresivos triciclicos incluyen clomipramina, amitriptilina y doxepina. Otros ejemplos de antipsicéticos se pueden
encontrar en Goodman y Gilman, The Pharmacological Basis of Therapeutics, 9.2 edicion, pags. 431-434.

En los presentes métodos se puede utilizar cualquier interferon. Preferiblemente, el interferon es el interferon a. En
una realizacioén, el interferén es el interferon a de humano. Los métodos para producir el interferén a se pueden
encontrar en las patentes de los EE. UU. n.”® 6.005.075; 5.834.235; 5.503.828; y 4.820.638.

En los presentes métodos se puede utilizar cualquier interleucina. Preferiblemente, la interleucina es la interleucina 2.
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En una realizacion, la interleucina es la interleucina 2 de humano. Los métodos para producir la interleucina 2 se
pueden hallar en las patentes de los EE. UU n.*® 5.834.441; 5.795.777; 5.419.899; y 5.399.699.

En los presentes métodos se puede utilizar cualquier agente antiinfeccioso. Preferiblemente, el agente antiinfeccioso
es la emetina. Otros ejemplos de agentes antiinfecciosos se pueden encontrar en Goodman y Gilman' The
Pharmacological Basis of Therapeutics, 9.2 edicion, pags. 965-1008.

Se pueden administrar in vivo agentes de neurregulina (a saber, administrados directamente a un mamifero). Como
alternativa, la proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, o un acido nucleico que codifica una
proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, se puede administrar ex vivo (a saber, administrarse en
células, tejidos u organos, en donde tales células, tejidos u 6rganos que llevan la proteina neurregulina, o un
fragmento funcional de la misma, o un acido nucleico que codifica una proteina neurregulina, o un fragmento
funcional de la misma, se pueden transferir a un mamifero).

E. Tratamiento del infarto de miocardio

En un aspecto, la presente invencion se refiere a una neurregulina para uso en un método para tratar, retrasar o
prevenir el infarto de miocardio, en donde la neurregulina esta presente en una combinacién, en donde dicha
combinacion comprende una cantidad eficaz de una proteina, la neurregulina, o un fragmento funcional de la misma,
0 un acido nucleico que codifica una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, y una cantidad
eficaz de un agente profilactico o terapéutico contra el infarto de miocardio. Preferiblemente, las presentes
combinaciones comprenden ademas un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

En las presentes combinaciones se puede utilizar cualquier neurregulina idénea. Por ejemplo, la neurregulina
utilizada en las presentes combinaciones puede llevar a cabo su actividad contra el infarto de miocardio a través de
la fijacion a los receptores ErbB2-ErbB4. En otro ejemplo, la neurregulina utilizada en las presentes combinaciones
es la neurregulina 1, la neurregulina 2, neurregulina 3 o neurregulina 4. Preferiblemente, la neurregulina 2 es la
neurregulina a2 o la neurregulina 2. Aun en otro ejemplo, la neurregulina utilizada en las presentes combinaciones
es un fragmento de la neurregulina 2 que comprende una secuencia de aminoacidos presentada en la SEQ ID n.° 4.
También se puede utilizar cualquier neurregulina especifica descrita en los apartados anteriores.

En las presentes combinaciones se puede utilizar cualquier agente profilactico o terapéutico idéoneo. Por ejemplo, el
agente profilactico o terapéutico utilizado en las presentes combinaciones puede ser un inhibidor de la enzima
convertidora de la angiotensina | (IECA), un agonista del calcio, un antagonista del receptor 3, aspirina, atropina,
nitroglicerina, escopolamina o un trombolitico.

Se puede utilizar cualquier IECA idéneo. Los IECA de ejemplo incluyen captopril, rampril, lisinopril, zofenopril y
trandolapril. Se puede utilizar cualquier antagonista idéneo del calcio. Los antagonistas del calcio de ejemplo
incluyen diltiazem. Se puede utilizar cualquier antagonista idéneo del receptor B. Los antagonistas de ejemplo del
receptor B incluyen propranolol, metoprolol, atenolol y timolol. Se puede utilizar cualquier trombolitico. Los
tromboliticos de ejemplo incluyen la estreptocinasa, t-PA y anistreplasa.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un kit con neurregulina para ser usada para prevenir, tratar o
retrasar el infarto de miocardio, en donde dicho kit comprende una combinacién descrita mas arriba en un envase e
instrucciones para utilizar dicha combinacién para prevenir, tratar o retrasar el infarto de miocardio.

Aun en otro aspecto, la presente invencion se refiere a la neurregulina para uso en un método para prevenir, tratar o
retrasar el infarto de miocardio en un mamifero, en donde dicho método comprende administrar a un mamifero, en el
cual se necesita 0 al que se le desea tal prevencion, tratamiento o retraso, una cantidad eficaz de una proteina
neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, o un acido nucleico que codifica una proteina neurregulina, o un
fragmento funcional de la misma, mediante lo cual se previene, trata o retrasa dicho infarto de miocardio.

En los presentes métodos se puede utilizar cualquier neurregulina idénea. Por ejemplo, la neurregulina utilizada en
los presentes métodos puede llevar a cabo su actividad contra el infarto de miocardio a través de la fijacion a los
receptores ErbB2-ErbB4. Aun en otro ejemplo, la neurregulina utilizada en los presentes métodos es la neurregulina
1, la neurregulina 2, la neurregulina 3 o la neurregulina 4. Preferiblemente, la neurregulina 1 es la neurregulina a2 o
la neurregulina 2. Aun en otro ejemplo, la neurregulina utilizada en los presentes métodos es un fragmento de la
neurregulina B2 que comprende una secuencia de aminoacidos presentada en la SEQ ID n.° 4. Se puede utilizar
también cualquier neurregulina especifica descrita en los apartados de mas arriba.

En una realizacion especifica, la proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, el acido nucleico que
codifica una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, es antagonista del incremento del
diametro telediastolico del ventriculo izquierdo (DTDVI) y del diametro telesistolico del ventriculo izquierdo (DTSVI)
asociados al infarto de miocardio. En otra realizacion especifica, la proteina neurregulina, o un fragmento funcional
de la misma, el acido nucleico que codifica una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, es
antagonista de la disminucion de la FEVI asociada al infarto de miocardio.

Los presentes métodos se pueden utilizar para prevenir, tratar o retrasar el infarto de miocardio en cualquier
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mamifero idéneo. Los mamiferos de ejemplo incluyen ratones, ratas, conejos, gatos, perros, cerdos, vacas, bueyes,
ovejas, cabras, caballos, monos y otros primates no humanos. Preferiblemente, los presentes métodos se utilizan
para prevenir, tratar o retrasar el infarto de miocardio en un humano.

Los presentes métodos se pueden utilizar para prevenir, tratar o retrasar cualquier infarto de miocardio idéneo. Por
ejemplo, los presentes métodos se pueden utilizar para prevenir, tratar o retrasar el infarto de miocardio que tiene
una caracteristica clinica seleccionada del grupo que consiste en dilatacion del ventriculo izquierdo, funcion sistélica
reducida e incremento de la presion de llenado.

La proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, o un acido nucleico que codifica una proteina
neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, se puede administrar sola. Preferiblemente, la proteina
neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, o un acido nucleico que codifica una proteina neurregulina, o un
fragmento funcional de la misma, se administra con un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. En una
realizacion especifica, se administra una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma. En ofra
realizacién, se administra un acido nucleico que codifica una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la
misma. Se puede utilizar cualquier via de administracion idénea. Preferiblemente, se utiliza la administracion
intravenosa.

Los presentes métodos pueden ademas comprender la administracién de un agente profilactico o terapéutico contra
el infarto de miocardio. En los presentes métodos se puede utilizar cualquier agente profilactico o terapéutico
adecuado. Por ejemplo, el agente profilactico o terapéutico utilizado en los presentes métodos puede ser un inhibidor
de la enzima convertidora de la angiotensina | (IECA), un antagonista del calcio, un antagonista del receptor {3,
aspirina, atropina, nitroglicerina, escopolamina o un trombolitico.

Se puede utilizar cualquier IECA. Los IECA de ejemplo incluyen captopril, rampril, lisinopril, zofenopril y trandolapril.
Se puede utilizar cualquier antagonista del calcio idéneo. Los antagonistas del calcio de ejemplo incluyen diltiazem.
Se puede utilizar cualquier antagonista del receptor 3 idoneo. Los antagonistas del receptor 3 de ejemplo incluyen
propranolol, metoprolol, atenolol y timolol. Se puede utilizar cualquier trombolitico idéneo. Los tromboliticos de
ejemplo incluyen estreptocinasa, t-PA y anistreplasa.

En una realizacion preferida, se administra in vivo la proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, el
acido nucleico que codifica una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma.

F. Composiciones farmacéuticas con pauta posoldgica y/o dosificacion segura preferida

En un aspecto, la presente invencion se refiere a una composicién farmacéutica para prevenir, tratar o retrasar una
enfermedad en un mamifero, en donde dicha composicion comprende una proteina neurregulina, o un fragmento
funcional de la misma, en una pauta posolégica total igual o menor que aproximadamente 3600 U/kg. La
neurregulina podria estar presente en la composicion en una dosificacion segura que es igual o menor que
aproximadamente 170 U/kg.

Las presentes composiciones farmacéuticas se pueden utilizar en cualquier pauta posolégico y/o plan de
administracion idéneos. De acuerdo con la invencién, las presentes composiciones farmacéuticas se administran
durante aproximadamente 21 dias o menos de 21 dias. Las presentes composiciones farmacéuticas se podrian
administrar de forma continua o intermitente.

Las presentes composiciones farmacéuticas se pueden administrar solas. Preferiblemente, las presentes
composiciones farmacéuticas pueden comprender ademas un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Se puede utilizar cualquier neurregulina idonea en las presentes composiciones farmacéuticas. Por ejemplo, la
neurregulina utilizada en las presentes composiciones farmacéuticas puede llevar a cabo su actividad contra la
enfermedad a través de la fijacion a los receptores ErbB2-ErbB4. En otro ejemplo, la neurregulina utilizada en las
presentes composiciones farmacéuticas es la neurregulina 1, la neurregulina 2, la neurregulina 3 o la neurregulina 4.
Preferiblemente, la neurregulina 1 es la neurregulina a2 o la neurregulina 2. Aun en otro ejemplo, la neurregulina
utilizada en las presentes composiciones farmacéuticas es un fragmento de neurregulina 32 que comprende una
secuencia de aminoacidos presentada en la SEQ ID n.° 4. También se puede utilizar cualquier neurregulina
especifica descrita en los apartados anteriores.

Las presentes composiciones farmacéuticas se pueden utilizar para prevenir, tratar o retrasar una enfermedad en
cualquier mamifero idoneo. Los mamiferos de ejemplo incluyen ratones, ratas, conejos, gatos, perros, cerdos, vacas,
bueyes, ovejas, cabras, caballos, monos y otros primates no humanos. Preferiblemente, los presentes métodos se
utilizan para prevenir, tratar o retrasar una enfermedad en un humano. De acuerdo con la invencién, las presentes
composiciones farmacéuticas se utilizan para prevenir, tratar o retrasar una enfermedad cardiovascular, p. €j.,
miocarditis virica, MCPD, actividad cardiotdxica, actividad de infarto de miocardio.

En una realizacién preferida, las presentes composiciones farmacéuticas se formulan para la administracion
intravenosa.
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Lo siguiente es un método ejemplar, rapido, sensible, de alto flujo y cuantitativo para determinar la actividad
biolégica de NRG-1 mediante la combinacion de la neurregulina con la molécula de ErbB3/ErbB4 de la superficie
celular y la mediacion indirecta de la fosforilacion de la proteina ErbB2 (véase, p. €j., Michael D. Sadick et al.,
Analytical Biochemistry, 1996, 235, 207-214). De acuerdo con el ejemplo practico 3 de la determinacion de la
actividad de NRG-1 in vitro que se describe en Michael D. Sadick et al., se puede determinar la actividad biolégica
de NGR-1 con diferentes origenes.

Brevemente, el ensayo, denominado enzimoinmunoensayo (ELISA) de la activacion del receptor con actividad
cinasa (KIRA-ELISA), consiste en dos placas de microtitulacion independientes, una para el cultivo celular,
estimulacion con el ligando y solubilizacién del receptor/lisis celular, y la otra placa es para la captura del receptor y
ELISA de fosfotirosina. El ensayo se desarrolld para el analisis de la activacion de ErbB2 inducida por la herregulina
y utiliza la estimulacion del receptor intacto en la linea de células adheridas de carcinoma de mama, MCF-7. Las
proteinas de la membrana se solubilizan mediante la lisis con Tritén X-100 y el receptor se captura en los pocillos
para ELISA revestidos con anticuerpos especificos contra ErbB2 que no dan reaccién cruzada con ErbB3 ni con
ErbB4. A continuacion, se cuantifica el grado de fosforilacion del receptor mediante ELISA con antifosfotirosina. Se
genera una curva estandar reproducible con una CE(50) de aproximadamente 360 pM para la herregulina 31 (177-
244) (HRG B1 (177-244)). Cuando muestras idénticas de HRG 1 (177-244) se analizan mediante KIRA-ELISA y el
analisis de transferencia Western cuantitativo de antifosfotirosina, los resultados se correlacionan mucho entre si. El
ensayo descrito en este informe es capaz de cuantificar especificamente la fosforilacion de la tirosina de ErbB2 que
es resultado de la interaccion de HRG con ErbB3 y/o ErbB4.

Ya que la mayoria de los farmacos manipulados genéticamente son proteinas y polipéptidos, su actividad se puede
determinar por su secuencia de aminoacidos o el centro de actividad formado por su estructura espacial. El titulo de
la actividad de la proteina y el polipéptido no es congruente con su calidad absoluta, por lo que no se puede
determinar con la unidad de peso como se hace con los farmacos quimicos. Sin embargo, la actividad bioldgica de
los farmacos fabricados por ingenieria genética es generalmente congruente con su farmacodinamica y el sistema
de determinacion del titulo puesto en marcha gracias a la actividad biolégica dada puede determinar su unidad de
titulo. Asi pues, la determinacion de la actividad biolégica puede ser parte de un proceso de titulacion la sustancia
con la actividad biolégica y es un componente importante de control de calidad del producto fabricado por ingenieria
genética. Es importante determinar los criterios de actividad bioldgica para el control de calidad del producto
fabricado por ingenieria genética y los farmacos utilizados en la practica clinica.

La cantidad del producto estandar que puede inducir el 50% de la reaccién maxima se define como una unidad de
actividad (1 U). En consecuencia, se puede cuantificar con criterios uniformes el producto de diferentes sustancias
farmacéuticas y de diferentes nimeros de lote.

G. La formulacion, dosificacion y via de administracion de la neurregulina

La formulacion, dosificacion y via de administracion de una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la
misma, o un acido nucleico que codifica una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma,
preferiblemente en forma de composiciones farmacéuticas, se puede determinar de acuerdo con los métodos
conocidos en la técnica (véase, p. €j., Remington: The Science and Practice of Pharmacy, Alfonso R., Gennaro
(Editor) Mack Publishing Company, abril 1997; Therapeutic Peptides and Proteins: Formulation, Processing and
Delivery Systems, Banga, 1999; y Pharmaceutical Formulation Development of Peptides and Proteins, Hovgaard y
Frkjr (Ed.), Taylor y Francis, Inc., 2000; Medical Applications of Liposomes, Lasic y Papahadjopoulos (Ed.)., Elsevier
Science, 1998, Textbook of Gene Therapy, Jain, Hogrefe y Huber Publishers, 1998; Adenoviruses: Basic Biology to
Gene Therapy, vol. 15, Seth, Landes Bioscience, 1999; Biopharmaceutical Drug Design and Development, Wu-Pong
y Rojanasakul (Ed.), Humana Press, 1999; Therapeutic Angiogenesis: From Basic Science to the Clinic, vol. 28, Dole
et al., (ed.), Springer-Verlag New York, 1999).

La proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, o un acido nucleico que codifica la proteina
neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, se puede formular para la administracion por via oral, rectal,
topica, inhalada, bucal (p. €j., sublingual), parenteral (p. €j., subcutanea, intramuscular, intradérmica o intravenosa),
transdérmica, o cualquier otra via de administraciéon idénea. La via mas idénea en un caso dado dependera de la
naturaleza y de la gravedad de la afeccion a ser tratada, y de la naturaleza de la proteina neurregulina concreta, o
un fragmento funcional de la misma, o un acido nucleico que codifica la proteina neurregulina, o un fragmento
funcional de la mima, que se utilice.

La proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, o un acido nucleico que codifica la proteina
neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, se puede administrar en monoterapia. Como alternativa y
preferiblemente, la proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, o un acido nucleico que codifica la
proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, se coadministra con un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable. En el presente método se puede utilizar cualquier vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable adecuado (véase, p. ej., Remington: The Science and Practice of Pharmacy, Alfonso R.
Gennaro (editor) Mack Publishing Company, abril 1997).

El acido nucleico que codifica una proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, se puede utilizar en

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2627 547 T3

forma de ADN desnudo, ADN en complejo, ADNc, ADN plasmidico, ARN u otras mezclas de los mismos como
componentes del sistema de introduccion génica. En otra realizacion, el acido nucleico que codifica una proteina
neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, esta incluido en un vector virico. Se puede utilizar cualquier
vector virico que es idéneo para la genoterapia. Por ejemplo, se puede utilizar un vector adenovirico (patente de los
EE. UU. n.° 5.869.305), un vector del virus del simio (patente de los EE. UU. n.° 5.962.274), un vector del virus de la
inmunodeficiencia humana que se replica de forma condicional (patente de los EE. UU. n.° 5.888.767), retrovirus,
SV40, vectores del amplicon del virus del herpes simple, y vectores del virus de la variolovacuna. Ademas, los genes
se pueden introducir en un sistema de vector no virico, tal como un liposoma en el que el lipido protege el ADN u
otros biomateriales de la oxidacién durante la coagulacion.

De acuerdo con la presente invencion, la proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, o un acido
nucleico que codifica la proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, sola o en combinacién con
otros agentes, vehiculos o excipientes, se podria formular para cualquier via de administracion idénea, tal como la
inyeccion intracavernosa, inyeccidon subcutanea, inyeccion intravenosa, inyeccion intramuscular, inyeccion
intradérmica, administracion oral o topica. El método podria emplear formulaciones para la administracion inyectable
en una forma farmacéutica unitaria, en ampollas o en contenedores de multidosis, con la adicién de un conservante.
Las formulaciones podrian tomar formas tales como suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos oleosos o
acuosos, y podrian contener agentes de formulacion, tales como agentes de suspension, estabilizantes y/o
dispersantes. Como alternativa, el ingrediente activo podria estar en forma de polvo para la preparacién con un
vehiculo idéneo, agua estéril sin pirogenos, u otros disolventes, antes del uso. La administracion tépica en la
presente invencion podria emplear el uso de una espuma, gel, crema, ungiiento, parche transdérmico o pasta.

Las composiciones farmacéuticamente aceptables y los métodos para su administracion que se podrian emplear
para ser usadas en esta invencién incluyen, pero sin limitacién, lo descrito en las patentes de los EE. UU. n.*®
5.736.154; 6.197.801 B1; 5.741.511; 5.886.039; 5.941.868; 6.258.374 B1; y 5.686.102.

La magnitud de una dosis terapéutica en el tratamiento o la prevencion variara con la gravedad de la afeccion a
tratar y la via de administracién. La dosis, y quizas la frecuencia de la dosis, también variara segun la edad, la masa
corporal, la afeccién y la respuesta de cada paciente.

Se debe comentar que el médico de cabecera deberia saber cémo y cuando terminar, interrumpir o ajustar el
tratamiento para disminuir la dosis debido a su toxicidad o a los efectos adversos. Por el contrario, el médico deberia
saber también como y cuando ajustar el tratamiento a unos niveles mas altos si la respuesta clinica no es la
adecuada (toda vez que se descartan los efectos secundarios toxicos).

Se puede utilizar cualquier via idonea de administracion. Las formas farmacéuticas incluyen comprimidos, trociscos,
sellos, dispersiones, suspensiones, soluciones, capsulas, parches y similares. Véase, Remington's Pharmaceutical
Sciences.

En el uso practico, la proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, o un acido nucleico que codifica
la proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, sola o en combinacion con otros agentes, se puede
combinar como el activo en una mezcla estrecha con un vehiculo o excipiente farmacéutico, tal como B-ciclodextrina
y 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina, de acuerdo con las técnicas convencionales de formulacién farmacéutica. El
vehiculo podria tomar una amplia forma de preparacién deseada para la administracion, tépica o parenteral. Al
preparar las composiciones para la forma farmacéutica parenteral, tal como la inyeccion intravenosa o la infusion, se
podrian emplear medios farmacéuticos similares, agua, glicoles, aceites, tampones, azucar, conservantes,
liposomas, y similares, conocidos por los expertos en la técnica. Los ejemplos de tales composiciones parenterales
incluyen, pero sin limitarse a ellas, dextrosa al 5% p/v, solucién salina normal u otras soluciones. La dosis total de la
proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, o un acido nucleico que codifica la proteina
neurregulina, o un fragmento funcional de la misma, sola o en combinacion con otros agentes a administrar, se
podria administrar en un vial de liquido intravenoso, que oscila de aproximadamente 1 ml a 2.000 ml. El volumen del
liquido de diluciéon variara de acuerdo con la dosis total administrada.

La invencién también da a conocer kits para realizar las pautas terapéuticas de la invencion. Tales kits comprenden,
en uno o varios envases, cantidades terapéuticamente eficaces de la proteina neurregulina, o un fragmento
funcional de la misma, o un acido nucleico que codifica la proteina neurregulina, o un fragmento funcional de la
misma, sola o en combinaciéon con otros agentes, en una forma farmacéuticamente aceptable. Las formas
farmacéuticas preferidas estarian en combinacién con solucién salina estéril, solucién de dextrosa o solucion
tamponada, u otro liquido estéril farmacéuticamente aceptable. Como alternativa, la composiciéon podria estar
liofilizada o desecada; en este caso, el kit comprende opcionalmente, ademas, en un envase, una solucién
farmacéuticamente aceptable, preferiblemente estéril, para reconstituir el complejo para formar una solucion con el
propésito de inyectarla. Las soluciones farmacéuticamente aceptables de ejemplo son la solucién salina y la solucion
de dextrosa.

En ofra realizacion, un kit de la invencién comprende ademas una aguja o jeringuilla, preferiblemente envasada en
forma estéril, para inyectar la composicién, y/o un almohadilla de alcohol envasada. Las instrucciones se incluyen
opcionalmente para la administraciéon de la composicion por un médico o por el paciente.
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H. Ejemplos

La neurregulina 1Bs177-q237 recombinante de humano (rhNRG-1Bs177-a237 de la neurregulina 1) desarrollada por el
presente inventor puede reparar la estructura dafiada de los cardiomiocitos, reforzar la conexién entre estas células,
mejorar el funcionamiento del miocardio y reforzar el efecto biolégico del miocardio. Los experimentos descritos en la
presente memoria demuestran que determinados fragmentos de la neurregulina, p. €j., hNRG-1Bs177-q237, pueden
tratar con eficacia diferentes formas de las enfermedades cardiovasculares, tales como la miocarditis virica o la
miocardiopatia dilatada (o congestiva) (MCPD), la cardiotoxicidad ocasionada por determinados agentes
terapéuticos, o el infarto de miocardio in vivo, y no afectan a la hemodinamica de los animales normales.

Ejemplo 1. Produccién recombinante de rhNRG-1Bs177-q237
Fig. 1. Esquema técnico de la construcciéon de una cepa manipulada genéticamente

El gen de la neurregulina de humanos se localiza en el cromosoma 8P12 con aproximadamente 13 exones. El
fragmento de la neurregulina recombinante esta formado por 61 aminoacidos. La masa molecular tedrica es de
7.055 Da. La masa molecular que aparece en la electroforesis de SDS-PAGE es de 6.500-7.500 Da. Su punto
isoeléctrico es de aproximadamente 6,5. No hay sitios de glucosilacion. La estructura del péptido contiene 3 puentes
disulfuro. Este gen es idéneo para la expresion en E. coli.

Como plasmido de expresion, se seleccion6 el pET-22b. El gen de la neurregulina de humanos se introdujo en el
plasmido y a continuacion se transformé la cepa BL21 de E. coli con este plasmido. Se cribaron los recombinantes
con alto nivel de expresion al producir la cepa manipulada genéticamente el fragmento de la neurregulina
recombinante de humano.

Fig. 2. Amplificacion del gen de la neurregulina de humano

Se extrajo el ARN total y el ARNm del tejido de cerebro de feto humano de 5 meses y se retrotranscribié en ADNc.
La RT-PCR se realizé con el ADNc transcrito como molde, y una pareja de cebadores P1,

TCG AAC ATA TGA GCC ATC TTG TAA AAT GTG CGG (SEQ ID ne 1), y P2,

TCG AAG GGC CCT CAC TGG TAC AGC TCCTCC (SEQ ID n.° 2), para amplificar el gen deseado. Se

examind el producto de la PCR por electroforesis en agarosa al 1,5%. Se encontré el fragmento de ADN especifico
de 183 pb en la agarosa, cuya longitud era la misma que se habia anticipado.

Fig. 3. Mapa fisico del plasmido pET-22b
Fig. 4. Identificacion del plasmido recombinante mediante digestion con endonucleasa

Se aplicé el método de sedimentacion en cloruro de calcio para clonar el gen de la neurregulina de humano en el
plasmido de expresion pET-22b para construir el plasmido de expresion de la neurregulina recombinante de humano
(pPET22b-neurregulina de humano). Este gen se expreso con eficacia bajo el impulso del promotor de T7. El extremo
amino del gen expresado se introdujo en el locus Ndel. El terminador en el extremo carboxilo esta a continuacion del
Ultimo aminoacido. La proteina expresada no formé una proteina de fusiéon con ningun aminoacido. Se obtuvo un
fragmento preciso de 183 pb después del andlisis de digestion con endonucleasa. El transformante se caracterizé
por digestion con endonucleasa. Se extrajo el ADN bicatenario para el analisis de su secuencia. Los resultados de la
secuenciacion confirmaron que la secuencia de la neurregulina de humano que llevaba el vector de expresion era
completamente correcta. La secuencia del ADNc determinada se recoge aqui:

AGC CAT CTT GTA AAA TGT GCG GAG AAG GAG AAA ACT TTC TGT GTG AAT GGA
GGG GAG TGC TTC ATG GTG AAA GAC CTT TCA AAC CCC TCG AGA TAC TTG TGC
AAG TGC CCA AAT GAG TTT ACT GGT GAT CGC TGC CAA AAC TAC GTA ATG GCC

AGCTTC TAC AAG GCG GAG GAG CTG TAC CAG (SEQ ID n.
basada en la secuencia del ADNc de aqui arriba es:

° 3). La secuencia de aminoacidos deducida

SHLVKCAEKEKTFCVNGGECFMVKDLSNPSRYLCKCPNEFTGDRCQNYVMASFYKAEEL
YQ (SEQ ID NO:4).
Fig. 5. Cribado por expresiéon de una cepa manipulada genéticamente

Después de la amplificacion por PCR y el andlisis por digestion con endonucleasa, una Unica colonia del clon
manipulado genéticamente (BL21-pET22b-neurregulina de humano) se picé aleatoriamente para inocularla en 2 ml
de medio liquido de LB-Amp. El cultivo se incubd durante una noche a 37 °C y se agité a 250 rpm. A continuacion,
se inocul6 una porcién del cultivo puro en 20 ml del medio LB-Amp. El cultivo se recogié después de la incubacion a
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37 °C hasta una vez que la turbidez se incrementé hasta una DOggo de 1,0 y después se le afiadio el IPTG durante 4
h para inducir la expresion. Los cuerpos de inclusion se recogieron después de que las células se destruyeran.

Después de la electroforesis en SDS-PAGE al 15%, el analisis de barrido en capa fina, la transferencia Western y la
repeticion del cribado, se caracterizé una cepa manipulada genéticamente (BL21-pET22b-neurregulina de humano)
y se puso en marcha con una expresion estable muy elevada de la proteina neurregulina deseada. La proteina
deseada que se estaba expresando representaba aproximadamente el 10% de la proteina total de esta cepa.
Después del proceso del homogeneizado a alta presion, la proteina deseada se present6é en forma de cuerpos de
inclusion.

La cepa manipulada genéticamente se analiz6 por electroforesis en SDS-PAGE después de la induccion de 4 h con
IPTG. Los cuerpos de inclusion representaban aproximadamente el 20% de las proteinas totales. La actividad
especifica de la neurregulina recombinante purificada era de mas de 5 x 10° EU/mg, lo que indica que la
construccion de la cepa productora de la neurregulina resulté satisfactoria. Ademas de la SDS-PAGE, de la
transferencia Western, y del analisis de la actividad biolégica en la etapa de cribado de la cepa, se llevaron a cabo
mas analisis, tal como el analisis de la composicion aminoacidica de la neurregulina y el analisis de la secuencia del
extremo amino. Estos resultados indican que la secuencia de aminoacidos de la neurregulina recombinante de
humano que se estaba expresando es la misma que la disefiada.

Ejemplo 2. Efecto terapéutico de la neurregulina 13 recombinante de humano sobre la insuficiencia cardiaca en las
ratas ocasionada por la ligacién de la arteria coronaria

1. Resumen

Objetivos. Estudiar el efecto terapéutico de la neurregulina 18 recombinante de humano (rhNRG-1B) sobre la
insuficiencia cardiaca en las ratas ocasionada por la ligacion de la arteria coronaria. Método. Se abre el térax de la
rata, el extremo descendente de la arteria coronaria se ligd con suturas no invasivas en el sitio entre la auricula
izquierda y el cono pulmonar, lo que pone en marcha un modelo de rata con insuficiencia cardiaca subaguda. En
general, aproximadamente 6 dias después de la ligacién, cuando la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo
disminuy6 hasta aproximadamente el 50%, los grupos se dividieron aleatoriamente, a saber, el grupo del modelo, el
grupo del farmaco problema y el grupo de pseudooperacion en el que solo se abrié el térax, y no se ligo la arteria
coronaria. Habia 10-13 animales en cada grupo, se pusieron en marcha 3 grupos de niveles de dosis que tenian 5,
10 y 20 pg/kg, respectivamente, para el grupo del farmaco de prueba, y se inyect6 el farmaco en la vena de la cola
una vez cada dia durante 10 dias consecutivos. Se realiz6 la determinacion de la funcidn cardiaca (ecocardiografia)
6 dias antes de la administracion del farmaco y después de la retirada del farmaco, se realiz6 la autopsia de los
animales problema, se pes6 el corazon, se determind el grosor de la pared ventricular, se evalud
anatomopatolégicamente y se determind el nivel de la renina-angiotensina-aldosterona. Resultados. Después de 5
dias consecutivos de administracion del farmaco a los 3 grupos de nivel de dosis de rhNRG-1B, la fraccion de
eyeccion (71,1 £ 12,0%, 64,4 + 12,9%, 62,9 + 8,4%) y la fraccion del acortamiento (36,9 + 9,7%, 32,0 + 9,5%, 30,3 +
6,1%) de los animales modelo aumentaron respectivamente todas y hubo una diferencia significativa entre la del
grupo de 20 pg/kg y 10 pg/kg en comparacion con el grupo del modelo (P < 0,01); ademas, los cambios de la
fraccion de eyeccion en el grupo del modelo con 20 ug/kg pudieron mantenerse durante unos 35 dias después de la
administracion del farmaco (P < 0,05); 20 ug/kg de rhNRG-1f pudieron reducir significativamente el area isquémica
del miocardio, incrementar el nimero de capilares de la lesion fibroética (P < 0,05); 20 pg/kg y 10 pug/kg de rhNRG-183
pudieron reducir la cantidad periférica de angiotensina | (Al), angiotensina Il (All), renina (PRA) y aldosterona (ALD),
y con una diferencia significativa cuando se comparé con la del grupo del modelo (P < 0,01, P < 0,05). No habia una
diferencia significativa entre el grupo con 10 dias consecutivos de inyeccion y el grupo con 5 dias consecutivos de
inyeccion (P < 0,05). Conclusion: Determinadas dosis de la rhNRG-1( inyectadas por via intravenosa durante 5 dias
consecutivos pudieron tratar con eficacia la insuficiencia cardiaca en la rata ocasionada por la ligacion de la arteria
coronaria.

2. Objetivos del experimento

Estudiar el efecto terapéutico de la rhNRG-1[3 sobre la insuficiencia cardiaca en la rata ocasionada por la ligacion de
la arteria coronaria.

3. Farmaco problema

La rhNRG-1B investigada y producida por Zensun (Shangai) Science & Technology Co Ltd., numero de lote:
200110006-2; concentracion: 500 ug/ampolla; determinacion de la titulacion; 5.000 u/ampolla; pureza: >95% (HPLC-
C8).

4. Animal para el experimento

4.1 Especie, origen y numero de certificado de competencia; rata Sprague Dawley®, proporcionada por el Centro de
Animales para Experimentos de la Academia de Ciencia China, numero de certificado de competencia: Zhong Ke
Yuan Dong Guan Hui 003;
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4.2 Masa corporal, género: 200-220 g, macho.
5. Reactivos y equipamiento
5.1 Ecocardiografo: Hewlett Packard Sonos 5500, tipo de sonda: S12;

5.2 Electrofisiografo de seis derivaciones, SMUP-C-6, fabricado por el Departamento de Fisiologia de la Universidad
Médica de Shangai;

5.3 Balanza electrénica, equipo Mateler-Tolido (Shanghai) Co Ltd;

5.4 Aguja permanente arteriovenosa, 20G, producida por la compafiia de equipos médicos Sino-America Weng Zhou
Hua Li;

5.5 Calibradores micrononio, Harbin Measure and Knife Factory;

5.6 Contador y radioinmune, GC-1200, sector de equipamientos fotoeléctricos Zhong Jia de la compafiia industrial
de tecnologia y ciencia general de la Universidad de Ciencia y Tecnologia de China;

5.7 Kits de renina y angiotensina, Al: Instituto Bio-Tech de Pekin Norte, nimero de lote: 0210; All: Instituto Bio-Tech
de Pekin Norte, nimero de lote: 2028;

5.8 Depilatorio, sulfuro de sodio al 8%, Planta quimica Xi Long de la Provincia de GuangDong, nimero de lote:
010622;

5.9 Hidrocloruro de ketamina, fabricado por Shanghai Zhong Xi Pharmaceuticals Co Ltd, nimero de lote: 20020401.
6. Método del experimento

6.1 Agrupamientos para el experimento

Se pusieron en marcha el grupo de pseudooperacion, el grupo del modelo y los grupos del farmaco problema.
Grupo de pseudooperacion (n = 10), a saber, toracotomia, pero sin ligar la arteria coronaria;

Grupo del modelo (grupo de control negativo) (n = 12): se inyectd el vehiculo de la preparacion (PB a 10 mM,
seroalbumina humana al 0,2%, manitol al 5%);

Grupo del farmaco problema (n = 13): la rhNRG-1 con 3 niveles de dosis, se pusieron en marcha 2 subgrupos para
cada grupo de nivel de dosis; en donde un grupo sirvid6 para la monitorizacion a largo plazo después de la
administracion del farmaco.

6.2 Se puso en marcha la dosis del farmaco problema y de la preparacion del farmaco, la via de administracion, los
momentos de inyeccion, la concentracion y el volumen del farmaco administrado.

Se pusieron en marcha los grupos de nivel de dosis alto, intermedio y bajo de 20 ug/kg, 10 pg/kg y 5 pg/kg,
respectivamente, de acuerdo con el resultado del experimento preliminar. El farmaco se diluyd con la solucién del
tampon de preparacion (PB a 10 mM, seroalbumina humana al 0,2%, manitol al 5%) a la concentracion necesaria.

Via de administracion del farmaco: en el grupo del farmaco problema asi como en el grupo del modelo, el farmaco
se inyectd en la vena de la cola una vez al dia durante 5 dias consecutivos. Se realizé la ecocardiografia el 6.° dia
antes de la administracion del farmaco, y luego se inyectd continuamente durante 5 dias. El volumen de cada
inyeccion de farmaco fue de 0,4 ml/100 g de masa corporal.

6.3 Método del experimento

6.3.1 Puesta en marcha del modelo de rata con insuficiencia cardiaca mediante la ligacién de la rama descendente
anterior de la arteria coronaria

Después de la anestesia con la inyeccion intraabdominal de ketamina a 100 mg/kg, se sujeto la rata sobre una placa
para ratas en posiciéon supina, se desinfecto la region del cuello con bromogeramina después de la depilacion. Se
realizé una incisién en la linea media, se hall6 la traquea después de separar el musculo cervical anterior, se insertd
un trocar permanente arterial de 18G en la traquea a nivel del cartilago traqueal 3-5, se tomo el estilete, se empujo la
canula de plastico 1-2 cm hacia la traquea, se fij6 para la conexién posterior con el ventilador para animal pequefio
(el volumen respiratorio era de unos 20 ml, la frecuencia era de 80/min). Después de cortar para abrir la piel de la
pared toracica anterior izquierda, se separ6 el musculo, se expuso la 4.2 y la 5.2 costilla, se atravesoé la pared
toracica con pinzas curvas, se separo el tejido bajo las costillas, se conecté el ventilador, se expuso el corazén, se
monitorizé el inflado de los pulmones y el latido del corazén, se desgarro el pericardio para abrirlo, se descubrid la
almohadilla de grasa superior, se expuso totalmente la auricula izquierda y el cono pulmonar, se ligo la arteria
coronaria izquierda entre las dos partes con una sutura no invasiva de 6/0 para el uso médico, el area infartada del
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miocardio (unos 8 mm x 8 mm) mostré un color violeta, sobresalia, y se redujo significativamente la actividad
después de la ligacién. A continuacion, se cerro la pared toracica, se bloqued la abertura del ventilador para inflar los
pulmones, se presiono con fuerza el térax para sacar el aire, y se suturd a continuacién el musculo toracico y la piel.
Se monitorizo la respiracion, después de que se recuperara la respiracion espontanea, se retird el ventilador, y se
devolvid el animal a su jaula para la crianza. En el grupo de pseudooperacion, so6lo se desgarré el pericardio para
abrirlo, pero no se ligo la arteria coronaria.

Se realizd la ecocardiografia de la rata operada unos 6 dias después de la operacion, y los animales con una
reduccion de aproximadamente el 50% del valor de fraccion de eyeccion (FE) se dividieron aleatoriamente en grupos,
en donde el valor de la FE de cada grupo era aproximadamente del 50%, y a continuacién comenzo la
administracion del farmaco.

6.3.2 Experimento farmacodinamico

Los animales con un valor de FE de aproximadamente el 50% se dividieron aleatoriamente entre el grupo del
modelo (grupo negativo) y los grupos del farmaco problema con 3 niveles de dosis, con 12-13 animales en cada
grupo. La via de administracion del farmaco en el grupo del farmaco problema y en el grupo del modelo fue la
inyeccion en la vena de la cola, una vez al dia durante 5 dias consecutivos. Después de la ecocardiografia el 6.° dia,
se administré el farmaco durante otros 5 dias consecutivos. El volumen del farmaco de cada inyeccion fue de 0,4
ml/100 g de masa corporal.

La ecocardiografia se realizé de nuevo después de terminar la administracion del farmaco, se realizo6 la autopsia de
los animales, se les pesd el corazon, se determind el grosor de la pared ventricular, se realizd el examen
anatomopatoldgico del corazoén, se recogié la sangre periférica, se separd el plasma, y se determind la renina-
angiotensina-aldosterona.

Algunos animales de prueba de diferentes grupos quedaron excluidos para el seguimiento a largo plazo.
6.3.3 Indice de observacion
6.3.3.1 Determinacion de la funcion cardiaca

Se realiz6 la ecocardiografia con anestesia con ketamina después de la ligaciéon y antes de la administracion del
farmaco, y el 6.° dia, 11.° dia de la administracién del farmaco, el indice principal incluia:

FE: fraccion de eyeccion del corazoén, que refleja la funcion de eyeccion del ventriculo;

FS: indice de acortamiento del eje menor del ventriculo, que refleja la funciéon de contraccion del ventriculo;
DdVI: diametro diastélico interno maximo del ventriculo izquierdo (cm);

DsVI: diametro sistdlico interno minimo del ventriculo izquierdo (cm).

6.3.3.2 Determinacion del contenido de renina-angiotensina-aldosterona en el plasma

Se envio a que lo realizara el departamento de radioisétopos del Hosptial Zhong Shan afiliado a la Universidad de
Fudan.

Se realizé la flebotomia de la arteria cardtida y se extrajo el plasma de acuerdo con las instrucciones del kit de
reactivos, se congel6 y se conservé a —20 °C. Se determind por inmunoensayo el contenido de la actividad de la
renina (PRA), angiotensina | (Al), angiotensina Il (All) y aldosterona (ALD).

6.3.3.3 Corte histolégico del miocardio
Fue realizado por el profesor Wand Bing Seng del centro de consultas de patologias dificiles de Shangai.

Después de fijarlo con formaldehido al 10%, el miocardio de la rata se seccion6 longitudinalmente con 3 cortes
equidistantes, se incluyd de manera convencional con parafina, se efectud el corte, se tifid con HE, se analiz6 la
imagen por el area de la region fibrotica del corazon, se conté el nimero de capilares en la lesion fibrética (unidad de
recuento: pieza/mm?); se tifid con Nagar-Oslen, y se estudié el tamafio de la region hipoxica isquémica en el
miocardio.

7. Procesamiento de los datos
Se realiz6 la prueba de la ¢t para los datos experimentales recogidos.
8. Resultado del experimento

8.1 Efecto de la rhNRG-1 sobre el funcionamiento del corazén isquémico en la rata
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Los resultados de la ecocardiografia realizada el dia 5 de la administracion del farmaco mostraron que el valor de la
FE (50,2 £ 8,4%) y el valor de FS (22,4 £ 4,6%) del grupo del modelo eran significativamente menores que la FE
(91,1 £ 2,4%) y la FS (57,3 £ 3,9) del grupo de pseudooperacion y con una diferencia significativa (P < 0,01). Tanto
el valor de FE (71,1 + 12,0%, 64,3 £ 12,8%, 62,9 + 8,4%) como el valor de FS (36,9 + 9,7%, 32,0 + 9,5%, 30,3
6,1%) de los grupos del farmaco problema (20, 10 y 5 pg/kg) se incrementaron significativamente una vez mas, y
habia una diferencia significativa cuando se comparé con los del grupo del modelo (P < 0,01).

Los resultados de la repeticion de la ecocardiografia que se realizé el dia 10 de la administracion del farmaco
mostraron que el valor de FE (42,7 £ 6,4%) y el valor de FS (18,3 = 3,2%) seguian siendo significativamente mas
bajos que la FE (95,0 £ 2,8%) y la FS (65,3 + 6,8%) del grupo de pseudooperacion y con una diferencia significativa
(P < 0,01). Aunque el valor de la FE (75,7 + 10,8%, 61,4 + 15,0%, 59,2 + 12,4%) y el valor de FS (41,3 + 11,0%, 30,3
+ 10,4%, 28,4 + 8,6%) de los grupos del farmaco problema (20, 10, 5 pg/kg) se seguian manteniendo a un nivel
relativamente alto, y habia una diferencia significativa cuando se comparo con los del grupo del modelo (P < 0,01),
no habia, sin embargo, ninguna diferencia significativa cuando se compard con los resultados a dia 5 de la
administracion del farmaco. Las tablas 1 a 6 muestran los resultados obtenidos de los dos experimentos.

Se observo el valor de la FE del corazén de rata en el grupo de los animales modelo y el grupo del farmaco
problema a los 5 dias de la administracion del farmaco y 35 dias después de retirar el farmaco, en donde el
resultado mostré que el valor de la FE del corazén de rata del grupo de rhNRG-1f3 a 20 pg/kg se mantuvo estable a
un nivel relativamente alto y habia una diferencia significativa cuando se comparé con el del grupo de los animales
modelo (P < 0,05) (tabla 7).

Tabla 1. Parametros de medicion de la funcién cardiaca antes administrar el farmaco en los animales modelo de
insuficiencia cardiaca producida por la ligaciéon de la rama descendente anterior de la arteria coronaria (1)

Grupo DdVi DsVI FE FS

Grupo de pseudooperacion (n = 6) 0,572 + 0,033* 0,258 + 0,046™* 89,5 +4,4** |552 +5,8**
Grupo del modelo (n = 12) 0,705 £ 0,117 0,558 +0,119 48,3+10,3 |21,3+5,6
Grupo de rhNRG-1 a 20 pg/kg (n = 13) 0,730 £ 0,108 0,575+0,119 |493+114 |21,7+6,4
Grupo de rhNRG-18 a 10 pg/kg (n = 13) 0,709 £ 0,099 0,555+0,102 |495+11,0 |22,1+6,1
Grupo de rhNRG-18 a 5 pg/kg (n = 13) 0,761 £ 0,075 0,596 £ 0,092 |49,3+10,6 |22,0+5,9

* P<0,05, ** P< 0,01, cuando se compara con el grupo de animales modelo.

Tabla 2. Parametros de medicion de la funcién cardiaca 5 dias después de la administracién del farmaco en los
animales modelo de insuficiencia cardiaca producida por la ligacién de la rama descendente anterior de la arteria

25 coronaria (1)

Grupo Administraciéon | DdVI DsVI FE FS

del farmaco
GréJ)po de pseudooperacion (n|i.v.cd x 5 0,549 + 0,046** | 0,234 + 0,027* | 91,1 + 2,4** 57,3 + 3,9**
Grupo del modelo (n = 12) iv.cd x5 0,79 £ 0,08 0,61+ 0,09 50,24 + 8,41 22,43 + 4,62
rhNRG-18 a 20 pg/kg (n =13) |i.v.cd x 5 0,70 £ 0,07** 0,46 £ 0,09** |71,07 £ 11,99** | 36,88 + 9,66**
rhNRG-1B a 10 pug/kg (n =13) |i.v.cd x 5 0,71+ 0,05* 0,51 +£0,09** |64,35+ 12,85** | 32,01 £ 9,564**
rhNRG-1B8 a5 ug/kg (n=11) |iv.cd x5 0,73 £ 0,05* 0,54 + 0,09* 62,90 + 8,39** |30,32 +6,11*

* P<0,05, ** P< 0,01, cuando se compara con el grupo del modelo.
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Tabla 3. Parametros de medicién de la funciéon cardiaca 10 dias después de la administracion del farmaco en los
animales modelo de insuficiencia cardiaca producida por la ligacién de la rama descendente anterior de la arteria

coronaria (1)

Grupo Administracién | DdVI DsVI FE FS

del farmaco
Pseudooperacion (n = 6) i.v.cd x 10 0,466 + 0,041**| 0,159 + 0,036** | 95,0 + 2,8* 65,3 +6,8*
Grupo del modelo 1 (n = 10) i.v.cd x 10 0,8+0,11 0,7+0,11 427 + 6,36 18,3+ 3,19
rhNRG-18 a 20 pg/kg (n=10) |i.v.cd x 10 0,6 £0,12** 0,5+ 0,14** 75,7 £10,78* 41,3 + 10,98**
rhNRG-18 a 10 pg/kg (n =10) |i.v.cd x 10 0,7 £ 0,07** 0,51 +£0,14** 61,4 £ 15** 30,3 + 10,36
rhNRG-1 a 5 ug/kg (n = 10) i.v.cd x 10 0,72 +0,10* 0,55 +0,12* 59,2 +12,37** | 28,4 + 8,62**

* P<0,05, ** P< 0,01, cuando se compra con el grupo del modelo.

Tabla 4. Parametros de medicién de la funciéon cardiaca 10 dias después de la administracion del farmaco en los
animales modelo de insuficiencia cardiaca producida por la ligacién de la rama descendente anterior de la arteria

coronaria (ll)

Grupo DdVi DsVI FE FS

Grupo de pseudooperacion (n = 6) 0,544 + 0,071* | 0,215 + 0,053** |93 + 2,9** 60,8 £ 5,2**
Grupo del modelo (n = 12) 0,66 + 0,10 0,52 + 0,11 46,98 + 14,17 |20,85+7,38
rhNRG-18 a 20 ug/kg (n = 12) 0,74 +£0,12 0,56 + 0,11 52,29 + 12,87 |23,89+7,28
rhNRG-18 a 10 pg/kg (n = 12) 0,64 + 0,11 0,49 + 0,11 51,67 £ 11,92 23,27 6,73
rhNRG-18 a 5 ug/kg (n = 12) 0,66 + 0,11 0,51+0,12 50,81 £ 12,55 | 22,83 + 6,92

* P<0,05, ** P< 0,01, cuando se compara con el grupo del modelo.

Tabla 5. Parametros de medicion de la funcién cardiaca 5 dias después de la administracién del farmaco en los
animales modelo de insuficiencia cardiaca producida por la ligacién de la rama descendente anterior de la arteria

coronaria (ll)

Grupo Administraciéon | DAVI DsVI FE FS

del farmaco
Grgl)po de pseudooperacion (n|i.v.cd x 5 0,553 + 0,063** | 0,215 + 0,052** | 93,1 + 3,9** 61,4 +£6,2*
Grupo del modelo (n = 10) iv.cd x5 0,87 + 0,11 0,74 + 0,14 38,00+ 12,36 |16,35+5,55
rhNRG-18a 20 ug/kg (n=9) |iv.cd x5 0,68+0,11** |0,46+£0,17** |65,47 20,48 |34,23 + 15,42**
rhNRG-1B8 a 10 ug/kg (n =12) |i.v.cd x5 0,72+0,13** |0,54 £0,14** |56,51 + 12,68** | 26,53 + 8,48**
rhNRG-18 a5 ug/kg (n=10) |i.v.cd x5 0,74 +0,11* 0,58 + 0,18* 56,76 + 16,10** | 28,35 + 10,64**

* P<0,05, ** P< 0,01, cuando se compara con el grupo del modelo.
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Tabla 6. Parametros de medicién de la funciéon cardiaca 10 dias después de la administracion del farmaco en los
animales modelo de insuficiencia cardiaca producida por la ligacién de la rama descendente anterior de la arteria
coronaria (ll)

Grupo Administraciéon | DAVI DsVI FE FS
del farmaco

Grupo de pseudooperacion (n|i.v. cd x 10 0,539 + 0,015 | 0,204 + 0,017**| 93,8 + 1,6** 62,2 + 3,6™

=6)

Grupo del modelo (n = 10) i.v.cd x 10 0,81+0,13 0,69+0,13 36,13+ 10,10 |15,18 + 5,01

rhNRG-1B8 a 20 pg/kg (n=8) |i.v.cd x 10 0,65+0,09* |0,42+0,13* 70,22 +14,15*|36,49 + 11,27**

rhNRG-1B a 10 pg/kg (n =12) |i.v.cd x 10 0,68 +0,08** |0,49+0,17** 66,54 + 15,81**|34,28 + 12,64**

rhNRG-1B a 5 ug/kg (n = 9) i.v.cd x 10 0,70 + 0,08* 0,53 +0,16* 57,90 £ 19,54** | 29,26 + 14,19*

* P<0,05, ** P< 0,01, cuando se compra con el grupo del modelo.

Tabla 7. Valor de la FE de la funcién cardiaca medida a los 5 dias de la administracion del farmaco y 35 dias
después de la retirada del farmaco en los animales modelo

Después de la ligacion|Después de 5 dias|Después de 5 dias de
antes de la administracion|de  administracion | administracion del farmaco y 35 dias
del farmaco del farmaco después de la retirada del farmaco

rhNRG-18 a 20 ug/kg 52,4 +13,8 79,2 +4,7* 73,0 £ 20,3*

rhNRG-18 a 10 ug/kg 52,2+12,8 77,3+11,6 63,8 + 23,8

rhNRG-1B a 5 pg/kg 53,1+12,8 75,8+ 15,3 69,9 + 28,6

Grupo del modelo 53,0+12,6 62,6 + 16,7 52,5+29,9

Grupo de pseudooperacion [94,4 + 3,7** 94,1 + 2,5** 95,1 + 2,3**

* P<0,05; ** P< 0,01, cuando se compara con el grupo de animales modelo
8.2 Efecto de la rhNRG-18 sobre la histopatologia del miocardio de la rata modelo
8.2.1 Efecto de la rhNRG-1f sobre la gravedad de la isquemia de miocardio y la hipoxia en los animales modelo

En el corte tefiido con Nagar-Oslen, el miocardio normal se tifid con color amarillo tenue, mientras que el area
hipoxica isquémica se tifid con mas intensidad de color rojizo. Los cambios hipdxicos isquémicos se pudieron
analizar con este método y se pudo realizar la comparacion de la prueba cualitativa y semicuantitativa.

En las figuras 6 a 15 se muestran los cambios histologicos de diferentes grupos problema. El miocardio del grupo del
modelo se tifid de color mas intenso, una gran region del miocardio se tifid de color rojo, mientras que la del grupo
de pseudooperacion se tifié de amarillo, sin ningun area tefida de rojo; las células del miocardio tefiidas de rojo con
la rhNRG-1p a 20 pg/kg mostraban una distribucién puntiforme; el tejido tefiido de rojo de los grupos con 10 ug/kg y
5 pg/kg mostré una distribucion desigual, lo que demuestra que la rhNRG-13 podia aliviar la gravedad de los dafios
hipéxicos isquémicos.

8.2.2 Efecto de la rhNRG-1B sobre la regeneracion capilar en el area fibrética del miocardio isquémico de la rata
modelo

Los cambios del nimero de capilares en el tejido del miocardio de diferentes grupos problema se estudiaron con el
sistema de analisis de imagen de Leica. Los resultados revelaron que habia un incremento del nimero de capilares
en la lesion fibrotica del miocardio del animal modelo en el grupo del farmaco problema con la rhNRG-1B, y que
habia una diferencia significativa entre el grupo de nivel de dosis a 20 ug/kg y el grupo del modelo (P < 0,01), sin
que se observara ninguna diferencia estadistica entre los grupos del nivel de dosis de 10 ug/kg y 5 pug/kg y el grupo
del modelo, lo que demuestra que la dosis alta de rhNRG-18 (20 pg/kg) podria favorecer la proliferacion capilar en la
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lesion fibrotica del miocardio después de la ligacion de la arteria coronaria en la rata (tabla 8, figuras 16y 17).

Tabla 8. Efecto de la rhNRG-1f3 sobre la regeneracion capilar en el area fibrética del miocardio del animal modelo.

Grupo Administracion del farmaco | Numero de capilares (l) Numero de capilares (Il)
Grupo de pseudooperacion |i.v. cd x 10 00 00

Grupo del modelo i.v.cd x 10 6,49 + 2,17 13,7+5,5

rhNRG-18 a 20 pg/kg i.v.cd x 10 10,12+ 3,0 ** 24,6 £ 9,5

rhNRG-18 a 10 pg/kg i.v.cd x 10 8,99+ 3,3 19,6 £8,5

rhNRG-18 a 5 ug/kg i.v.cd x 10 9,35+4,2 15,0+6,9

** P < 0,01, cuando se compara con el grupo del modelo.
8.3 Efecto de la rhNRG-18 sobre la cantidad de renina-angiotensina-aldosterona en el plasma del animal modelo

Se determind la concentracion de la renina (PRA), la angiotensina | (Al), la angiotensina Il (All) y la aldosterona (ALD)
en el plasma de diferentes grupos del farmaco problema mediante radioinmunoensayo. En el grupo de animales
modelo, los resultados mostraron que la PRA, la Al, la All y la ALD eran de 3,506 + 1,78 ng/ml.h, 10,655 + 1,18
ng/ml, 1366,38 + 577,33 pg/ml y 1,738 + 0,34 ng/ml, respectivamente; en comparacién con los del grupo de
pseudooperacion (1,315 + 0,96 ng/ml, 8,125 + 1,57 ng/ml, 564,37 + 273,56 pg/mly 1,113 + 0,45 ng/ml), el contenido
se incremento significativamente, y la diferencia era estadisticamente significativa (P < 0,05).

La concentracion de la Al (7,40 + 12,15, 7,65 + 1,40 ng/ml) y de la All (641,47 + 283,86, 468,58 + 165,10 pg/ml) en el
plasma se redujo significativamente en el grupo de rhNRG-18 a 20 y 10 ug/kg, con una diferencia significativa (P <
0,01); la PRA (1,337 + 1,09, 1,075 + 1,50 ng/ml.h) y la ALD (1,02 + 0,27, 1,26 + 0,38 ng/ml) se redujo
significativamente también y habia una diferencia significativa cuando se comparé con el grupo de animales modelo
(P < 0,05). Sin embargo, cuando se compard con el grupo de pseudooperacion, la diferencia no tenia ninguna
implicacion estadistica (P > 0,05), lo que demuestra que determinado nivel de dosis de rhNRG-1f podia reducir el
contenido de PRA, Al, All y ALD en el plasma de la rata después de la ligacion de la arteria coronaria (tabla 9).

Tabla 9. Renina (PRA), angiotensina | (Al), angiotensina Il (All) y aldosterona (ALD) en el plasma de diferentes
animales modelo del grupo problema

Grupo Administracion | Al (ng/ml) All (pg/ml) ALD (ng/ml) PRA (ng/ml.h)
del farmaco

Pseudooperacion n = 6 i.v.cd x 10 8,125 +1,573* | 564,370 + 273,56*| 1,113 + 0,447* | 1,315 + 0,96*

rhNRG-1B (n = 6) i.v.cd x 10 10,655 + 1,178 | 1366,38 + 577,33 | 1,738 £ 0,337 |3,506 + 1,78

rhNRG-1B a 20 pg/kg (n =6) |i.v.cd x 10 7,400 £ 2,15** | 641,47 + 283,86 |1,018 + 0,266**| 1,337 + 1,09*

rhNRG-1B a 10 pg/kg (n =6) |i.v.cd x 10 7,654 + 1,399** | 468,583 + 165,1** | 1,264 + 0,382* 1,075+ 1,5*

rhNRG-1B a5 ug/kg (n =6) |i.v.cd x 10 10,036 + 2,283 807,304 + 333,46 | 1,472 +0,413 |4,032 + 1,81

* P<0,05, ** P< 0,01, cuando se compara con el grupo del modelo.
9. Conclusién

Cuando se compara con la fraccion de eyeccion (50,2 + 8,4%) y la fraccion de acortamiento (22,4 + 4,6%) del grupo
de control con modelo, tres niveles de dosis de rhNRG-1f inyectadas durante 5 dias consecutivos pudieron elevar la
fraccion de eyeccion (71,1 + 12,0%, 64,4 + 12,9%, 62,9 + 8,4%) y la fraccidon de acortamiento (36,9 + 9,7%, 32,0 +
9,5%, 30,3 = 6,1%), y habia una diferencia significativa entre el grupo con 20 pg/kg y con 10 ug/kg, y el grupo de
animales modelo (P < 0,01), ademas, los cambios de la fraccion de eyeccion del animal modelo del grupo del
farmaco problema pudieron mantenerse durante aproximadamente 35 dias después de la administracion del
farmaco (P < 0,05); 20 ug/kg de rhNRG-1f3 pudieron reducir significativamente el area hipoxica isquémica del
miocardio, incrementar el niumero de capilares en la lesion fibrotica (P < 0,05); 20 pyg/kg y 10 ug/kg de rhNRG-13
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pudieron reducir la concentracion de la angiotensina | (Al), de la angiotensina Il (All), de la renina (PRA) y d la
aldosterona (ALD) en la sangre periférica de los animales modelo, con una diferencia significativa cuando se
compard con el grupo de animales modelo (P < 0,01, P < 0,05). No habia ninguna diferencia significativa entre los
que tuvieron 10 dias consecutivos de administracion del farmaco y los que tuvieron 5 dias consecutivos de
administracion del farmaco (P < 0,05).

Los resultados del experimento mostraron que determinada dosis de 20 ug/kg de rhNRG-1B inyectados por via
intravenosa durante 5 dias consecutivos pudieron tratar con eficacia la insuficiencia cardiaca de rata ocasionada por
la ligacion de la arteria coronaria.

Ejemplo 3. Efecto terapéutico de 20 pg/kg de rhNRG-1B sobre la insuficiencia cardiaca ocasionada por la
adriamicina en la rata Sprague Dawley®

1. Resumen

Objetivos. Estudiar el efecto terapéutico de 20 pg/kg de rhNRG-1 sobre la miocarditis tdxica ocasionada por la
adriamicina en las ratas. Método. Se inyectaron 3,3 mg/kg de adriamicina en la vena de la cola de las ratas Sprague
Dawley®, una vez a la semana durante 4 inyecciones consecutivas, este ajuste de adriamicina ocasion6 el modelo
de miocarditis toxica de las ratas Sprague Dawley®. Se pusieron en marcha 3 grupos de niveles de dosis de rhNRG-
1B, que fueron inyecciones intravenosas de 10, 20 y 40 pg/kg cada dia (cd) durante 10 dias consecutivos. Se siguid
la supervivencia de los animales; al final del experimento, se determiné el indice dinamico del torrente circulatorio, la
proporcidon de masa cardiaca/masa corporal y el examen anatomopatologico del miocardio, y también se determind
la concentracion de la troponina T en el suero (cTnT). Resultados. La tasa de supervivencia de las dosis de 40, 20 y
10 pg/kg de rhNRG-1 se incrementd significativamente cuando se compar6 con la tasa de supervivencia del 15%
de los animales modelo, alcanzé el 85%, 90% y 60% respectivamente, la dp/dt, la -dp/dt y la PVImax de los grupos
de nivel de dosis alto, intermedio y bajo del farmaco problema aumentaron significativamente, la dp/dt alcanzé 5954
+ 689, 6107 + 418 y 4875 + 636, respectivamente, la -dp/dt era de —4794 + 954, —4323 + 457 y -3672 + 884,
respectivamente, la PVImax era de 165,7 + 22,7, 156,1 + 17,7 y 145 + 15,2, respectivamente, no habia ninguna
diferencia significativa cuando se comparé con el grupo de animales modelo (P < 0,001), sin que hubiera, ademas,
ninguna diferencia significativa en dp/dt, -dp/dt, PVImax entre los grupos de dosis de 40 y 20 ug/kg y el grupo de
dosis de 10 pg/kg (P < 0,05), y era de algin modo dependiente de la dosis; 40, 20 y 10 ug/kg de rhNRG-1[3 pudieron
aliviar con eficacia la gravedad del dafio del miocardio en los animales modelo, redujeron la cantidad de troponina T
en el suero (cTnT), habia 0,025 + 0,011, 0,031 + 0,006 y 0,074 + 0,024, respectivamente, con una diferencia
significativa cuando se compar6 con la de 0,205 + 0,072 del grupo del modelo (P < 0,01). Conclusion. Con 20 pg/kg
de rhNRG-1[3 se pudo tratar con eficacia el dafio del miocardio por toxicidad ocasionado por la adriamicina en la rata.

2. Objetivos del experimento
Estudiar el efecto terapéutico de la rhNRG-13 sobre la miocarditis toxica ocasionada por la adriamicina en la rata.
3. Farmaco problema

La rhNRG-1B, proporcionada por Zensun (Shanghai) Science & Technology Development Co. Ltd. Nimero de lote:
200110006-2 Especificacion: 500 pg/ampolla. Determinacion del titulo: 5000 u/ampolla; Pureza: >95% (HPLC-CS8).

4. Animal para el experimento

Rata Sprague Dawley®: suministrada por el Centro de Animales para Experimentos de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Fudan, ndmero de certificado de competencia animal: Yi Dong Zi 02-22-11. Masa corporal: 250 + 30
g, macho.

Los animales se dividieron aleatoriamente en grupos, 20 animales en cada grupo, se criaron en jaulas
independientes.

La temperatura ambiental de las jaulas era de 18-22 °C, con una humedad relativa del 50-70%.
5. Reactivos y equipamiento

Electrofisiégrafo de seis derivaciones, SMUP-C-6, fabricado por el Departamento de Fisiologia de la Universidad
Médica de Shanghai;

Intercambiador de energia (Japan Photoelectricity Industry Company, NIHON KOHDEN, modelo: TP-400T);

Dispositivo electroquimico para inmunoanalisis automatico por luminiscencia (modelo 2010): Roche Diagnostics Co
Ltd, nimero de lote 158468;

Balanza electrénica de precision, (Mateler-Tolido Equipment Co Ltd; max: 610 g, d = 0,01 g); calibradores
micrononio (Harbin Measure & Knife Factory, 0,05 mm);
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Aguja permanente arteriovenosa, 20Gm producida por la compafia de productos sanitarios Sino-America Weng
Zhou Hua Li;

Kit de reactivos para la determinacion de la troponina en el suero (Behring Diagnostic Inc.).

6. Método del experimento

6.1 Agrupacion del experimento

Se pusieron en marcha el grupo de control normal, el grupo de animales modelo y el grupo del farmaco problema;

Grupo del modelo (grupo de control negativo: adriamicina, fabricada por MingZhi Pharmaceuticals; prefectura de
economia especial ShanTou (numero del lote: 000201; fecha de caducidad: 2003.2);

Grupo del farmaco problema: grupo con rhNRG-13.

6.2 Ajuste de la dosis, preparacion del farmaco problema, via de administracion del farmaco, momentos de
administracion del farmaco, concentracion y volumen del farmaco problema

Del grupo del farmaco problema, se pusieron en marcha 3 niveles de dosis de 10, 20 y 40 ug/kg. Se disolvieron con
1 ml de agua para la inyeccidon y se ajustaron a la concentracion necesaria con el excipiente. El componente
principal del excipiente era manitol al 5% para la inyeccién, seroalbimina humana al 0,2% para la inyeccion,
soluciéon de tampoén de fosfato a 10 mM, suministrada por Zensun (Shanghai) Science & Technology Development
Co Ltd. El farmaco problema se preparé antes de la inyeccion.

La rhNRG-1B se inyectd en la vena de la cola en un plazo de 24 horas desde la primera inyeccion de adriamicina, y
la inyeccion de rhNRG-1B se realiz6 una vez al dia durante 10 dias. La dosis se ajustdé de acuerdo con la masa
corporal, y el volumen del farmaco administrado fue de 0,2 ml/100 g.

6.3 Método del experimento
6.3.1 Método de construccion del modelo animal de insuficiencia cardiaca

Sobre la base de la «Guidance Principle of New Drug Preclinical Experiment», 3,3 mg/kg de adriamicina se
inyectaron en la vena de la cola, una vez a la semana durante 4 inyecciones consecutivas, y se puso en marcha el
modelo de rata con miocarditis téxica ocasionada por la adriamicina.

6.3.2 Experimento farmacodinamico

La rhNRG-1pB se inyectd en la vena de la cola en un plazo de 24 horas desde la primera inyeccion de adriamicina.
Durante el experimento, se monitorizd dinamicamente la supervivencia animal, y los indices de la funcion cardiaca
(tasa maxima de incremento de la presion dentro del ventriculo izquierdo, dt/dpmax, tasa maxima de la disminucion
de la presion dentro del ventriculo izquierdo, -dp/dt, presién telesistdlica del ventriculo izquierdo PVImax, presion
telediastdlica del ventriculo izquierdo PVImin) se monitorizaron a la 5.2 semana. Se realiz6 el corte histolégico del
tejido cardiaco y se examinaron los cambios anatomopatoldgicos.

6.3.3 indice de observacién
6.3.3.1 Tasa de supervivencia

La situacion de la supervivencia se registr6 cada semana y se calcul6 la tasa de supervivencia de los diferentes
grupos experimentales. Tasa de supervivencia (%) = ndmero de animales supervivientes/nimero de animales
experimentales x 100.

6.3.3.2 Razoén de masa cardiaca/masa corporal, corte histologico del tejido cardiaco

Se extirpd el corazén después de la toracotomia (se debe reservar la auricula), el pes6 el corazén después de
secarlo con papel absorbente, se calculé la proporcion de masa cardiaca/masa corporal; se midié el diametro
externo del corazén a la mitad del corazén puesto en vertical; media parte del ventriculo izquierdo se abrid
transversalmente, se midié el grosor maximo de la pared libre del ventriculo izquierdo; se fijo el corazén con
formaldehido al 10%, se incluy6 en parafina y se tifié con HE, y se observo la estructura del miocardio al microscopio
optico, lo que le dio una puntuacion patoldgica.

Criterios de la puntuacion patolégica:

Grado 0: Estructura del miocardio normal, sin atrofia ni hipertrofia de los cardiomiocitos, con vacuola, estriacion
transversal clara; organizacion regular del miocardio; endocardio y pericardio sin anomalias; ningdin cambio en los
vasos sanguineos ni en el tejido intersticial.
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Grado 1: Se observo una disolucion focal del citoplasma del miocardio y formacion de vacuolas en algunas células
ocasionales del miocardio, mientras que las células del miocardio circundantes siguen pareciendo normales.

Grado 2: Se observo atrofia, disolucién del citoplasma del miocardio y formacién de vacuolas con una extension de
pequefia a media del agrupamiento de cardiomiocitos, y también se observo necrosis focal pequefia de los
cardiomiocitos.

Grado 3: Gran extensién de la atrofia difusa de los cardiomiocitos, disolucién del citoplasma o formacién de vacuolas
con una necrosis notable. Se pudo realizar una puntuacion entre el grado 1y el grado 2 o entre el grado 3 y el grado
3, p. €j., grado 1,5, grado 2,5, etc.

6.3.3.3 Determinacion del indice hemodinamico

Se midié el indice hemodinamico, tal como tensién en la arteria carétida, tension intraventricular. Se midié la dp/dt
con un fisibgrafo de seis derivaciones. Procedimiento principal: separar la arteria carétida derecha, ligar su extremo
distal y bloquear su extremo proximal con pinzas arteriales, se insertdé una aguja permanente arteriovenosa de 20G
en la arteria carotida, se retird el estilete medial, se soltaron las pinzas de la arteria, en empujo el trocar de plastico
hasta alcanzar la profundidad adecuada, se mantuvo durante 10 minutos, se observo el estilo de la onda registrada
mediante el fisidbgrafo, después de que fuera estable, a continuacion se registré la tension en la arteria carétida y se
empujoé aun mas el trocar al interior del ventriculo izquierdo, se mantuvo en este lugar durante 15 minutos, después
de que fuera estable, y a continuacion se registraron dp/dt, -dp/dt, PVImax ¥y PVimin.

6.3.3.4 Determinacion de la cantidad de troponina T (cTnT) en el suero

Se extrajeron 2 ml de sangre arterial, se obtuvo el suero, se congel6 y se conservo a —20 °C, se determiné el
contenido de cTnT en el suero con el método electroquimico irradiado enviado a que lo realice el Laboratorio Clinico
del Hospital Zhong Shang.

7. Procesamiento de los datos

Los datos se expresaron como X + DE. Se analiz6 la diferencia entre grupos con un andlisis de varianza
monofactorial.

8. Resultados del experimento
8.1 La adriamicina pudo inducir la miocarditis téxica complicada con insuficiencia cardiaca en las ratas

Véase la tabla 10 y la figura 18. Se inyectaron por via intravenosa 3,3 mg/kg de adriamicina una vez a la semana
durante 4 inyecciones consecutivas, 5 semanas después, la tasa de supervivencia animal era del 15%, se observo
un dafio significativo en la funciéon cardiaca de las ratas supervivientes, su dp/dt, -dp/dt, PVImax, PVImin eran el
43%, 47%, 58% y 37% del valor normal, respectivamente, la puntuacion patoldgica del tejido del miocardio era 2,33
+ 0,26, la tasa de morbilidad relativa era del 100%, la cTnT en el suero se incremento significativamente y alcanzé
los 0,2 ng/ml, lo que demostré que se habia puesto en marcha satisfactoriamente la miocarditis toxica y la
insuficiencia cardiaca resultante ocasionadas por la adriamicina en el animal modelo.

Tabla 10. Diferentes indices determinados en el modelo de rata con miocarditis tdxica inducida por la adriamicina

Grupo de control Grupo de animales modelo

Tasa de supervivencia (%) 100 15
Puntuacion patologica del tejido del miocardio 0 2,33 +0,26*
dp/dt (mmHg/s) 6235 + 423 2674 + 446**
—dp/dt —4590 + 1003 —2141 + 596**
PVImax (mmHg) 181,4 + 15,4 106,1 + 21,2*
PVimin -27,1+10,2 -10,0 £ 4,7**
cTnT (ng/ml) 0,001 + 0,000 0,205 + 0,072*

Masa cardiaca/masa corporal

0,0032 + 0,0002

0,0031 + 0,0001
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Grosor de la pared del ventriculo izquierdo (mm) 1,88 £0,15 1,73+0,16

Perimetro del corazén (mm) 31,0+1,1 30,6 £0,1

n = 20, X £ DE, cuando se compard con el grupo normal, analisis de varianza, *P < 0,05, ** P < 0,001.

En la figura 18 se ilustra el corte histolégico del miocardio de la miocarditis toxica de la rata Sprague Dawley®
inducida por la adriamicina; a: grupo de control normal: la puntuaciéon patolégica del miocardio era 0, sin atrofia ni
hipertrofia de los cardiomiocitos, con formacién de vacuolas, se pudo observar con claridad las estrias transversales;
el miocardio tenia una organizacion regular; ninguna anomalia del endocardio ni del pericardio; ningin cambio de los
vasos ni del tejido intersticial; b: grupo de los animales modelo: la puntuacion patologica del miocardio era 3, gran
area de necrosis y disolucion de los cardiomiocitos.

8.2 Efecto de la rhNRG-1 sobre la tasa de supervivencia de los animales modelo

Los resultados mostraban que, al extender la duracién del experimento, los tres niveles de dosis de rhNRG-1B
pudieron reducir significativamente la mortalidad de los animales modelo, y la tasa de supervivencia de los animales
modelo del grupo de dosificacion de 20 pg/kg llego a alcanzar el 90% (P < 0,01) (figura 19).

8.3 Efecto de la rhNRG-1 sobre la funcién cardiaca de los animales modelo

Después de la administracion del farmaco, aumenté un poco la dp/dt y la PVImax en todos los animales del grupo
del farmaco problema. Mediante el analisis de varianza monofactorial con el programa informatico SPSS, la
comparacion entre grupos mostré que la dp/dt y la -dp/dt de los animales del grupo del farmaco problema eran
significativamente mayores que las del grupo de animales modelo (P < 0,001), si bien la diferencia no era
significativa cuando se compararon con las del grupo de control (P > 0,05). Las de los grupos de dosis de 40 y 20
pg/kg eran significativamente mas altas que las del grupo de 10 pg/kg (P < 0,01); la PVImax del grupo del farmaco
problema (40, 20 y 10 ug/kg) era significativamente mas alta que la del grupo de animales modelo (P < 0,001), y
también, ademas, la diferencia entre los diferentes grupos del farmaco problema era estadisticamente significativa
(P < 0,05), lo que demostraba que la rhNRG-1B3 podia mejorar con eficacia la funcién cardiaca de los animales
modelo y era dependiente de la dosis. Los resultados de los dos experimentos eran coincidentes (tablas 11y 12).

Tabla 11. Efecto de la rhNRG-1 sobre la funcién cardiaca de los animales modelo (I)

Grupo Administracion +dp/dt —dp/dt PVimax PVImin

del farmaco (mmHg/s) (mmHg/s) (mmHg)
(mm Hg)

Grupo de control normal (n = 8) 6235 + 423** | —4590 £ 1003**| 181,4 + 15,4** | -27,1 £ 10,2**

Grupo del modelo (n = 6) iv.cdx10d 2674 + 446 —-2141 + 596 106,1 + 21,2 -10+4,7

rhNRG-18 a 40 ug/kg (n = 8) iv.cdx10d | 5954 + 689** | —4794 + 954** | 165,7 £ 22,7** | -27,4 + 10**

rhNRG-18 a 20 ug/kg (n = 8) iv.cdx10d | 6107 +418* | —4323 +457** | 156,1 £ 17,7** | —26,9 £ 9,7**

rhNRG-18 a 10 ug/kg (n = 8) iv.cdx10d | 4875+636* | —3672+884* | 145+ 152" | —24,5 £+ 9,6™*

* P<0,05; ** P< 0,001, cuando se compara con el grupo de los animales modelo.

Tabla 12. Efecto de la rhNRG-1 sobre la funcién cardiaca de los animales modelo (l1)

Muestra Administracion +dp/dt —dp/dt PVimax PVImin
del farmaco (mmHg/s) (mmHg/s) (mmHg)
(mm Hg)
Grupo normal (n = 8) 5872 + 342** | —4626 + 896** 159 + 25** -22,7 +12*
Grupo de animales modelo (n =| i.v.cd x10d 2675 + 359 2137 + 334 103,9+11,5 -11,3+5,4
8)
rhNRG-18 a 40 ug/kg (n =7) iv.cdx10d | 6041+461* | —4529 +274** | 166,3 + 12,4** | —22,2 + 11,4*
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rhNRG-1B a 20 pg/kg (n =7) iv.cdx10d | 5833 +416** | —4345+807** | 157,7 12" | -26,6 +7,4*

rhNRG-1B a 10 pg/kg (n = 8) iv.cd x10d | 4956 + 352** | -3626 + 1056**| 158,2 £ 22,9** | -22,4+18

* P<0,05; ** P< 0,001, cuando se compara con los animales modelo.
8.4 Efecto de la rhNRG-1[ sobre la estructura del miocardio de los animales modelo

La rhNRG-1B pudo reducir significativamente la gravedad del dafio de las células del miocardio en los animales
modelo, pudo reducir significativamente la puntuacién patolégica y la diferencia era estadisticamente significativa
cuando se compar6 con la del grupo del modelo (P < 0,01, P < 0,05). En las tablas 13 y 14 y en la figura 20 se
muestran los resultados de los dos experimentos.

Figura 20. Efecto de la rhNRG-1p sobre la estructura del miocardio de los animales modelo

a: La puntuacién patoldgica del miocardio del modelo animal era de 3, con gran area de necrosis y disolucion de las
células del miocardio; b: grupo del farmaco problema a 40 ug/kg, la puntuacion patolégica del miocardio era 1, la
mayoria de las células del miocardio eran normales, habia disolucion local y esporadica del citoplasma del miocardio
en algunas de las células del miocardio; c: grupo del farmaco problema a 20 upg/kg, la puntuacion patolégica del
miocardio era 1, la mayoria de las células del miocardio eran normales, habia una disoluciéon local y esporadica del
citoplasma del miocardio en algunas de las células del miocardio; d: grupo del farmaco problema a 130 ug/kg, la
puntuacion patolégica del miocardio era 1,5, se observé degeneracion de las vacuolas en un agrupamiento pequefio
de células del miocardio.

Tabla 13. Efecto de la rhNRG-1 sobre los cambios patologicos del miocardio de los animales modelo (1)

Grupo Administraciéon del farmaco Puntuacion patolégica
Grupo normal (n = 6) 0,00 + 0,00*
Grupo de modelo (n = 6) iv.cdx10d 2,33+0,26
rhNRG-18 a 40 pg/kg (n = 6) iv.cd x 10d 0,33 £ 0,41**
rhNRG-18 a 20 pg/kg (n = 6) iv.cd x 10d 1,17 £ 0,93*
rhNRG-18 a 10 pg/kg (n = 6) iv.cd x 10d 1,83 +0,41*

* P<0,05; ** P< 0,01 cuando se compara con el grupo de los animales modelo.

Tabla 14. Efecto de la rhNRG-1 sobre los cambios patoldgicos del miocardio de los animales modelo (I1)

Grupo Administracion del farmaco Puntuacion patologica
Grupo normal (n = 6) 0+0*

Grupo del animal modelo (n = 6) iv.cdx10d 2,75+ 0,274
rhNRG-18 a 40 pg/kg (n = 6) iv.cd x 10d 0,583 + 0,204**
rhNRG-18 a 20 pg/kg (n = 6) iv.cd x 10d 1,667 + 0,931*
rhNRG-18 a 10 pg/kg (n = 6) iv.cd x 10d 2,167 £ 0,516*

* P<0,05; **P < 0,01, cuando se compara con el grupo de los animales modelo.
8.5 Efecto de la rhNRG-1 sobre la cTnT del suero de los animales modelo

Después de la administracion del farmaco, el contenido de cTnT en el suero se redujo significativamente en cada
grupo de animales, y la cTnT en el suero de los grupos de nivel de dosis alto, intermedio y bajo era
significativamente mas baja que la del grupo del modelo (P < 0,001). Los resultados de los dos experimentos eran
coincidentes (tablas 15y 16).
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Tabla 15. Efecto de la rhNRG-1p sobre la cTnT del suero de los animales modelo (l)

Grupo Administracion del farmaco cTnT (ng/ml)

Grupo normal (n = 5) 0,001 £+ 0,000**

Grupo del modelo (n = 6) iv.cdx10d 0,205 + 0,072
rhNRG1B a 40 ug/kg (n = 6) iv.cd x10d 0,025 + 0,011
rhNRG-18 a 20 pg/kg (n = 6) iv.cd x 10d 0,031 + 0,006**
rhNRG-18 a 10 pg/kg (n = 6) iv.cd x 10d 0,074 + 0,024**

** P < 0,001 cuando se compara con el grupo del modelo.

Tabla 16. Efecto de la rhNRG-1 sobre la cTnT del suero de los animales modelo (Il)

Grupo Administracion del farmaco cTnl (ng/ml)

Grupo normal (n = 6) 0,433 £ 0,079**

Grupo del modelo (n = 6) iv.cdx10d 20,525 + 20,638
rhNRG-18 a 40 pg/kg (n = 6) iv.cd x 10d 0,874 + 0,108**
rhNRG-18 a 20 pg/kg (n = 6) iv.cd x 10d 1,677 + 0,589**
rhNRG-18 a 10 pg/kg (n = 6) iv.cd x 10d 8,342 + 13,537**

** P < 0,001 cuando se compara con el grupo de los animales modelo.
5 8.6 Efecto de la rhNRG-1p3 sobre el tamaiio del corazén de los animales modelo

En las tablas 17 y 18 se muestran los resultados de los dos experimentos. No habia un cambio significativo en los
parametros fisicos del corazén de los grupos del farmaco problema, y la diferencia no era estadisticamente
significativa entre los grupos (P > 0,05).

Tabla 17. Efecto de la rhNRG-1 sobre el tamafio del corazén de los animales modelo (1)

Grupo Administracion del Masa cardiaca/masa Grosor de la pared del
farmaco corporal ventriculo izquierdo (mm)
Grupo normal (n = 20) 0,0032 + 0,0002 2,01 £0,07**
Gr6u)po de animales modelo (n iv.cdx10d 0,0031 + 0,0001 1,717 £ 0,154
rhNRG-18 a 40 ug/kg (n = 16) i.v.cd x 10 d 0,0031 + 0,0002 1,813 +0,12
rhNRG-18 a 20 ug/kg (n = 18) i.v.cd x 10 d 0,0032 + 0,0001 1,789 + 0,133
rhNRG-18 a 10 pg/kg (n = 13) i.v.cd x 10 d 0,00301 + 0,0002 1,773 £ 0,115

10 ** P<0,01, cuando se compara con el grupo de los animales modelo.
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Tabla 18. Efecto de la rhNRG-1 sobre el tamafrio del corazén de los animales modelo (I1)

Grupo Administracion del Masa cardiaca/masa Grosor de la pared del
farmaco corporal ventriculo izquierdo (mm)
Grupo normal (n = 20) 0,00310 + 0,000 2,19 +£0,2*
Grupo del modelo (n = 10) iv.cdx10d 0,00298 + 0,000 2,065 + 0,17
rhNRG-18 a 40 ug/kg (n = 18) i.v.cd x 10 d 0,00297 + 0,000 2,06 £0,2
rhNRG-18 a 20 pg/kg (n = 19) i.v.cd x 10 d 0,00303 + 0,000 2,15+0,24
rhNRG-18 a 10 pg/kg (n = 16) i.v.cd x 10 d 0,00307 + 0,000 2,18 £ 0,21

** P < 0,01, cuando se compara con el grupo de los animales modelo.
9. Conclusién

La tasa de supervivencia se pudo mejorar significativamente con 40, 20 y 10 ug/kg de rhNRG-183, que alcanzo el
85%, 90% y 60%, respectivamente, cuando se compardé con la tasa de supervivencia del 15% del grupo del modelo;
se incrementaron significativamente la dp/dt, la -dp/dt y la PVImax del grupo de nivel de dosis alto, intermedio y bajo,
en donde la dp/dt era 5954 + 689, 6107 £ 418, 4875 * 636, respectivamente, la -dp/dt era 4794 + 954, —4323 + 457,
—3672 + 884, respectivamente, y la PVImax era 165,7 + 22,7, 156,1 £ 17,7, 145 + 15,2, respectivamente, habia una
diferencia significativa cuando se comparé con la del grupo de control (P < 0,001), ademas, dp/dt, -dp/dt y PVImax
del grupo de dosis de 40 y 20 ug/kg diferian significativamente de los del grupo de 10 pg/kg (<0,05) y era en cierto
modo dependiente de la dosis; los tres niveles de dosis de 40, 20 y 10 pg/kg de rhNRG-1f pudieron aliviar con
eficacia la gravedad del dafio del miocardio en el animal modelo, reducir el contenido de troponina T en el suero
(cTnT), que era de 0,025 + 0,011, 0,031 + 0,006 y 0,074 + 0,024, respectivamente; cuando se comparo con 0,205 +
0,072 del grupo de los animales modelo, habia una diferencia significativa (P < 0,01).

Los resultados del experimento mostraban que la rhNRG-1 podia tratar con eficacia la lesién téxica del miocardio
ocasionada por la adriamicina en las ratas a través de la reduccion de la liberacion al suero de la cTnT y la necrosis
de las fibras del miocardio, mejora de la funcién contractil del corazén, y reduccion de la mortalidad animal.

Ejemplo 4. Efecto terapéutico de la rhNRG-1[3 sobre la lesién aguda del miocardio ocasionada por la infeccion virica
en los ratones.

1. Resumen

Objetivos. Estudiar el efecto terapéutico de la rhNRG-1 sobre la lesion aguda del miocardio ocasionada por la
infeccion virica del Coxsackie B3. Método. Se puso en marcha el modelo de miocarditis virica aguda en los ratones
mediante inyeccion intraabdominal del virus Coxsackie B3 (CVBs;). Los animales modelo se dividieron aleatoriamente
en grupos, a saber, grupo de control normal, grupo del modelo, grupo del farmaco problema, con 20 animales en
cada grupo. Se establecio la concentracion de las tres dosis en 30, 15y 7,5 pg/kg de rhNRG-13, y se llevd a cabo la
inyeccion en la vena de la cola el mismo dia, durante 5 dias consecutivos. Durante el experimento, se vigil6 la tasa
de supervivencia en los animales. Se comprobé el funcionamiento del corazén (ecocardiografia) el 7.° dia y se
sacrificaron los animales el 8.° dia, se extrajo el suero para determinar la concentracion de troponina | (cTnl) y se
realizé el examen anatomopatoldgico del corazon. Resultados. El valor de la FE (90,2 + 2,5%, 86,0 + 2,9%) y el valor
de la FS (55,7 + 2,1%, 50,7 + 4,3%) del grupo de 30 pg/kg y el de 15 pg/kg se incremento significativamente; habia
una diferencia significativa cuando se comparé con el grupo del modelo (P < 0,001), valor de DdVI (0,187 + 0,006,
0,189 + 0,008) y el valor de DsVI (0,085 + 0,009, 0,099 + 0,027) eran significativamente mas bajos que los del grupo
del modelo (0,208 + 0,015, 0,142 + 0,020) (P < 0,05); la rhNRG-1B pudo aliviar la gravedad de la lesién patolégica
del miocardio, reducir de manera eficaz la concentracion de troponina (cTnl) en el suero, la cTnl del grupo de dosis
de 30 ug/kg (7,98 + 6,07 ng/ml) y del grupo de 15 pg/kg (19,43 £ 10,76 ng/ml) eran significativamente mas bajas que
la del grupo del modelo (44,44 + 12,39 ng/ml), y la diferencia entre ellas era estadisticamente significativa (P < 0,001,
P < 0,005); 30 pg/kg de rhNRG-1B pudieron mejorar significativamente la tasa de supervivencia de los animales
modelo, y alcanzar el 80%, P < 0,05. Conclusion. Determinada dosis de rhNRG-1f pudo tratar con eficacia la lesién
aguda del miocardio ocasionada por la infeccion virica.

2. Objetivos del experimento

Estudiar el efecto terapéutico de la rhNRG-1f sobre la lesion aguda del miocardio ocasionada por la infeccion virica
en los ratones y averiguar la dosis eficaz opcional.
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3. Farmaco problema

La rhNRG-1B, proporcionada por Zensun (Shanghai) Science & Technology Development. Nimero de lote:
20110006-2. Titulo: 5000u; pureza: >95% (HPLC-C8).

4. Animal para el experimento

4.1 Especie, origen y certificado de competencia: ratones BALB/C de raza pura de 4 semanas de edad,
suministrados por el Departamento de Animales para Experimentos de la Universidad de Fudan, numero de
certificado de la competencia del animal: Yi Dong Zi 22-9.

4.2 Masa corporal y sexo: 10-12 g, macho.
4.3 Numero de animales en cada grupo: 20 animales en cada grupo experimental, 10 en el grupo de control normal.
5. Virus

Virus Coxsackie B3, CVB3, cepa Nancy, suministrada por el Laboratorio Ministerial de Cardiopatias Viricas (Instituto
Municipal de Enfermedades Cardiovasculares de Shanghai).

6. Reactivos y equipamiento
6.1 Ecocardiografo, Hewlett Packard sonos 5500; tipo de la sonda: S12';

6.2 Sistema de inmunoensayo Opus® Plus, producido por Behring Diagnostic Inc. para determinar la troponina | en
el suero (cTnl), nimero de lote: CTES;

6.3 Balanza electronica de precision, KERN 822;

6.4 Agua para inyeccion, Zang Jiang Andus Bioproduct Co Ltd, 10 x 5 ml, nimero de lote: 0112180;
6.5 Depilador, sulfuro de sodio al 8%, planta quimica de GuangDong XiLong, nimero de lote: 010622.
7. Método del experimento

7.1 Grupos para el experimento

Se pusieron en marcha el grupo de control normal, el grupo del modelo, el grupo del farmaco problema y el grupo de
control con placebo;

El grupo del modelo era el grupo de control negativo (n = 20): se le administro la solucién del tampon preparado (PB
a 10 mN, seroalbumina humana al 0,2%, manitol al 5%);

Grupo del farmaco problema (n = 20): se dividié en los grupos de los niveles de dosis alto, intermedio y bajo de
rhNRG-16;

Grupo de control con placebo (n = 20): inyeccion intraabdominal de sobrenadante celular congelado y descongelado
sin CVBg;, 0,2 ml/animal.

7.2 Ajuste de la dosis, preparacion del farmaco problema, via de administracion del farmaco, momentos de
administracion del farmaco, concentracion y volumen del farmaco problema

Se pusieron en marcha tres niveles de dosis de 30, 15y 7,5 pg/kg del grupo del farmaco problema basandose en los
resultados del experimento preliminar. Se diluyé con la solucion del tampon de preparacion (PB a 10 mM,
seroalbumina humana al 0,2%, manitol al 5%) hasta la concentracién necesaria. La administracion del farmaco al
grupo del farmaco problema y al grupo del modelo era por inyeccion intravenosa en la vena de la cola de los ratones,
una vez cada dia (cd), durante 5 dias consecutivos, y el volumen de cada uno de los farmacos administrados era de
0,2 ml/animal.

7.3 Método del experimento
7.3.1 Puesta en marcha del modelo animal de miocarditis virica aguda en los ratones

Se inyectaron por via intraabdominal 0,2 ml de CVB3 a 100 x TCIDso proporcionado por el Hospital de Zhong Shan
afiliado a la Universidad de Fudan y se puso en marcha el modelo de miocarditis. A la semana siguiente, el ratéon
manifestd horripilacion, depilacion, escualidez, torpeza y muerte, y aproximadamente la mitad de los animales
probados murieron el 8.° dia.

7.3.2 Experimento farmacodinamico

La inyeccion intravenosa del farmaco problema en la vena de la cola se realizé el mismo dia de la infeccion virica
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intraabdominal en los ratones, la inyeccion se realizé durante 5 dias consecutivos, se monitorizd la tasa de
supervivencia de los animales, después de completar el experimento, se llevaron a cabo la ecocardiografia, el
examen anatomopatoldgico del miocardio y la cantidad de troponina en el suero.

7.3.3 indice de observacién
7.3.3.1 Medicion de la funcion cardiaca en los ratones

Se les depilo el torax al 7.° dia de la inyeccion virica, a continuacion, el ratén se sujeté a un soporte fijo fabricado
especialmente y se le realizd la ecocardiografia con una sonda de alta frecuencia S12, en donde el indice principal
incluia:

FE: fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo, que es el indice que mejor refleja la funcidon de eyeccion del
ventriculo izquierdo;

FS: fraccion de acortamiento del ventriculo, indice que refleja la funcién de contraccién del ventriculo izquierdo;
DdVI: diametro diastélico interno maximo del ventriculo izquierdo (cm);

DsVI: diametro sistdlico interno minimo del ventriculo izquierdo (cm).

7.3.3.2 Determinacion de la troponina | (cTnl) en el suero de los ratones

Se evalud la gravedad de la lesion del miocardio mediante la determinacion de la cantidad de cTnl liberada al suero,
con la ventaja de la alta especificidad y de la alta sensibilidad cuando se compara con otro indice tradicional, tal
como CK, LDH y AST. Por lo tanto, se utilizd la determinacion del contenido de cTnl en el suero como un indice
objetivo que refleja la gravedad de la lesion del miocardio.

Al 8.° dia de la inyeccion virica, se midié la masa corporal de los ratones y se extrajo sangre de la 6rbita ocular, se
separ6 el suero, se conservd en un congelador a —20 °C y se determind la cTnl sérica mediante una reaccion
luminosa.

7.3.3.3 Examen anatomopatolégico del miocardio de los ratones

El examen anatomopatoldgico lo realizé el Departamento de Anatomia Patolégica de la Facultad de Medicina de
Shanghai afiliada a la Universidad de Fudan.

Los ratones que sobrevivieron se sacrificaron por dislocacion de la columna cervical, se les realizé la toracotomia
aséptica y se les extirpd el corazoén, se peso dicho corazén y se colocé el miocardio en formaldehido para la fijacion,
se incluyo en parafina, se realizaron cortes consecutivos y se les realizé el examen anatomopatoldgico, se observo
una infiltracién de las células inflamatorias en el miocardio, degeneracion y necrosis. Basandose en el Principio de
las Directrices de Evaluacion de Nuevos Farmacos, los criterios de puntuacion patoldgica se definieron como sigue:

Puntuacion 0: El area de la lesion representa el 0%;
Puntuacion 1: El area de la lesion representa el 25%;
Puntuacion 2: El area de la lesion representa el 50%;
Puntuacion 3: El area de la lesion representa el 75%;
Puntuacion 4: El area de la lesion representa el 100%;

La puntuacioén se pudo realizar entre la puntuacion 1 y la puntuacion 2, o entre la puntuacion 2 y la puntuacion 3, p.
€j., cuando el area de la lesion era del 80%, se puntué como puntuacion 3,2.

7.3.3.4 Observacion de la supervivencia de los ratones

Se monitorizo los animales modelo que morian entre los diferentes grupos del farmaco problema.
8. Procesamiento de datos

Para el procesamiento de los datos se utilizé la prueba de la t por parejas de los datos relevantes.
9. Resultados

9.1 Efecto de la rhNRG-1f3 sobre la funcién cardiaca de los ratones infectados con virus

Los resultados mostraron que tanto el valor de la FE (67,1 = 9,9%) como el valor de la FS (32,0 = 7,2%) eran
significativamente mas bajos que el valor normal (FE, 92,5 + 2,3% / FS, 59,2 + 3,1%), P < 0,05; se incrementaron
significativamente el valor de la FE (90,2 + 2,5%, 86,0 + 2,9%) y el valor de la FS (55,7 + 2,1%, 50,7 + 4,3%) de los
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grupos de 30 pg/kg y de 15 pg/kg de rhNRG-1B, habia una diferencia significativa cuando se comparé con los del
grupo del modelo (P < 0,01). La FE/FS del grupo de 7,5 ug/kg no tenia ninguna diferencia significativa con la del
grupo del modelo (P > 0,05).

El valor del DdVI (0,208 + 0,015 cm) y el valor del DsVI (0,142 + 0,020 cm) del grupo del modelo eran
significativamente mayores que los del grupo de control normal (DdVI, 0,179 + 0,007 cm / DsVI, 0,073 + 0,006 cm) y
habia una diferencia significativa entre ellos (P < 0,01). EI DdVI y el DsVI de los grupos de 30 pg/kg y de 15 ug/kg de
rhNRG-18 eran significativamente mas bajos que los del grupo del modelo (P < 0,05), mientras que los de 7,5 ug/kg
diferian de manera insignificante de los del grupo del modelo (P > 0,05). Las tablas 19 y 20 muestran los resultados
de los 2 experimentos repetidos.

Tabla 19. Determinacién de los parametros de la funcién cardiaca tras 5 dias de administracién del farmaco en los
ratones infectados con virus (1)

Grupo Pauta de administracion DdVI (cm) DsVI (cm) FE (%) FS (%)
del farmaco

Grupo del control normal 0,179 £ 0,007** | 0,073 + 0,006** | 92,5 + 2,3** | 59,2 + 3,1**

Grupo del modelo iv.cd x5 0,208 £ 0,015 | 0,142+0,020 | 67,1+9,9 | 32,072

rhNRG-183 a 30 pg/kg iv.cd x5 0,187 + 0,006** | 0,085 + 0,009** | 90,2 + 2,5** | 55,7 + 2,1**

rhNRG-1 a 15 pg/kg iv.cd x5 0,189 + 0,008* | 0,099 + 0,027* | 81,3 £ 6,28 | 44,5 + 8,27*

rhNRG-18 a 7,5 ug/kg iv.cd x5 0,191 +0,012 | 0,114+0,028 | 78,1+9,3 | 41,7+9,6

En cada uno de los datos descritos mas arriba, cada grupo (n = 6) se analizé mediante ANOVA de un factor con
SPSS y se compar6 con el grupo del modelo, * P < 0,05, ** P < 0,01.

Tabla 20. Determinacién de los parametros de la funcién cardiaca tras 5 dias de administracién del farmaco en los
ratones infectados con virus (Il)

Grupo Pauta de administracion DdVI (cm) DsVI (cm) FE (%) FS (%)
del farmaco

Grupo del control normal 0,189 + 0,008** | 0,069 + 0,006** | 94,5 + 0,56** | 63,7 + 3,01**

Grupo del modelo iv.cd x5 0,232 +£0,023 | 0,159 +£0,031 | 63,1 £ 18,47 | 30,3+ 10,75

rhNRG-183 a 30 pg/kg iv.cd x5 0,196 + 0,011**| 0,094 + 0,011**| 87,7 + 3,76** | 51,8 + 5,24**

rhNRG-1 a 15 pg/kg iv.cd x5 0,201 £0,011* | 0,114 £0,018* | 81,6 +4,59* | 44,9 + 5,68*

hNRG-18 a 7,5 ug/kg iv.cd x5 0,213+0,009 | 0,133+0,015 | 71,9+6,69 | 35,7 +5,60

En cada uno de los datos descritos mas arriba, cada grupo (n = 6), se analizé6 mediante ANOVA de un factor con
SPSS y se compar6 con el grupo del modelo, * P < 0,05, ** P < 0,01.

9.2 Efecto de la rhNRG-13 sobre la cTnl sérica de ratones infectados con virus

Los resultados mostraron que la cTnl del grupo del modelo (44,44 + 12,39 ng/ml) era significativamente mas alta que
la del grupo de control (3,28 *+ 4,55 ng/ml), que la del grupo de 30 ug/kg de rhNRG-18 (7,98 + 6,07 ng/ml) era
significativamente mas baja que la del grupo del modelo (P < 0,01); la cTnl del grupo de rhNRG-1B a 15 ug/kg (19,43
+ 10,76 ng/ml) diferia significativamente de la del grupo del modelo (P < 0,05), mientras que no habia ninguna
diferencia estadisticamente significativa entre la cTnl del grupo de rhNRG-1$ a 7,5 ug/kg (29,05 + 17,06 ng/ml) y la
del grupo del modelo. En las tablas 21 y 22 se muestran los resultados de los dos experimentos.
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Tabla 21. Efecto de la rhNRG-1f3 sobre el contenido de cTnl en el suero (ng/ml) en los ratones infectados con virus (1)

Grupo Pauta de administracion del farmaco cTnl (ng/ml) Media + DE
Grupo de control normal 3,28 + 4 55*
Grupo del modelo iv.cd x5 44 44 + 12,39
rhNRG-18 a a 30 ug/kg iv.cd x5 7,98 +6,07*
rhNRG-18 a 15 pg/kg iv.cd x5 19,43 + 10,76*
rhNRG-18 a 7,5 ug/kg iv.cd x5 29,05 + 17,06
Grupo de control con placebo 3,75+ 2,36™

En cada uno de los datos descritos mas arriba, cada grupo n = 6, se analizd mediante pruebas no paramétricas con
SPSS (pruebas de muestras independientes) y se comparo con el grupo del modelo, * P < 0,05, ** P < 0,01.

Tabla 22. Efecto de la rhNRG-1[3 sobre el contenido de cTnl en el suero (ng/ml) en los ratones infectados con virus

(I

Grupo Pauta de administracion del farmaco cTnl (ng/ml) Media + DE
Grupo normal 0,19 + 0,06**
Grupo del modelo iv.cd x5 34,05 + 16,50
rhNRG-18 a 30 pg/kg iv.cd x5 0,54 + 0,53*
rhNRG-183 a 15 pg/kg iv.cd x5 15,59 + 14,94*
rhNRG-18 a 7,5 ug/kg iv.cd x5 26,85 + 15,20
Grupo de control con placebo 14 £ 0,03**

En cada uno de los datos descritos mas arriba, cada grupo n = 6, se analizé mediante pruebas no paramétricas con
SPSS (pruebas de muestras independientes) y se comparé con el grupo del modelo, * P < 0,05, ** P < 0,01.

9.3 Efecto de la rhNRG-13 sobre la lesién del miocardio de los ratones infectados con virus

Los resultados del experimento mostraron que la puntuacion patoldgica del miocardio del grupo normal era de 0,0 +
0,00, la puntuacion patolégica del miocardio del grupo del modelo era de 2,22 + 0,97, y habia una diferencia
significativa entre ellos (P < 0,01). La puntuacién patolégica del nivel de dosis alto e intermedio de la hNRG-1(3
disminuy6 significativamente (0,56 + 0,47 y 0,73 £ 0,58, respectivamente) y era significativamente diferente de la del
grupo del modelo (P < 0,001), sin que hubiera ninguna diferencia significativa entre la del grupo de nivel de dosis
bajo y la del grupo del modelo (P > 0,05). En las tablas 23 y 24 y en las figuras 21 y 22 se muestran resultados de
los dos experimentos.

Tabla 23. Efecto de la rhNRG-13 sobre los cambios patolégicos del miocardio en los ratones infectados con virus (1)

Grupo Pauta de administracion del farmaco | Puntuacién patologica Media + DE
Grupo de control normal (n = 10) 0,00 + 0,00*
Grupo del modelo (n = 10) iv.cd x5 2,22 +0,97
rhNRG-18 a 30 pg/kg (n = 17) iv.cd x5 0,56 £ 0,47**
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rhNRG-18 a 15 pg/kg (n = 13) iv.cd x5 0,73 £ 0,58**
rhNRG-18 a 7,5 pg/kg (n = 10) iv.cd x5 1,52 + 0,74
Grupo de control con placebo (n = 0,00 + 0,00**

10)

En cada uno de los datos descritos mas arriba, cada grupo n = 6, se analizé mediante pruebas no paramétricas con
SPSS (pruebas de muestras independientes) y se comparo con el grupo del modelo, * P < 0,05, ** P < 0,01.

Tabla 24. Efecto de la rhNRG-1f sobre los cambios patolégicos del miocardio en los ratones infectados con virus (Il)

Grupo Pauta de administracion del farmaco| Puntuacion patolégica Media + DE
Grupo de control normal (n = 10) 0,00 + 0,00*
Grupo del modelo (n = 10) iv.cd x5 2,03 +1,44
rhNRG-18 a 30 pg/kg (n = 17) iv.cd x5 0,23 £ 0,26™*
rhNRG-18 a 15 pg/kg (n = 13) iv.cd x5 0,57 £ 0,58**
rhNRG-18 a 7,5 pg/kg (n = 10) iv.cd x5 1,34 £ 1,16
Grupo de control con placebo (n = 10) 0,00 + 0,00**

En cada uno de los datos descritos mas arriba, cada grupo n = 6, se analizé mediante pruebas no paramétricas con
SPSS (pruebas de muestras independientes) y se comparo conel grupo del modelo, * P < 0,05, ** P < 0,01.

9.4 Efecto de la rhNRG-1 sobre la tasa de supervivencia de los ratones infectados con virus

En las tablas 25 y 26 se muestran los resultados de los dos experimentos. Una semana después de la inyeccion del
virus, la tasa de supervivencia de los ratones en el grupo del modelo era del 50% y del 55%, respectivamente,
mientras que después de la inyeccion de la rhNRG-1B, aumentaron hasta el 85% y el 80% (30 pg/kg) y el 70% y el

65% (15 pg/kg).

Tabla 25. Efecto de la rhNRG-1p sobre la tasa de supervivencia de los ratones infectados con virus (1)

Grupo Administracion Numero de animales supervivientes (tasa en % de la
del farmaco supervivencia relativa)
Dia1 |Dia2| Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia 7 | Sacrif.
Grupo de control normal (n = 10) 10 10 10 10 10 10 10 10**
100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%
Grupo del moldeo (n = 20) 20 20 20 18 17 14 11 10
100% | 100%| 100% | 90% | 85% | 70% | 55% | 50%
rhNRG-18 a 30 ug/kg (n = 20) iv.cd x5 20 20 20 20 20 18 17 16*
100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 90% | 85% | 80%
rhNRG-18 a 15 ug/kg (n = 20) iv.cd x5 20 20 20 20 19 17 14 13
100% | 100% | 100% | 100% | 95% | 85% | 70% | 65%
rhNRG-18 a 5 ug/kg (n = 20) iv.cd x5 20 20 20 19 18 15 13 10
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100% | 100% | 100% | 95% | 90% | 75% | 65% | 50%

Grupo de control con placebo (n = 20 20 20 20 20 20 20 20**
20)
100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%

Los datos descritos mas arriba se procesaron con el programa informatico SPSS, analisis de tablas de supervivencia,
* P < 0,05, ** P< 0,01, cuando se compararon con los del grupo de control.

Tabla 26. Efecto de la rhNRG-1p sobre la tasa de supervivencia de los ratones infectados con virus (l1)

Grupo Administracion Numero de animales supervivientes (tasa en % de la
del farmaco supervivencia relativa)

Dia1 | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia 7 | Sacrif.

Grupo de control normal (n = 10) 10 10 10 10 10 10 10 10**
100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%

Grupo del modelo (n = 20) iv.cd x5 20 20 20 18 15 13 10 10
100% | 100% | 100% | 90% | 75% | 65% | 50% | 50%

rhNRG-1B a 30 pg/kg (n = 20) iv.cd x5 20 | 20 | 20 | 20 | 19 | 18 | 17 | 17*
100% | 100% | 100% | 100% | 95% | 90% | 85% | 85%

rhNRG-1B a 15 pg/kg (n = 20) iv.cd x5 20 | 20 | 20 | 19 | 18 | 16 | 13 | 13
100% | 100% | 100% | 95% | 90% | 80% | 65% | 65%

rhNRG-1B a 7,5 pg/kg (n = 20) iv.cd x5 20 | 20 | 20 | 18 | 17 | 14 | 11 10
100% | 100% | 100% | 90% | 85% | 70% | 55% | 50%

rhNRG-1B a 7,5 pg/kg (n = 20) 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20*
100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%

Los datos descritos mas arriba se procesaron con el programa informatico SPSS, analisis de tablas de supervivencia,
* P<0,05, ** P< 0,01, cuando se compararon con el grupo de control.

9. Conclusién

Se incrementaron significativamente el valor de la FE (90,2 + 2,5%, 86,0 + 2,9%) y el valor de la FS (55,7 + 2,1%,
50,7 + 4,3%) de los grupos de rhNRG-1(3 a 30 pg/kg y a 15 pg/kg ,y habia una diferencia significativa cuando se
comparo con el grupo del modelo (P < 0,02), tanto el valor del DdVI (0,187 + 0,006, 0,189 + 0,008) como el valor del
DsVI (0,085 + 0,009, 0,099 + 0,027) eran mas bajos que los del grupo del modelo (0,208 + 0,015, 0,142 + 0,020), P <
0,05; la rhNRG-18 pudo aliviar la gravedad del dafio patolégico del miocardio de los animales del grupo del modelo,
redujo con eficacia la concentracion de troponina | (cTnl) en el suero, el contenido de cTnl del grupo de nivel de
dosis de 30 pg/kg (7,98 + 6,07 ng/ml) y del grupo de nivel de dosis de 15 ug/kg (19,43 + 10,76 ng/ml) eran
significativamente mas bajos que los del grupo del modelo (44,44 + 12,39 ng/ml) y habia una diferencia significativa
entre ellos (P < 0,001, P < 0,005); la rhNRG-1( a 30 ug/kg pudo mejorar significativamente la tasa de supervivencia
de los animales del grupo del modelo y alcanzé el 80% cuando se comparé con la tasa de supervivencia del 50% de
los animales del grupo del modelo, P < 0,05.

Los resultados del experimento mostraron que un nivel de dosis de 30 pg/kg de rhNRG-1 podria tratar con eficacia
la lesion aguda del miocardio ocasionada por la infeccion virica en los ratones
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Ejemplo 5. Observacion del efecto terapéutico de la rhNRG-1B sobre la lesion aguda del miocardio de los ratones
ocasionada por una infeccion virica (l1)

1. Resumen

Objetivos. Estudiar el tiempo de administracion eficaz del farmaco de la rhNRG-1B para el tratamiento de la lesién
aguda del miocardio en los ratones ocasionada por una infeccion virica. Método. Se puso en marcha el modelo
animal de lesién aguda del miocardio mediante una inyeccion intraabdominal del virus Coxsackie Bz (CVBs) en los
ratones. Los animales modelo se dividieron aleatoriamente en grupos, a saber, grupo de control normal, grupo del
modelo, grupo del farmaco problema, y se asignaron 20 animales a cada grupo. Se inyectaron 30 ug/kg de rhNRG-
1B en la vena de la cola durante 3, 5y 7 dias consecutivos, respectivamente. Durante el experimento, se monitorizé
la tasa de supervivencia de los animales, se realizé la ecocardiografia el 7.° dia y los animales se sacrificaron el 8.°
dia, se separd el suero para determinar la concentracion de cTnl, y se realizé el examen anatomopatolégico del
corazon. Resultados. La inyeccion consecutiva de 30 ug/kg de rhNRG-1( durante 3, 5y 7 dias pudo incrementar el
valor de la FE/FS y habia una diferencia significativa (P < 0,001) al comparar el valor de la FE/FS de los grupos del
farmaco problema durante 5 dias y durante 7 dias (86,8 + 4,4% / 51,9 + 5,8%, 87,0 + 3,3% / 51,8 + 5,1%) con el
valor de la FE/FS del grupo del modelo (66,5 + 5,6 / 31,8 + 3,7), el valor del DsVI del grupo del farmaco problema
durante 5 dias y durante 7 dias disminuy6 significativamente (al ser 0,090 + 0,011, 0,092 + 0,012 cm,
respectivamente) y habia una diferencia significativa (P < 0,01) cuando se compara con la del grupo del modelo
(0,133 £ 0,012); la rhNRG-1f pudo aliviar la gravedad del dafio patologico del miocardio, redujo con eficacia la
concentracion de troponina | (cTnl) en el suero de los animales modelo, la cTnl del grupo del farmaco problema
durante 5 dias (1,06 + 1,32 ng/ml) y del grupo del farmaco problema durante 7 dias (1,05 + 1,2 ng/ml) eran
significativamente mas bajas que en el grupo del modelo (23,54 + 16,96 ng/ml) P < 0,01; la inyeccidon 5 y 7 dias
consecutivos de rhNRG-1f3 pudo mejorar significativamente la tasa de supervivencia de los animales, al alcanzar el
85% cuando se comparé con la tasa de supervivencia del 50% de los animales modelo, P < 0,05. Conclusion. 30
pg/kg de rhNRG-18 inyectados durante 5 dias consecutivos pudo tratar con eficacia la lesion aguda del miocardio
ocasionada por una infeccion virica en los ratones.

2. Objetivos

Dejar claro el momento eficaz de la administracion del farmaco de rhNRG-1B en el tratamiento de la lesion aguda del
miocardio ocasionada por la infeccién virica en los ratones.

3. Farmaco problema

La rhNRG-1B, proporcionada por Zensun (Shanghai) Science & Technology Development. Nimero de lote:
20110006-2, titulacion: 500u; pureza: >95% (HPLC-CS8).

5. Animal para el experimento

5.1 Especie, origen y certificado de competencia: ratones BALB/C de pura raza de 4 semanas de edad,
suministrados por el Departamento de Animales para Experimentos de la Universidad de Fudan, numero de
certificado de la competencia animal: Yi Dong Zi 22-9.

5.2 Masa corporal y sexo: 13-15 g, macho.

5.3 Numero de animales en cada grupo: 20 animales en cada grupo experimental, 10 en el grupo de control normal.
5. Virus

Lo mismo que esta descrito en el apartado anterior.

6. Reactivos y equipamiento

Lo mismo como esta descrito en el apartado anterior.

10. Método del experimento

10.1 Grupos para el experimento

Se pusieron en marcha el grupo del control normal de los ratones, el grupo del modelo y el grupo del farmaco
problema;

Grupo del control de ratones normal (n = 10);
Grupo del modelo (n = 20): se le inyecto la soluciéon de tampdn de preparacion;

Grupo del farmaco problema (n = 20); se administraron 30 pg/kg de rhNRG-1 durante 3, 5 y 7 dias consecutivos
como tres ciclos terapéuticos diferentes con 20 animales asignados a cada grupo;
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Grupo de control con placebo (n = 20): inyeccién intraabdominal del sobrenadante celular congelado y descongelado
sin CVBg;, 0,2 ml/animal.

10.2 Ajuste de la dosis, preparacion del farmaco problema, via de administracion del farmaco, momentos de
administracion del farmaco, concentracion y volumen del farmaco problema

Se diluyé la rhNRG-13 con la solucion de tampon de preparacion (PB a 10 mM, seroalbdmina humana al 0,2%,
manitol al 5%) para la concentracion necesaria;

Se pusieron en marcha tres grupos de administracion del farmaco, inyeccion intravenosa durante 3, 5 y 7 dias
consecutivos, y el volumen de farmaco para cada dosis fue de 0,2 mi/animal;

La administracion del farmaco del grupo del modelo fue por inyeccién intravenosa en la vena de la cola de los
ratones, una vez cada dia (cd), durante 7 dias consecutivos, y el volumen del farmaco para cada dosis fue de 0,2
ml/animal.

7.3 Método del experimento
7.3.1 Puesta en marcha del modelo animal de miocarditis virica aguda en los ratones

Se inyectaron por via intraabdominal 0,2 ml de CVB3z a 100 x TCIDsg, suministrado por el Hospital Zhong Shan
afiliado a la Universidad de Fudan, y se puso en marcha el modelo de miocarditis. A la semana siguiente, el ratén
manifestd horripilacion, depilacion, escualidez, torpeza y muerte, y aproximadamente la mitad de los animales
analizados murieron el 8.° dia.

7.3.2 Experimento farmacodinamico

Lo mismo que esta descrito en el apartado anterior.

7.3.3 Indice de observacion

Lo mismo que esta descrito en el apartado anterior.

8. Procesamiento de los datos

Para el procesamiento de los datos se utilizé la prueba de la t por parejas de los datos relevantes
9. Resultados

9.1 Efecto de la rhNRG-18 administrada durante 3, 5 y 7 dias sobre la funcién cardiaca de los ratones infectados por
virus

Los resultados mostraron que el valor de FE/FS (66,5 + 5,6% / 31,8 + 3,7%) era significativamente menor que el del
grupo normal (93,5 + 0,9% / 68,1 £ 1,3%); la diferencia era estadisticamente significativa (P < 0,001). El valor de
FE/FS de los 5 y 7 dias consecutivos de inyeccién de rhNRG-13 (86,8 + 4,4% / 51,9 + 5,8%, 87,0 + 3,3% / 51,8 +
5,1%) diferia significativamente del del grupo del modelo (P < 0,001).

El valor de la FE de 3 dias consecutivos de inyeccion de rhNRG-1 se incrementd de nuevo (73,1 + 6,6%), aunque,
sin diferencia significativa cuando se comparé con el del grupo del modelo (P < 0,05).

El valor del DsVI (0,133 + 0,012 cm) era mas elevado que el del grupo normal (0,059 + 0,006 cm) y habia una
diferencia significativa entre ellos (P < 0,01). El valor del DsVI de la rhNRG-13 administrada a los grupos de los 5y 7
dias se redujo significativamente (0,090 + 0,011, 0,092 + 0,012 cm, respectivamente) y diferia significativamente del
del grupo del modelo (P < 0,001). El valor del DsVI de la rhNRG-1f administrada al grupo de 3 dias (0,123 + 0,012
cm) diferia insignificantemente del del grupo del modelo (P < 0,05). En la tabla 27 y en 17-28 se muestran los
resultados de los dos experimentos.

Tabla 27. Efecto de la rhNRG-1f administrada durante un nimero de dias diferente sobre la funcién cardiaca de los
ratones infectados por virus (1)

Grupo Pauta de administracion DdVI (cm) DsVI (cm) FE (%) FS (%)
del farmaco

Grupo de control normal 0,179* £ 0,007 | 0,059** + 0,006 | 93,5**+ 0,9 |68,1**+ 1,3

Grupo del modelo iv.cdx7 0,194 £0,012 | 0,133+0,012 | 66,5+56 | 31,8+3,7
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rhNRG-1p a 30 pg/kg i.v.cd x 3 0,194 £ 0,008 | 0,123+0,012 | 73,1+6,6 | 36,7 +4,7
rhNRG-1p a 30 pg/kg i.v.cd x5 0,187 +£ 0,006 | 0,090** + 0,011 | 86,8**+4,4 |51,9" +5,8
rhNRG-1p a 30 pg/kg i.v.cd x7 0,192 + 0,008 | 0,092** + 0,012 | 87,0 + 3,3 | 51,8" + 5,1

En cada uno de los datos descritos mas arriba, cada grupo n = 6, se analizé por ANOVA de un factor con SPSS y se
comparé con el grupo del modelo, * P < 0,05, ** P < 0,01.

Tabla 28. Efecto de la rhNRG-1f administrada durante un nimero diferente de dias sobre la funcién cardiaca de los
ratones infectados por virus (l1)

Grupo Pauta de DdVI (cm) DsVI (cm) FE (%) FS (%)

administracion del

farmaco

Grupo de control normal 0,189** + 0,008 | 0,080** + 0,007 90,9** + 2,6 57,5+ 3,5
Grupo del modelo iv.cdx7 0,206 + 0,008 | 0,126 + 0,006 75,4 +52 39,0+4,3
rhNRG-18 a 30 ug/kg iv.cdx3 0,211 +0,016 | 0,121 + 0,016 81,054 439+5,1
rhNRG-18 a 30 ug/kg iv.cd x5 0,199 + 0,000 | 0,100* + 0,014 | 85,8** + 4,205 50,0** + 6,350
rhNRG-18 a 30 ug/kg iv.cdx7 0,194 + 0,017 | 0,092** + 0,008 | 87,283** + 1,694 | 52,367** + 1,847

En cada uno de los datos descritos mas arriba, cada grupo n = 6, se analizé por ANOVA de un factor con SPSS y se
comparé con el del grupo del modelo, * P < 0,05, ** P < 0,01.

9.2 Efecto de la rhNRG-1B en la cTnl en el suero de los ratones infectados por virus

Los resultados mostraban que la media de la cTnl del grupo normal (0,12 + 0,03 ng/ml) y la media de la cTnl del
grupo del modelo aumentaban significativamente (23,54 + 16,96 ng/ml) y habia una diferencia significativa entre
ellas (P < 0,001). El valor de cTnl de la rhNRG-1B8 administrada al grupo durante 5 y 7 dias se redujo
significativamente (al ser 1,06 + 1,32 ng/ml, 1,05 + 1,20 ng/ml, respectivamente), y diferia significativamente en el
grupo del modelo (P < 0,001), y la diferencia era insignificante entre el grupo de administracion de 3 dias y el grupo
del modelo (P > 0,05). En las tablas 29 y 30 se muestran los resultados de los dos experimentos.

Tabla 29. Efecto de la rhNRG-1 sobre la cTnl del suero (ng/ml) en los ratones infectados por virus (1)

Grupo (n =9) Pauta de administracion del farmaco cTnl (ng/ml) Media + DE
Grupo de control normal 0,12 £ 0,03**
Grupo del modelo iv.cdx7 23,54 + 16,96
rhNRG-18 a 30 pg/kg i.v.cd x 3 13,37 £ 9,53
rhNRG-18 a 30 pg/kg iv.cd x5 1,06 + 1,32**
rhNRG-18 a 30 pg/kg iv.cdx7 1,05 £ 1,20**

15 Cada uno de los grupos de mas arriba se analizd con pruebas no paramétricas (pruebas de muestras

independientes) con el programa informatico SPSS, cuando se comparé con el grupo del modelo, * P < 0,05, ** P <
0,01.
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Tabla 30. Efecto de la rhNRG-1 sobre la cTnl del suero (ng/ml) en los ratones infectados por virus (l1)

Grupo (n = 8) Pauta de administracion del farmaco cTnl (ng/ml) Media + DE
Grupo de control normal 0,15+ 0,03*
Grupo del modelo iv.cdx7 30,13 £ 21,75
rhNRG-18 a 30 pg/kg i.v.cd x 3 12,32 + 18,36
rhNRG-18 a 30 pg/kg iv.cd x5 0,44 + 0,24*
rhNRG-18 a 30 pg/kg iv.cdx7 0,51 £ 0,28

Cada uno de los grupos de mas arriba se analizé con pruebas no paramétricas (pruebas de muestras
independientes) con el programa informatico SPSS, cuando se comparé con lel grupo del modelo, * P < 0,05, ** P <
0,01.

9.3 Efecto de la rhNRG-18 administrada durante un numero diferente de dias sobre la lesidon patoldgica del
miocardio de los ratones infectados con virus

Los resultados del experimento mostraban que la puntuacion patoldgica del grupo normal era 0,0 + 0,00, que la
puntuacion patoldgica del grupo del modelo estaba incrementada (1,44 + 1,19), que habia una diferencia significativa
entre ellas (P < 0,01), que la puntuacioén patolégica de la rhNRG-1 administrada a los grupos durante 5y 7 dias se
redujo significativamente (al ser 0,11 + 0,14 y 0,13 + 0,13, respectivamente), y que diferia significativamente de la del
grupo del modelo (P < 0,01). También habia una mejora de la lesion del miocardio del grupo de administracion del
farmaco durante 3 dias (0,33 *+ 0,155), y habia una diferencia significativa cuando se compar6 con la del grupo del
modelo; sin embargo, la mejora de las células del miocardio del grupo de administracion del farmaco durante 5 dias
era notablemente mejor que la del grupo de administracion del farmaco durante 3 dias y habia una diferencia
significativa entre ellos (P < 0,01), mientras que no habia ninguna diferencia significativa en la puntuacion patolégica
entre los grupos de administracion del farmaco durante 5 dias y durante 7 dias.

En las tablas 31, 32 y en las figuras 21 y 24 se muestran los resultados de los dos experimentos.

Tabla 31. Efecto de la rhNRG-13 administrada durante un numero diferente de dias sobre los cambios patolégicos
del miocardio en los ratones infectados por virus (1)

Grupo Pauta de administracion del farmaco | Puntuacion patoldgica (Media + DE)
Grupo de control normal 0,00 + 0,00**

Grupo del modelo iv.cdx7 1,44 + 1,19

rhNRG-18 a 30 pg/kg i.v.cd x 3 0,33 + 0,155*

rhNRG-18 a 30 pg/kg iv.cd x5 0,11 + 0,140**
rhNRG-18 a 30 pg/kg iv.cdx7 0,13 + 0,132**

Cada uno de los grupos de mas arriba se analizé con pruebas no paramétricas (pruebas de muestras
independientes) con el programa informatico SPSS, cuando se comparé con el grupo del modelo, * P < 0,05, ** P <
0,01.

Tabla 32. Efecto de la rhNRG-13 administrada durante un numero diferente de dias sobre los cambios patolégicos
del miocardio en los ratones infectados por virus (l1)

Grupo (n =10)

Pauta de administracion del farmaco

Puntuacion patologica (Media + DE)

Grupo de control normal

0,00 + 0,00**

Grupo del modelo

i.v.cd x7

1,86 £ 1,20
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rhNRG-18 a 30 pg/kg i.v.cd x 3 0,55 +0,476*
rhNRG-18 a 30 pg/kg iv.cd x5 0,17 + 0,157**
rhNRG-18 a 30 pg/kg iv.cdx7 0,19 + 0,168**

Cada uno de los grupos de mas arriba se analizé con pruebas no paramétricas (pruebas de muestras
independientes) con el programa informatico SPSS, cuando se comparé con el grupo del modelo, * P < 0,05, ** P <
0,01.

9.4 Efecto de la rhNRG-1p sobre la tasa de supervivencia de los ratones infectados por virus

En las tablas 33 y 34 se muestran los resultados de los dos experimentos, la tasa de supervivencia de los ratones en
el grupo del modelo era del 50% y del 55%, respectivamente, mientras que la de la rhNRG-13 administrada en el
grupo de los 5 dias como en de los 7 dias se elevo hasta el 85% y el 80%, y habia una diferencia significativa
cuando se comparé con el grupo del modelo, P < 0,05. La tasa de supervivencia del grupo de 3 dias se elevo hasta
el 65% y el 75%, aunque no habia ninguna diferencia significativa cuando se comparé con la del grupo del modelo
(P < 0,05).

Tabla 33. Efecto de la rhNRG-1B3 administrada durante un nimero diferente de dias sobre la tasa de supervivencia
de los ratones infectados por virus (1)

Grupo Administracion | Numero de animales supervivientes (tasa en % de supervivencia
del farmaco relativa)

1.5 dia | 2.°dia| 3. dia| 4.° dia | 5.°dia | 6.° dia | 7.° dia | Sacrif.

Grupo de control normal (n = 10 10 10 10 10 10 10 10**
10)
100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%

Grupo del modelo n = 20 iv.cdx7 20 20 20 18 16 13 10 10
100% | 100% | 100% | 90% | 80% | 65% | 50% | 50%

rhNRG-1B a 30 pg/kg (n =20) | iv.cd x 3 20 20 20 19 18 16 14 13
100% | 100% | 100% | 95% | 90% | 80% | 70% | 65%

rhNRG-1B a 30 pg/kg (n =20) | iv.cd x5 20 20 20 20 19 19 18 | 17"
100% | 100% | 100% | 100% | 95% | 95% | 90% | 85%

rhNRG-1B a 30 pg/kg (n =20) | iv.cd x 7 20 20 20 20 20 19 19 | 17"
100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 90% | 90% | 85%

Cada uno de los grupos anteriores se analizé mediante las tablas de supervivencia con el programa informatico
SPSS, cuando se compard con el grupo del modelo, * P < 0,05, ** P < 0,01.

Tabla 34. Efecto de la rhNRG-1B3 administrada durante un nimero diferente de dias sobre la tasa de supervivencia
de los ratones infectados por virus (Il)

Grupo Administracion | Numero de animales supervivientes (tasa en % de supervivencia
del farmaco relativa)

1.5 dia | 2.°dia| 3. dia| 4.°dia | 5.°dia | 6.° dia | 7.° dia | Sacrif.

Grupo normal (n = 10) 10 10 10 10 10 10 10 10**
100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%
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Grupo del modelo (n = 20) iv.cd x7 20 20 20 18 17 14 12 12
100% | 100% | 100% | 90% | 85% | 70% | 60% | 60%

rhNRG-1B a 30 pg/kg (n =20) | iv.cd x 3 20 20 20 20 19 16 15 | 15
100% | 100% | 100% | 100% | 95% | 80% | 75% | 75%

rhNRG-1B a 30 pg/kg (n =20) | iv.cd x5 20 20 20 20 19 19 18 | 18*
100% | 100% | 100% | 100% | 95% | 95% | 90% | 90%

rhNRG-1B a 30 pg/kg (n =20) | iv.cd x 7 20 20 20 20 20 19 18 | 18*
100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 95% | 90% | 90%

Cada uno de los grupos anteriores se analizé mediante las tablas de supervivencia con el programa informatico
SPSS, cuando se comparé con el grupo del modelo, * P < 0,05, ** P < 0,01.

10. Conclusién

La inyeccion por via intravenosa de 30 pg/kg de rhNRG-1( durante 3, 5y 7 dias consecutivos pudo incrementar el
valor de FE/FS, el valor de FE/FS de la administracion del farmaco a los grupos de 5y 7 dias (86,8 + 4,4% /51,9 +
5,8%, 87,0 £ 3,3% / 51,8 £ 5,1%) diferia significativamente del valor de FE/FS del grupo del modelo (66,5 + 5,6 / 31,8
+ 3,7) (P < 0,01), el DdVI de los grupos de los 5 dias y de los 7 dias se redujo significativamente (al ser 0,090 +
0,011 y 0,092 + 0,012 cm, respectivamente) y diferia significativamente del grupo del modelo (0,133 + 0,012) (P <
0,01); la rhNRG-1B pudo aliviar la gravedad del dafio patolégico del miocardio en los animales modelo, redujo con
eficacia la concentracién de troponina | en el suero (cTnl), la cTnl de la administracion del farmaco al grupo durante
5 dias (1,06 £ 1,32 ng/ml) y al grupo durante 7 dias (1,05 + 1,2 ng/ml) eran significativamente mas bajas que las del
grupo del modelo (23,54 + 16,96 ng/ml), (P < 0,01); la rhNRG-18 inyectada por via intravenosa durante 5y 7 dias
consecutivos pudo incrementar significativamente la tasa de supervivencia de los animales modelo, y alcanzar el
85%. P < 0,05.

Los resultados del experimento demostraban que la administracion de 30 pg/kg de rhNRG-1f3 durante 5 dias
consecutivos podia tratar con eficacia la lesién aguda del miocardio en los ratones infectados por virus.

Ejemplo 6. Efecto terapéutico de la rhNRG-1B sobre la insuficiencia cardiaca congestiva ocasionada por la
constriccion de la vena cava inferior

1. Resumen

Objetivos. Estudiar el efecto terapéutico de la rhNRG-18 sobre la insuficiencia cardiaca congestiva ocasionada por la
constriccion de la vena cava inferior en los perros. Métodos. Al cabo de aproximadamente 1 semana de constriccion
de la vena cava inferior en un 50%, se redujo el valor de la FE hasta aproximadamente el 20% o se redujo el gasto
cardiaco hasta el 20%, segun se determino por ecocardiografia, lo que demostré que se habia puesto en marcha el
modelo animal de insuficiencia cardiaca congestiva con gasto cardiaco bajo estable. A continuacion, se dividio
aleatoriamente a los animales en grupos con 6 perros por cada grupo, tres niveles de dosis de rhNRG-1(3, a saber, 1,
3 y 10 pg/kg, se inyectaron por via intravenosa cada dia durante 5 dias consecutivos. Se determind la funcion
cardiaca (ecocardiografia) después de la administracion del farmaco; se analizaron diferentes parametros
hemodinamicos en los animales modelo a través de la vena cervical y la cateterizacion de la arteria cardétida,
respectivamente. Resultados. Los tres niveles de dosis de rhNRG-18 (1, 3 y 10 uyg/kg) administrados durante 5 dias
consecutivos pudieron incrementar el valor de FE/FS y del gasto cardiaco de los animales modelo, habia una
diferencia significativa entre los valores antes y después de la administracion del farmaco y los del grupo del modelo
(P <0,05, P<0,01); 1, 3y 10 ug/kg de rhNRG-18 pudieron incrementar con eficacia la dp/dt del ventriculo izquierdo
en los animales modelo, habia una diferencia significativa cuando se comparé con la del grupo del modelo (P < 0,01),
pudieron incrementar con eficacia la PVImax de los animales modelo, reducir el valor de la PVImin y P < 0,04
cuando se compard con el grupo del modelo, mientras que el efecto sobre el ventriculo izquierdo no resultaba
evidente. Conclusion. La rhNRG-18 pudo tratar con eficacia la insuficiencia cardiaca congestiva ocasionada por la
constriccion de la vena cava inferior en los perros.

2. Objetivos

Demostrar el efecto terapéutico de la rhNRG-13 sobre la insuficiencia cardiaca congestiva ocasionada por la
constriccion de la vena cava inferior en el perro.
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3. Muestra problema

La rhNRG-1B, proporcionada por Zensun (Shanghai) Science & Technology Development. Nimero de lote:
200110006-2; Concentracion: 500 ug/ampolla; titulo; 5000 u/ampolla; pureza: >95% (HPLC-CS8).

6. Animal para el experimento

6.1 Especie, origen y certificado de competencia: perro de casta cruzada, proporcionado por el Hospital Zhong Shan
de la Universidad de Fudan, que reune los requisitos garantizados por el Departamento de Animales para
Experimentacion de la Universidad de Fudan.

6.2 Masa corporal y sexo: 13-18 kg, macho.

6.3 Numero de animales en cada grupo: 6 animales en cada grupo experimental.

5. Materiales y equipo

5.1 Ecocardiografo, Hewlett Packard sonos 5500; tipo de la sonda: S4

5.2 Agua para inyeccion, Zang Jiang Antus Bioproduct Co Ltd, 10 x 5 ml, nimero de lote: 0112180;

5.3 Cuchillo eléctrico de alta frecuencia, fabrica de equipamiento electronico de Shanghai Hu Tong, GD350-D;
5.4 Electrocardiografo, Nihon Kohden ECG-6511;

5.5 Electrodo de monitorizacion, Ludlow Company de Canada, modelo: MT-200;

5.6 Fisiografo, equipamiento del Centro de Investigacion de la Universidad de Medicina de Shangai, SMUP-B;
5.7 Ventilador eléctrico, Shanghai n.° 4, fabrica de equipamiento médico;

5.8 Catéter flotante con globo trifido, Edwards 114F7.

6. Método del experimento

6.1 Grupos para el experimento

Se pusieron en marcha el grupo de pseudooperacion, el grupo del modelo y el grupo del farmaco problema.
Grupo de pseudooperacion (n = 6): solo se les realizo la toracotomia sin constriccion de la vena cava inferior.

Grupo del modelo (n = 6): se inyectod la solucion de tampoén de preparacion después de poner en marcha el modelo
de insuficiencia cardiaca.

Grupo del farmaco problema: se inyectd la hNRG-138 después de poner en marcha el modelo de insuficiencia
cardiaca.

6.2 Ajuste de la dosis, preparacion del farmaco problema, pauta de administracion del farmaco

Los niveles de dosis alto, intermedio y bajo de 1, 3 y 10 ug/kg, respectivamente, de rhNRG-1 se obtuvieron por
dilucion con la solucién de tampdn de preparacion (vehiculo) para dar la concentracion necesaria, inyeccion
intravenosa una vez cada dia durante 5 dias consecutivos.

La soluciéon del tampon de preparacion se inyectd por via intravenosa una vez al dia durante 5 dias consecutivos
para el grupo del modelo.

El volumen del farmaco administrado era 0,8 ml/kg de masa corporal.
6.3 Método del experimento

6.3.1 Puesta en marcha de la insuficiencia cardiaca ocasionada por la constriccién de la vena cava inferior en el
modelo animal del perro

Se inyect6 pentobarbital de sodio al 3% (30 mg/kg) en la vena periférica para anestesiar al perro y después se le
intubd por la traquea. Se le realizd una toracotomia aséptica a través del lado derecho del térax entre la 4.2y la 5.2
costilla, se midié el perimetro de la vena cava inferior a 3 cm de la auricula derecha. Se selecciona una bovina fuerte
con un perimetro igual a 1/3-1/2 del de la vena cava inferior, se ajusta la bovina y la vena cava inferior entre si con
hilo de seda n.° 7, se retira la bovina, se cauteriza la hemorragia, y se cierra el térax. Se cria durante 1 semana, se
realiza una ecocardiografia de acuerdo con la cantidad de ascitis, cuando la FE se redujo hasta un 20% o la
dilatacion del lado izquierdo del corazon hasta un 20%, se puso en marcha el modelo animal estable de insuficiencia
cardiaca congestiva con gasto cardiaco bajo. A continuacion, la inyeccion intravenosa del perro se realizé durante 5
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dias consecutivos. Se realizd la toracotomia sin constriccion de la vena cava inferior para el grupo de
pseudooperacion.

6.3.2 Experimento farmacodinamico

Después de identificar la puesta en marcha del modelo animal, el experimento se realizé de acuerdo con los grupos
de animales y la pauta de administracion de los farmacos

6.3.3 indice de observacion

Se realizo la determinacién del indice de la funcién cardiaca con anestesia del perro antes de la operacién, antes de
la administracion del farmaco y 5 dias después de la misma. El indice principal incluia: FE (fraccién de eyeccion):
fraccion de eyeccion del corazén, a saber, razon de la diferencia entre el volumen telediastélico (VTD) del ventriculo
y el volumen telesistélico (VTS) del ventriculo, y el volumen telediastdlico del ventriculo, que es el indice general
utilizado por reflejar el funcionamiento del bombeo del ventriculo; en concreto, por reflejar la funcién sistolica;

FS: fraccion de acortamiento del eje menor del ventriculo, que es el indice que refleja el funcionamiento de la
contraccion del ventriculo,

GC: gasto cardiaco, a saber, volumen de sangre eyectado por el corazén por minuto.
6.3.3.2 Determinacion del indice hemodinamico

Se insert6 un catéter flotante con globo trifido 7F en la vena yugular derecha, y se registraron la presion de la
auricula derecha, la presion del ventriculo derecho, la presion pulmonar y la presion de enclavamiento pulmonar. De
nuevo se insertd un catéter flotante con globo trifido 6F en la arteria carétida izquierda, y se registraron la presion
aortica y la presion del ventriculo izquierdo con un fisiégrafo con los siguientes indices principales: PVIimax, PVImin,
+dp/dt y -dp/dt.

7. Procesamiento de los datos

Para los datos recogidos se utilizé la prueba de la t por parejas o una prueba no paramétrica con el programa
informatico SPSS.

8. Resultados
8.1 Efecto de la rhNRG-1 sobre la funcién cardiaca del perro con CVCIT
8.1.1 Efecto de la rhNRG-1[3 sobre el valor de FE/FS del ventriculo izquierdo del perro con CVCIT

El valor de FE y FS antes de la constriccion en los animales modelo era de 82,3 + 1,6% y 49,2 + 2,6%,
respectivamente, segin el examen por ecocardiografia, y se redujo a 59,1 + 7,3% y 29,3 + 3,9%, respectivamente,
después de la operacion, habia una diferencia significativa entre los valores de antes y de después de la constriccion
(P <0,01, P<0,05), y el valor de FE y FS se mantuvo continuamente en el nivel de 55,5 + 10,9% y 28,5 + 6,6% 5
dias después, lo que demuestra que, gracias a la constriccion de la vena cava inferior, se puso en marcha el modelo
de perro de insuficiencia cardiaca congestiva y que era relativamente estable.

Se incrementé significativamente el valor de FE y FS de los tres grupos de nivel de dosis después de la inyeccion de
la rhNRG-1B, la FE y la FS del grupo del nivel de dosis bajo (1 ug/kg) se incrementé de 57,7 + 10,9y 30,6 + 8,0 a
70,4 £ 8,4y 39,7+ 5,7, habia una diferencia significativa entre el antes y el después de la administracion del farmaco
(P < 0,05), mientras que habia una diferencia significativa cuando se comparé con el grupo del modelo (P < 0,05).
Ademas, también se incremento significativamente el valor de FE/FS de los animales modelo de los grupos de nivel
de dosis intermedio y alto, y habia una diferencia significativa cuando se compararon los niveles del antes y del
después de la administracion del farmaco con respecto al grupo del modelo (P < 0,01). En la tabla 35 se muestran
los resultados.

Tabla 35. Efecto de la rhNRG-18 sobre el FE/FS del ventriculo izquierdo en el perro con CVCIT

FS (%) FE (%)
Antes de la | Después de la Antes de la | Después de la
Grupo Preoperaciéon | administracién | administracion | Preoperacion | administracion | administracion
del farmaco del farmaco del farmaco del farmaco
Grupo de|51,7+2,2 47,4 £1,3* 50,3 £ 2,2** 84,1+1,4 81,4 +1,1* 83,1+ 1,6
pseudooperacion
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Grupo del[49,2 + 2,6 29,3+3,9 28,5+ 6,6 82,3+1,6 59,1+7,3 55,5+ 10,9
modelo

rhNRG-18 a 10|50,5 + 3,3 27,7+56 415+ 3,144 (829+26 55,8 + 10,0 74,7 £ 3244
Hg/kg

rhNRG-18 a 3|51,7+29 29,9+ 6,4 424 +4.4*** |847+28 58,0 + 8,3 74,7 + 4,644
Hg/kg

rhNRG-18 a 1/50,8+4,0 30,6 * 8,0 39,7+57** |828+3,0 57,7 +10,9 70,4 + 8,4**
Hg/kg

En todos los grupos que se acaban de describir, n = 6

* P < 0,05, cuando se compara con el grupo del modelo; ** P < 0,01, cuando se compara con el grupo del modelo: A
P < 0,05, cuando se compara el valor antes de la administracién del farmaco con el valor de después.

A A P <0,01, cuando se compara el valor antes de la administracién del farmaco con el valor de después.
8.1.2 Efecto de la rhNRG-1 sobre el gasto cardiaco del perro con CVCIT

En la tabla 36 se muestra que la rhNRG-1f pudo incrementar significativamente el gasto cardiaco de los animales
modelo, el gasto cardiaco del grupo de rhNRG-1B a 1 ug/kg se increment6 de 2,4 + 0,5 a 3,7 + 0,8 y habia una
diferencia significativa cuando se compara el valor antes de la administracion del farmaco con el valor de después (P
< 0,05), mientras que habia una diferencia significativa también cuando se comparé con el de los animales modelo
(P < 0,05). Los cambios del gasto cardiaco de los grupos de nivel de dosis de 3 y 10 pg/kg eran incluso significativos
(P < 0,01). Los resultados de la determinacion de los cambios de la frecuencia cardiaca mostraban que la rhNRG-13
tiene menos efecto sobre la frecuencia cardiaca (no se reveld ningun dato).

Tabla 36. Efecto de la rhNRG-1 sobre el gasto cardiaco del perro con CVCIT (L/min)

Gasto cardiaco (L/min)
Grupo Preoperacion Antes de la administracion Después de la
del farmaco administracion del farmaco

Grupo de pseudooperacion 43+0,7 39+0,6 40+0,6

Grupo del modelo 47+1,3 25+0,8 2,7+05
rhNRG-13 a 10 pg/kg 4,3+0,6 1,9+0,3 360,7*A A
rhNRG-1 a 3 ug/kg 4,3+0,8 2,1+0,7 40+£0,9* A A
rhNRG-1B a 1 ug/kg 4,2+0,6 24+0,5 3,7+0,8*A

En todos los grupos que se acaban de describir, n = 6.

* P < 0,05, cuando se compara con el grupo del modelo; ** P < 0,01, cuando se compara con el grupo del modelo; A
P < 0,05, cuando se compara el valor antes de la administracién del farmaco con el valor de después.

A A P<0,01, cuando se compara el valor antes de la administraciéon del farmaco con el valor de después.
8.2 Efecto de la rhNRG-1 sobre la dinamica del torrente circulatorio del perro con CVCIT

Se determinaron los cambios de la dp/dt del ventriculo izquierdo y derecho y la presion telesistolica/presion
telediastdlica con la técnica de cateterismo flotante. Los resultados mostraban que 1, 3 y 10 pg/kg de rhNRG-183
podian incrementar con eficacia la dp/dt del ventriculo izquierdo de los animales, habia una diferencia significativa
cuando se comparaba con la del grupo del modelo (P < 0,05); incrementaron eficazmente la PVImax, redujeron el
valor de la PVImin, cuando se comparaba con el grupo del modelo, P < 0,05; la rhNRG-1p tiene menos efecto sobre
la dp/dt del lado izquierdo del corazén, sobre la +dp/dt del ventriculo derecho y sobre presidn televentricular, y en las
tablas 37 y 38 se muestran los resultados en detalle.

Tabla 37. Efecto de la rhNRG-18 sobre la dp/dt del ventriculo izquierdo del perro con CVCIT
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Grupo L (+dp/dt) (mmHg/s) L (-dp/dt) (mmHg/s)
Grupo de pseudooperacion 5088,99 + 982,87** -3233,39 + 923,82
Grupo del modelo 2017,75 + 295,25 -2384,94 + 1062,31
rhNRG-13 a 10 pg/kg 5104,88 + 1332,05** -3658,34 + 1390,97
rhNRG-1 a 3 ug/kg 5000,45 + 1535,88** -3249,52 + 973,32
rhNRG-1B a 1 ug/kg 4024 + 1006 635,63** -2933 £ 613,44

En todos los grupos que se acaban de describir, n = 6
* P < 0,05, cuando se compara con el grupo del modelo, ** P < 0,01, cuando se compara con el grupo del modelo.

Tabla 38. Efecto de la rhNRG-18 sobre la PVImax/PVImin del ventriculo izquierdo del perro con CVCIT

Grupo PVImax (mmHg) PVImin (mmHg)
Grupo de pseudooperacion 145,04 + 15,17** -0,03 + 6,48
Grupo del modelo 95,07 + 11,62 2,42 + 2,86
rhNRG-13 a 10 pg/kg 122,87 +17,37* -0,69 + 1,05*
rhNRG-1 a 3 ug/kg 114,68 £ 17,12* -1,12 £ 1,34*
rhNRG-1B a 1 ug/kg 102,12 £ 12,42 0,59 + 3,05

En todos los grupos que se acaban de describir, n = 6
* P < 0,05, cuando se compara con el grupo del modelo; ** P < 0,01, cuando se compara con el grupo del modelo.
10. Conclusién

Los tres niveles de dosis (1, 3 y 10 pg/kg) de rhNRG-18 administrados durante 5 dias consecutivos pudieron
incrementar el valor de FE/FS y el gasto cardiaco del animal del modelo, habia una diferencia significativa cuando se
compara el valor antes de la administracion del farmaco con el valor de después (P < 0,005, P < 0,01); 1, 3y 10
pg/kg de rhNRG-1B pudieron incrementar con eficacia la dp/dt del ventriculo izquierdo y habia una diferencia
significativa cuando se comparé con el grupo del modelo (P < 0,05), al ser capaz de incrementar con eficacia la
PVImax, reducir la PVImin de los animales del modelo, y habia una diferencia significativa cuando se comparo con
el grupo del modelo, P < 0,05, mientras que habia menos efecto sobre el ventriculo derecho.

Los resultados del experimento mostraban que la rhNRG-18 podia tratar con eficacia la insuficiencia cardiaca
congestiva ocasionada por la constriccion de la vena cava inferior.

Ejemplo 7. Estudio de la neurregulina-18 S177-Q237 recombinante de humano para inyeccion sobre la toxicidad a
largo plazo del macaco Rhesus

Resumen

Experimento de toxicidad a largo plazo al inyectar por via intravenosa 7,5, 15, y 75 ug/kg al dia de la neurregulina
1Bs177-a237 recombinante de humano para inyeccion al macaco Rhesus (la dosificacion utilizada se baso en la dosis
eficaz en el modelo farmacodinamico de ratén y se convirtio en una dosificaciéon equivalente a 2, 4, 20 veces la de la
dosificacion para el mono; y se basé en el modelo farmacodinamico del perro y se convirti6 a una dosificacion
equivalente a 4, 5, 9 y 45 veces la de la dosificacion para el mono), se utilizd excipiente como control; el seguimiento
se llevd a cabo continuamente durante 3 semanas después de la retirada del farmaco. Se estudiaron las reacciones
toxicas de la neurregulina-1Bs177-q237 recombinante de humano para inyeccion y su gravedad para el organismo con
el fin de buscar 6rganos diana de las reacciones toxicas y la reversibilidad del dafio, y para determinar la dosificacion
que no ocasiona ninguna reaccion toxica y para que la dosificacion sirva como referencia para la dosificacion segura
a utilizar en los humanos.
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Los animales del experimento se dividieron al azar en 4 grupos basandose en su masa corporal, con 6 animales, 3
machos y 3 hembras, en cada grupo. El volumen del farmaco administrado era 1 ml/kg de masa corporal. La masa
corporal se midié cada semana y la dosis se reguld de acuerdo con la masa corporal medida. El farmaco se
administré cada dia por la mafana durante 3 semanas consecutivas. Se llevo a cabo el electrocardiograma, pruebas
hematicas, bioquimicas, de orina y de heces, asi como la determinaciéon de anticuerpos, se realizaron antes de la
administracion del farmaco, y 10 dias y 21 dias después de comenzar la administraciéon del farmaco,
respectivamente. El examen del fondo de ojo se realizé con anestesia los dias 22 y 42 (contados desde el primer dia
que se administré el farmaco), respectivamente, a continuacion, se sacrificaron 2/3 y 1/3 de los animales, se les
realizé la autopsia y se estudiaron desde el punto de vista anatomopatoldgico, y se prepard un frotis de la médula
6sea al mismo tiempo. La ecocardiografia se realizé con anestesia un dia antes de la autopsia.

Durante el experimento, no se asocidé ninguna muerte animal al farmaco problema. Se produjeron vémitos, nauseas
y salivacion en parte de los animales en cada perro tomado del grupo 1 semana después de comenzar la
administracion del farmaco; se observé horripilacion, pelaje sin lustre, reduccion de la actividad, y anorexia 2
semanas después de la administracion del farmaco; se descubrié palidez leve, un endurecimiento regional de la piel
y de los vasos en el sitio de inyeccion del farmaco; los sintomas y los signos mencionados mas arriba
desaparecieron o se redujeron 3 semanas después de la retirada del farmaco. No se observaron manifestaciones
anormales en los animales del grupo de control durante el periodo de administracion del farmaco y el periodo de
convalecencia después de retirar el farmaco.

La ingestion de alimento se redujo significativamente y la masa corporal disminuyé notablemente en el grupo de
dosis alta (la autocomparacion antes y después de la administracion del farmaco mostré que la diferencia era
significativa: mientras que no habia ninguna diferencia significativa cuando se comparé con el grupo de control). No
habia ningun cambio significativo de la temperatura corporal en todos los animales antes y después de la
administracion del farmaco.

Los analisis hematicos, bioquimicos, de orina y de las heces no mostraron cambios toxicolégicos significativos.

Electrocardiografia: no se observd ninguna desaceleracion significativa de la frecuencia cardiaca en los animales
conscientes a 10 dias de la administracion del farmaco, mientras que se produjo una reduccion significativa de la
frecuencia cardiaca a las 3 semanas de la administracion del farmaco en los animales conscientes de cada grupo
que tomaba el farmaco, probablemente debido al efecto farmacoldgico del farmaco problema; ademas, habia voltaje
relativamente alto de las ondas R y S en las derivaciones V1 y V3 del electrocardiograma, probablemente asociado
a la variacion de las derivaciones del térax de los animales; no se observd ninguna anomalia patoldgica significativa
en el ecocardiograma, frecuencia cardiaca ni ningun otro indice, ni cambios hipertroficos del miocardio.

No se observaron cambios anormales en el examen del fondo de ojo.
No se observaron cambios patoldgicos toxicos significativos en el frotis de la médula 6sea.

La autopsia realizada a las 3 semanas de la administracién del farmaco mostré derrame pericardico en 3 animales
de los grupos de dosis intermedio y bajo, y se pudieron extraer 2-3 ml de trasudado en cada uno de ellos; se
descubrié hidrocefalia en el espacio subaracnoideo en 2 animales del grupo de dosis alta, y se les extrajeron 0,5y 3
ml de trasudado de cada uno de ellos, respectivamente.

Aparecieron diferentes grados de vacuolas en el citoplasma del miocardio, se observd congestion vascular y edema
leve bajo la piamadre en los que tenian hidrocefalia. Todos ellos tenian algo que ver con el farmaco problema.

El analisis de anticuerpos dio resultados negativos.

Los sintomas digestivos, tales como vomitos, nauseas y anorexia, de estos animales, y la resultante reduccion de
masa corporal en el grupo con la dosis alta se debieron probablemente a la distribucién y eliminacion del farmaco
problema en el tubo digestivo. Sintomas tales como palidez, endurecimiento de la piel en el sitio de la inyeccion,
derrame pericardico e hidrocefalia, y sin recuperacion total de la hidrocefalia en los animales del grupo con la dosis
alta 3 semanas después de la retirada del farmaco, demostraron que el exudado capilar y el sindrome de trasudado
en el macaco Rhesus pueden estar ocasionados por la dosis intermedia y alta de la neurregulina-1B s177-q237
recombinante de humano para inyeccién. Ademas, la desaceleracion de la frecuencia cardiaca en los animales
conscientes y la vacuola en el citoplasma del miocardio que se observa en los animales del grupo de dosis alta se
asociaron todos ellos al farmaco problema.

Conclusion: se llevo a cabo la inyeccion intravenosa diaria de 7,5, 15 y 75 pg/kg al dia de neurregulina 1B s177-q237
recombinante de humano para inyeccion al macaco Rhesus durante un total de 3 semanas y se vigilé continuamente
durante 3 semanas. Los resultados demostraron que mas de 10 dias de inyeccién consecutiva de la neurregulina 13
s177-q237 recombinante de humano para inyeccién podian ocasionar la desaceleracion de la frecuencia cardiaca en
los animales conscientes; podria conducir a la reaccion digestiva; ocasiond derrame pericardico, hidrocefalia, y
congestion y edema leves bajo la piamadre en el macaco Rhesus del grupo de dosis intermedia y alta, la hidrocefalia
no se recupero totalmente 3 semanas después de la retirada del farmaco en los animales del grupo de dosis alta; la
palidez y el endurecimiento de la piel y los vasos en el sitio de la inyeccion se recuperaron gradualmente después de
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retirar el farmaco. Estas manifestaciones demostraron que la posible causa era el sindrome de trasudado-exudacién
capilar. Una dosis alta de la neurregulina 1B s177-q237 recombinante de humano para inyecciéon podia ocasionar las
vacuolas en el citoplasma del miocardio; la prueba de anticuerpos dio resultados negativos. El nivel de la dosis que
no provoco6 derrame pericardico e hidrocefalia por la administracion del farmaco durante 3 semanas y un periodo de
convalecencia de 3 semanas fue de 7,5 pg/kg al dia.

1. Objetivos del experimento

Estudiar las reacciones toxicas de la neurregulina 1B si77-q237 recombinante de humano para inyecciéon y su
gravedad para el organismo, buscar érganos diana de la reaccion téxica y la reversibilidad del dafio, determinar la
dosis que no provoca reacciones toxicas y ofrecer la dosis como una referencia para la dosis segura a utilizar en los
humanos.

2. Farmaco problema:
2.1 Nombre del farmaco: neurregulina 18 s177-q237 recombinante de humano para inyeccion.
2.2 Numero del lote: 200210024

2.3 Institucion que proporcioné el farmaco: Zensun (Shangai) Science & Technology Development Company Ltd.,
Direccion: 2.2 planta del edificio C, 328 Bi Bo Road, Zhang Jiang High Tech Zoon.

2.4 Contenido: 3,75 mg/ml.

2.5 Actividad especifica: 1,12 x 10* U/mg.

2.6 Naturaleza: solucion incolora y trasparente

2.7 Conservacion: conservar a 4 °C.

2.8 Excipiente: NaCl a 0,15 M, fosfato de sodio a 10 mM, pH 6,0.

2.9 Preparacion: Diluir con solucién salina normal a la concentraciéon necesaria.
3. Animales:

3.1 Especie de los animales: macaco Rhesus

3.2 Origen de los animales: Granja de crianza de macaco Rhesus Da Li Ji, Condado Li Xing, Provincia de Anhui,
certificado de competencia: Wan Fa Xun Fan N.° 2002-6.

3.3 Fecha de recepcion de los animales: 13 de octubre de 2002.

3.4 Masa corporal: 2,6 a 5,9 kg al comienzo de la administracion del farmaco.

3.5 Sexo: Una mitad eran machos y la otra mitad, hembras.

3.6 Numero de animales: 24 animales.

3.7 Marcas en los animales: se utilizé un chip toracico para identificar cada animal.

3.8 Condiciones de alimentacion: un animal por jaula, alimentado con pienso granulado para animales (suministrado
por Shanghai Shi Ling Science & Technology Company Ltd.). Los animales se alimentaron con 100 g de pienso para
consumo animal dos veces al dia, ademas de unos 100 g de fruta. La temperatura ambiental se mantuvo a 20-25 °C,
la humedad relativa al 50-70%, y se iluminaron durante 12 horas al dia.

3.9 Tiempo de adaptacion al entorno: cria durante 25 dias para la adaptacién al entorno.

4. Dosis

4.1 Ajuste de la dosis:

Grupo de control: 0 pug/kg al dia (inyectado con un volumen igual de excipiente);

Grupo de dosis baja; 7,5 pg/kg al dia (comparable a dos veces la dosis equivalente del mono);

Grupo de dosis intermedia: 15 ug/kg al dia (comparable a 4 veces la de la dosis equivalente del mono);

Grupo de dosis alta: 75 pg/kg al dia (comparable a 20 veces la de la dosis equivalente del mono).
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4.2 Fundamentos del ajuste de la dosis:

La indicacion programada para la neurregulina 13 s177-q237 recombinante de humano para inyecciéon era para el
tratamiento de la insuficiencia cardiaca. El modelo farmacodinamico de ratones era el modelo de miocarditis
inducida por el virus Coxsackie B3 procardiaco, la dosis utilizada era 7,5, 15 y 30 ug/kg al dia (equivalente a 1,875,
3,75 y 7,5 yg/kg al dia cuando se use en el mono), inyectado por via intravenosa durante 5 dias consecutivos, la
puntuacion patolégica era 1,5, 0,7 y 0,56 respectivamente (los criterios para la puntuacion patolégica eran:
puntuacién 0: area de lesiones = 0%, puntuacion 1: area de lesiones = 25%, puntuacién 2: area de lesiones = 50%,
puntuacion 3: area de lesiones = 100%). Por lo tanto, las dosis de 15 y 30 pg/kg al dia podian reducir
significativamente el dafio al corazon. La via de administracion programada del farmaco era la inyeccion intravenosa,
una vez al dia durante 3 a 5 dias consecutivos. La DMT del experimento de toxicidad aguda con la inyeccion por via
intravenosa de la neurregulina 1B s177-q237 recombinante de humano para inyeccion era 35 mg/kg. Se toma una dosis
equivalente para el mono de 3,75 pg/kg al dia como dosis significativamente eficaz, la dosis toxica a largo plazo para
los animales se ajustara tentativamente a 2, 4 y 20 veces la dosis eficaz de los animales.

5. Ciclo de administracion del farmaco:

Una vez al dia durante 3 semanas consecutivas.

6. Periodo de convalecencia

3 semanas.

7. Volumen de farmaco administrado:

1,0 ml/kg de masa corporal.

8. Via de administracion del farmaco:

Inyeccion intravenosa lenta, la misma que la utilizada en la practica clinica.
9. Método del experimento:

Se utilizd el albendazol para acabar con los parasitos intestinales y se realizd la prueba de la tuberculina antes de
comprar el animal para el experimento, y a continuacion se realizo la adaptacion al entorno; se realizaron analisis
hematicos, bioquimicos y de orina, y electrocardiografia, dos veces para garantizar que los animales del
experimento estaban sanos. Se formaron 4 grupos basandose en la masa corporal y el sexo de los animales, con 6
animales en cada grupo, la mitad machos y la mitad hembras. El volumen del farmaco administrado era 1,0 ml/kg de
masa corporal, la masa corporal se midié cada semana antes de cada administracion del farmaco y el volumen del
farmaco a administrar se ajustara de acuerdo con la masa corporal medida, 2/3 y 1/3 de los animales (2 monas y 1
mono en cada uno) en cada grupo se sacrificaron a las 24 horas al cabo de 3 semanas de la administracion del
farmaco y al final de 3 semanas después del periodo de convalecencia, se realizd la autopsia, se pesaron los
organos, se calcul6 el coeficiente de los érganos y se realizé el examen anatomopatolégico. Se extrajo sangre para
el examen hematico y bioquimico, y se realizé el frotis de la médula 6sea a los 10 dias de la administracion del
farmaco y antes de la autopsia.

9.1 Reactivos:

9.1.1 Reactivo para el analisis hematico.

9.1.2 Reactivo para el analisis bioquimico del suero: reactivo para bioquimica con contaminaciones insignificantes.
9.1.3 Principal reactivo para la deteccién de anticuerpos.

1. Liquido de recubrimiento: NaHCO3 0,293 g, Na,COs3 0,159 g, disolver en 100 ml de agua.

2. Solucién de tampon de sustrato: pH 5,0, acido citrico 1,02 g, Na;HPO4.12H,0 3,68 g, disolver en agua.

3. Solucion de limpieza: PBS a 0,01 M mas Tween-20 a 1:2000

4. Solucion de bloqueo: leche desnatada en polvo 5 g, disolver en 100 ml, pH 7,4, PBS a 0,01 M.

5. Segundo anticuerpo de rata contra mono marcado con HRP: producto de Sigma Company con el nimero de lote
de los EE. UU.: A-2054.

6. Tween-20: paquete separado de material bruto importado, proporcionado por Zensun (Shanghai), Science &
Technology Company Ltd.

7. Tetrametilaminobenceno (TMB): envase separado de material bruto importado, proporcionado por Shanghai
Huamei Bioengineering Company.
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8. H2S0y4: reactivo analitico, Shanghai Ling Feng Chemical Reagent Co Ltd.

9.2 Equipamiento:

Contador de células sanguineas Roche Hematology Vet.

Maquina automatica de analisis bioquimicos Hitachi-7060.

5 Maquina de marcacion de enzimas 550: producto de BIO-RAD de los EE. UU.

10

Centrifugadora refrigerada Heraeus, Compafiia Heraeus de Alemania.

Ecocardiégrafo sonos 5500 de Hewlet Packard, con sonda S4.

9.3 Métodos de analisis bioquimicos del suero y la sangre: véase la tabla que viene a continuacion.

Método de analisis de la sangre

Materia a analizar

Método del analisis

Gloébulos blancos
Gldébulos rojos
PLT Plaguetas
Ht Hematocrito
Hb Hemoglobina
VCM Volumen corpuscular medio

HCM Hemoglobina corpuscular media

CHCM Concentracion de hemoglobina corpuscular media

Ret Numero de reticulocitos
Férmula leucocitica

TC Tiempo de coagulacion

Anadlisis instrumental
Anadlisis instrumental
Anadlisis instrumental
Anadlisis instrumental
Anadlisis instrumental
Analisis instrumental
Anadlisis instrumental
Anadlisis instrumental
Método de azul de cresilo brillante
Tincion de Wright

Método de portaobjetos

Método de analisis bioquimico del suero

Analisis Método
ALT/GPT alanina aminotransferasa IFCC sin P-5-P
AST/GOT aspartato aminotransferasa IFCC sin P-5-P
ALP fosfatasa alcalina Tris/Carb

LDH acido lactico deshidrogenasa
CPK creatina fosfocinasa
NUS nitrégeno ureico sanguineo
CRE creatinina
GLU glucosa
Bil-T bilirrubina total
COL-T colesterol total

PT proteina total

L — P método enzimatico
NAC método enzimatico
Ureasa-GLDH-cinético
Jaffe-cinético
oxidasa
Método del sulfoxido de dimetilo
Enzimatico

Biuret
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ALB albumina Método del verde de bromcresol
K" potasio Método de electrodos
Na® sodio Método de electrodos
CI" cloruro Método de electrodos
P*"*/PHOS fésforo inorganico Fosfomolibdato-UV
Ca"" calcio Método de complexona de ortocresol- ftaleina
Mg"* magnesio Indicador compexomeétrico de calmagita

9.4 Método de deteccion de anticuerpos

Antigeno de recubrimiento: la neurregulina 1B s177-q237 recombinante de humano para inyeccion se diluyé a 6 ug/ml
con la soluciéon tamponante de recubrimiento, se afiade en la placa de 96 pocillos marcada con enzima con 100
pl/pocillo, 37 °C durante 1 hora.

Bloqueo: se lava la placa 5 veces, se prepara leche desnatada en polvo al 5% con la solucion de lavado.

Se diluye lo programado para el suero a analizar; se diluye la muestra con la solucion de dilucidon de la muestra, el
gradiente de dilucién es 1:100.

Se afiade la muestra: se lava 3 veces la placa bloqueada marcada con enzima, se afiade lo programado para el
suero a analizar, 100 ul/pocillo, 37 °C durante 1 hora.

Se afade el anticuerpo marcado con la enzima: se lava la placa 5 veces, se afade la inmunoglobulina antimono de
rata marcada con HRP diluida a 1:1000, 100 pl/pocillo, 37 °C durante 1 hora.

Sustrato: se lava la placa 5 veces, se le afiade la solucion de reaccion del sustrato recién preparada, 100 ul/pocillo,
37 °C durante 10 minutos.

Finalizacién: se anade H>SO4 a 2 N, 50 pl/pocillo para parar la reaccion.

Deteccion de valores dispares: el resultado positivo se definié como el valor de DO de la muestra problema que era
2,1 veces mayor que el del control negativo (el suero se diluy6 a 1:100).

10. Periodo de observacion e investigacion
10.1 Estado de la muerte:

Se llevd a cabo la monitorizacion una o dos veces al dia y se registrara el momento de la muerte del animal si se
produce la muerte de algun animal.

10.2 Sintomas generales:

Entre ellos se incluyen aspecto general, signos, actividad del comportamiento, sangre o exudacion pegadas a la
superficie de la jaula, lustre del pelaje. La observacion se realizé una o dos veces al dia.

10.3 Masa corporal:
Se midié la masa corporal una vez al dia antes de la administracion del farmaco.
10.4 Temperatura corporal:

Se tomé la temperatura corporal antes de la administracion del farmaco, y 1 hora después, los dias 1, 3y 5 de la
administracion del farmaco.

10.5 Ingestién de productos alimenticios para consumo animal:

Se le dio a cada mono 200 g de pienso para consumo animal al dia, con 100 g de frutas, y se calcula el consumo de
alimento por animal al dia.

10.6 Electrocardiografia:

Se realizaron 2 electrocardiogramas antes de la administracion del farmaco y también a los 10 dias de comenzar la
administracion del farmaco, al final de la administracion del farmaco, y durante el periodo de convalecencia,
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respectivamente, y se calcularon los valores de los intervalos PR, QRS, QT y ST.
10.7 Ecocardiografia:

Tras terminar la administracion del farmaco y 1 dia antes de la autopsia al final del periodo de convalecencia, los
animales programados para realizarles la autopsia se anestesiaran con una inyeccion por via intravenosa de
pentobarbital al 3% (30 mg/kg), a continuacién se realizard la ecocardiografia para determinar el grosor
intraventricular (GIV), la pared posterior (PP) del ventriculo izquierdo, volumen telediastolico del ventriculo izquierdo
(DdVI), volumen telesistolico del ventriculo izquierdo (DsVI), fraccion de eyeccion (FE), fraccion de acortamiento (FS),
valor maximo del torrente circulatorio por la valvula mitral (VM), valor maximo del torrente circulatorio por la valvula
aortica (VA) y frecuencia cardiaca (FC).

10.8 indices hematicos:

Dos veces antes de la administracion del farmaco, 10 dias después del comienzo de la administraciéon del farmaco,
al final de la administracion del farmaco, y al final del periodo de convalecencia de 3 semanas antes de la autopsia,
se les extrajeron 0,5 ml de sangre de la vena safena, se trataron con EDTA al 3,8% contra la coagulacion, y se les
analizaron los indices siguientes: nimero de glébulos rojos, nimero de reticulocitos (Ret), hemoglobina (Hb),
numero glébulos blancos y fraccion leucocitaria que incluye: neutréfilos (N), eosindfilos (E), linfocitos (L) y monocitos
(M), nimero de plaquetas (PLT), tiempo de coagulacion (TC), hematocrito (Ht), volumen corpuscular medio (VCM),
concentracion de hemoglobina media (CHM) y concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM).

10.9 Indices bioquimicos del suero:

Dos veces antes de la administracion del farmaco, 10 dias después del comienzo de la administraciéon del farmaco,
al final de la administracién del farmaco y 3 semanas después del periodo de convalecencia antes de la autopsia, se
les extrajeron 5 ml de sangre de la vena safena, se separo el suero después de la centrifugacion y se analizo lo
siguiente: aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT), fosfatasa alcalina (ALP), lactato
deshidrogenasa (LDH), creatina fosfocinasa (CPK), nitrégeno ureico sanguineo (NUS), proteina total (PT), albumina
(ALB), glucosa (GLU), bilirrubina total sérica (Bil-T), creatinina (CRE), colesterol total (Col-T), sodio (Na*), potasio
(K"), cloruro (CI'), calcio (Ca*™), magnesio (Mg*") y fésforo (P™*).

10.9 Andlisis de orina

Dos veces antes de la administracion del farmaco, 10 dias después del comienzo de la administraciéon del farmaco,
al final de la administracion del farmaco, 3 semanas después del periodo de convalecencia antes de la autopsia, se
recogioé una muestra de orina para analizar los glébulos blancos, nitritos, valor del pH, proteinas en la orina, glucosa,
cuerpos ceténicos, urobilinégeno, bilirrubina en la orina y hemoglobina.

10.11 Andlisis de heces

Se analizaron los huevos de parasitos y sangre oculta en las heces antes de la administracion del farmaco. También
se realiz6 un analisis de sangre oculta en las heces 10 dias después del comienzo de la administracion del farmaco,
al final de la administracion del farmaco y 3 semanas después del periodo de convalecencia.

10.12 Examen del fondo de ojo:
Se realiz6 el examen del fondo de ojo con anestesia antes de la autopsia.
10.13 Autopsia sistémica:

Se sacrificaron 2/3 y 1/3 de los animales de cada grupo (con 2 hembras y 1 macho en cada uno) 24 horas después
de 3 semanas de administracion del farmaco y al final del periodo de convalecencia tras finalizar la administracion
del farmaco, y se realiz6 la autopsia.

10.14 Coeficiente de 6rganos:

Se extrajeron corazoén, cerebro, higado, bazo, pulmones, rifiones, glandulas suprarrenales, timo, ganglios linfaticos,
tiroides, testiculos o Utero, ovario o prostata, se pesaron y se les calculé el coeficiente.

10.15 Examen histopatoldgico:

Se realizd el examen histopatologico de los érganos siguientes: corazon (pared anterior del ventriculo izquierdo,
ventriculo derecho, tabique, auricula izquierda, auricula derecha), higado, bazo, pulmones, cerebro, estdmago,
duodeno, ileon, colon, rifiones, vejiga urinaria, glandulas suprarrenales, hipdfisis, tiroides, timo, pancreas, testiculos,
prostata, ovario, Utero, ganglios linfaticos (cervical, mesenterio), vasos y tejido subcutaneo del sitio de la inyeccion.

10.16 Examen de la médula 6sea:

Se utilizé anestesia para tomar las muestras de la médula ésea del hueso femoral antes de la autopsia, se realizaron
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frotis, tincién y el examen al microscopio 6ptico para estudiar los sistemas de magacariocitos, granulocitos y
eritrocitos, linfocitos, plasmocitos y otro tipo de células. Se contaran 5 x 100 células nucleadas en los cuatro
cuadrantes y la parte central, se calcula la razén de GE y se toman fotografias.

10.17 Deteccion de anticuerpos contra la neurregulina 1B s177-q237 recombinante de humano para inyeccion en el
suero: 1, 2 y 3 semanas después del comienzo de la administracion del farmaco y al final del periodo de
convalecencia, se detectaron anticuerpos contra la neurregulina 1B s177-q237 recombinante de humano para inyeccion
en el suero, y se detendra la administracion del farmaco siempre que se detecte algin anticuerpo y el anticuerpo
detectado sea un anticuerpo neutralizante.

10.18 Procesamiento de datos y analisis estadistico:

Se realiza el analisis de varianza como prueba estadistica para los datos recogidos de diferentes grupos de dosis y
grupo de control.

11. Resultados del experimento:
11.1 Estado de la muerte:

No se produjo la muerte de ningin animal asociada al farmaco problema mientras dur6 el experimento. Al finalizar
las 3 semanas de administracion del farmaco, se observd una desaceleracion significativa de la frecuencia cardiaca
(20-30 latidos/min) de 1 animal de cada grupo (n.”* 5y 6) en el grupo de control y en el grupo con dosis baja
mediante el examen ecocardiografico con anestesia al finalizar el periodo de convalecencia de 3 semanas; al
manifestarse una sobreanestesia, se realizd, por lo tanto, la autopsia una dia antes de lo programado.

11.2 Manifestaciones generales:

Se produjeron vémitos en un mono macho en el grupo con dosis alta 30 minutos después de la inyeccion
intravenosa en el dia 2 de la administracion del farmaco. Durante 2-7 dias de la administracion del farmaco, 1 animal
de cada uno de los grupos con dosis alta e intermedia vomité a los 20-30 minutos de la inyeccién intravenosa. Se
produjo salivacion en parte de los animales en cada grupo después de 1 semana de administracion del farmaco, la
tasa de aparicion era significativamente mas alta en el grupo con dosis alta que en los otros grupos que tomaron el
farmaco; solo 1 animal del grupo con dosis baja mostré salivacion a los 9 dias de la administracion del farmaco.
Aparecid horripilacion, pérdida de lustre del pelaje, reduccion de la actividad, anorexia en el grupo con dosis alta a
las 2 semanas de administracién del farmaco. Desde el 3.*" dia de la administracion del farmaco comenzé palidez
leve, endurecimiento de la region de la piel y de los vasos en el sitio de la inyeccién, que se exagero
progresivamente y era dependiente de la dosis. Los sintomas y signos mencionados mas arriba desaparecieron o
mejoraron a la 3.2 semana del periodo de convalecencia después de la retirada del farmaco. Se produjo diarrea con
heces de color amarillo claro y sin regularidad en el animal n.° 21 del grupo con dosis alta. No aparecié ninguna
manifestacion anormal en los animales del grupo de control durante el periodo de administracion del farmaco y el
periodo de convalecencia después de la retirada del farmaco.

11.3 Cambios en la masa corporal:

No se observé ninguna diferencia significativa (P > 0,05) de la masa corporal entre los animales del grupo de control
y los diferentes grupos que tomaron el farmaco; la autocomparacion de los animales antes y después de la
administracion del farmaco mostré una reduccion significativa de la masa corporal de los animales del grupo con
dosis alta (P < 0,01).

11.4 Temperatura corporal:

No se observd ninguna diferencia significativa de la temperatura corporal tomada antes de la administracion del
farmaco y 1 hora después de la administracién del farmaco al cabo de 1, 3 y 5 dias de la administracion del farmaco.

11.5 Ingestién de productos alimentarios para consumo animal:

Se observo un remanente significativo de productos alimentarios para consumo animal y se observaron diferentes
cantidades de ingestion de 50 a 150 g de productos alimentarios para consumo animal en los animales de los
grupos de dosis intermedia y alta después de 1 semana de administracion del farmaco. No se observd ningun
remanente de productos alimentarios para consumo animal en los animales del grupo de control y del grupo de dosis
baja, y no aparecié ningin remanente de productos alimentarios para consumo animal en todos los animales
durante el periodo de convalecencia.

11.6 Resultados del examen mediante electrocardiografia:

No se observé ninguna desaceleracion significativa de la frecuencia cardiaca en ninguno de los animales
conscientes de cada grupo que tomo el farmaco a dia 10 de la administracion del farmaco (P > 0,05, cuando se
compara con el grupo de control) y se produjo una desaceleracion significativa de la frecuencia cardiaca en los
animales conscientes de cada grupo que tomo el farmaco, y P < 0,05, P < 0,01, cuando se compara con el grupo de
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control; al mismo tiempo, el intervalo PR, el intervalo del complejo QRS vy el intervalo QT se prolongaron en
consonancia, lo que es mas destacado en los grupos de dosis baja e intermedia, volvieron a la normalidad 3
semanas después de retirar el farmaco; el voltaje de Rv1 en los animales del grupo de dosis intermedia y alta era
mas alto, mientras que Sv1 en el grupo de dosis alta, intermedia y baja era mas profundo, y el voltaje de Rv3 en
cada grupo que tomé el farmaco era mas alto (P < 0,05; P < 0,01 y P < 0,001). Habia una fluctuacion leve en otro
parametro individual recogido en otro momento, aunque todos estaban dentro del margen normal.

11.7 Resultados de la ecocardiografia:

No se observo ninguna diferencia significativa en los parametros del ecocardiograma del grupo de control y de los
grupos que tomaron diferentes cantidades de farmaco a las 3 semanas de la administracion del farmaco ni al final de
las 3 semanas del periodo de convalecencia. (P < 0,05).

11.8 Resultados del examen hematico:

No se observaron cambios anormales significativos ademas de la fluctuaciéon dentro del margen normal de cada uno
de los parametros a lo largo de todo experimento.

11.9 Resultados del analisis bioquimico del suero:

No se observaron cambios anormales significativos ademas de la fluctuacion dentro del margen normal de cada uno
de los parametros a lo largo de todo el experimento.

11.10 Resultados del andlisis de orina:

Se observd un incremento de proteinas en la orina, presencia de cuerpos cetonicos, pero sin regularidad, en el
analisis de orina de cada uno de los animales de cada grupo que tomo el farmaco y del grupo de control antes de la
administracion del farmaco, a los 10 dias y a las 3 semanas de comenzar la administracion del farmaco, y a las 3
semanas del periodo de convalecencia antes de la autopsia. Se observé un incremento transitorio de glébulos rojos
en la orina en determinados animales del grupo de control y en cada grupo que tomoé el farmaco. No se observé
ninguna otra anomalia significativa.

11.11 Resultados del andlisis de heces:

El analisis de sangre oculta en las heces dio negativo y no se observaron huevos de parasitos en las heces en
ninguno de los animales antes de la administracion del farmaco, a los 10 dias y a las 3 semanas del comienzo de la
administracion del farmaco, y a las 3 semanas del periodo de convalecencia antes de la autopsia.

11.12 Resultados del examen del fondo de ojo:

No se observo ninguna anomalia en el examen del fondo de ojo realizado a las 3 semanas de la administracion del
farmaco y a las 3 semanas del periodo de convalecencia antes de la autopsia.

11.13 Anatomia sistémica:

Se descubrié un pequefio derrame en la cavidad del pericardio del mono macho n.° 2 y las monas hembra n.° 23 y
24 del grupo de dosis intermedia, y se extrajeron 2-3 ml de liquido transparente de color ligeramente amarillo de
cada animal a las 3 semanas de la administracion del farmaco; se observé hidrocefalia en el espacio subaracnoideo
de los animales n.° 1 y n.° 21 del grupo de dosis alta, y se extrajeron 1-2 ml de liquido transparente de color
ligeramente amarillo de cada animal; hay derrame en la cavidad del peritoneo, manchas de sangre en la superficie
de la mucosa del colon del animal n.° 21 junto con un foco de Ulcera en el animal n.° 21. Se observé congestion y
lesion hemorragica en el I6bulo pulmonar del mono macho n.° 22 del grupo de dosis alta. El mono n.° 8 del grupo de
control se murié6 antes de la autopsia debido a un exceso de anestesia, se observé congestion significativa y
hemorragia desigual en los pulmones durante la autopsia, sin observar ninguna otra anomalia significativa.

Al final del periodo de convalecencia de 3 semanas, se observé hidrocefalia en el espacio subaracnoideo en un
animal macho y otro hembra (n.° 10, n.° 14) del grupo de dosis alta, y se extrajeron 0,5 ml y 3 ml de liquido de ellos,
respectivamente; no se observé ninguna anomalia significativa en el animal que recibi6 el exceso de anestesia y al
que se realizd la autopsia por adelantado.

No se observé ninguna anomalia en los otros érganos.
Los resultados del analisis para el derrame antes mencionado demostraron que todos eran trasudados.
11.14 Masa de los 6rganos y su coeficiente

Se pesaron los 6rganos principales y el coeficiente de los érganos se calculd durante la autopsia de los animales. No
se observaron cambios anormales en la masa de los érganos, lo que tiene que algo ver con el farmaco problema.
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11.15 Resultados del examen histopatolégico:

Aparecieron vacuolas ligeramente tefiidas en el citoplasma del miocardio de la auricula y del ventriculo de los monos
macho n.° 1, n.° 11 y de la mona hembra n.° 21 del grupo de dosis alta, cuya gravedad era de «+» 0 «+ a ++», y se
mantuvo la estructura estriada; habia una degeneracion extensa de tipo vacuola, sin anomalia significativa en el
endocardio ni en el pericardio. Por otra parte, se observé congestion vascular y edema leve en el espacio
subaracnoideo de los monos n.° 11 y n.° 21; habia infiltracion de células inflamatorias en parte de la mucosa del
colon del animal n.° 21; se observo engrosamiento del tabique de los alvéolos, congestion, hemorragia desigual del
pulmén, llenado de liquido edematoso en parte de los alvéolos, autocitdlisis parcial de los tejidos de los rifiones,
estdbmago, colon, intestino y pancreas durante la autopsia del animal n.° 8, que murié antes de la autopsia. No se
observo ninguna otra anomalia.

Se observaron microvacuolas en el citoplasma del miocardio, congestion vascular en el espacio subaracnoideo en la
mona hembra n.° 14 del grupo de dosis alta. No se observé ninguna anomalia significativa en los animales a los que
se les realizé la autopsia antes debido a una sobreutilizacién de la anestesia.

No se observd ninguna reaccion significativa al estimulo, ademas de cambios hemorragicos en los vasos dentro del
sitio de inyeccion en todos los grupos de administracion del farmaco. En los restantes animales se observaron
lesiones esporadicas accidentales, tales como reaccion inflamatoria en los pulmones y el tubo digestivo, la mayoria
de las cuales eran lesiones espontaneas.

11.16 Resultados del examen de médula ésea:

Se aspird la médula 6sea del hueso de la cadera derecha antes de la autopsia con anestesia a las 3 semanas de la
administracion del farmaco y a la 3.2 semana del periodo de convalecencia, se hizo el frotis, se tifié y se examinaron
al microscopio optico el sistema de megacariocitos, el sistema de granulocitos, el sistema de eritrocitos, los linfocitos
y plasmocitos, y otros tipos de células. Se contaron 5 x 100 células nucleadas en los cuatro cuadrantes y la parte
central, y se realizé el recuento de la férmula leucocitaria, se calculd la proporcion de GE y se llevé a cabo la
microfotografia.

Resultados: se observo proliferacion normal en todos los sistemas de granulocitos, eritrocitos y megacariocitos, con
una proporcioén normal del sistema granulocitos por eritrocitos; no se observaron células patolégicas anormales y no
se ocasiond ningun dafio anatomopatoldgico toxico a la médula ésea.

11.17 Resultados de la deteccién en el suero de anticuerpos contra la neurregulina 13 s177-qz37 recombinante de
humano para inyeccion:

Todas las detecciones de anticuerpos en el suero contra la neurregulina 18 s177-q237 recombinante de humano para
inyeccion en todos los grupos que tomaron el farmaco a 1, 2, y 3 semanas de comenzar la administracion del
farmaco y al final de la 3.2 semana del periodo de convalecencia mostraron unos resultados negativos.

12. Discusion:

La inyeccion por via intravenosa de 7,5, 15y 75 ug/kg al dia de la neurregulina 1B s177-q237 recombinante de humano
para inyeccion al macaco rhesus (la dosis utilizada era equivalente a 2, 4, 20 veces la de la dosis para el mono); se
utilizé el excipiente como control; se realizé el seguimiento durante 3 semanas tras retirar el farmaco.

No se produjo ninguna muerte de animal relacionada con el farmaco problema durante el experimento. Se
produjeron vomitos, nauseas y salivacion en parte de los animales de cada grupo del farmaco problema 1 semana
después del comienzo de la administracion; se observé horripilacion, pelaje sin lustre, reduccion de la actividad y
anorexia en los animales del grupo de dosis alta 2 semanas después de la administracion del farmaco; palidez leve,
endurecimiento regional de la piel y de los vasos en el sitio de la inyeccién del farmaco; los sintomas y signos antes
mencionados desaparecieron o se redujeron 3 semanas después de retirar el farmaco. No se observaron
manifestaciones anormales en los animales del grupo de control durante el periodo de administracion del farmaco ni
durante el periodo de convalecencia después de la retirada del farmaco.

La ingestion de alimentos se redujo significativamente y la masa corporal disminuy6é notablemente en el grupo de
dosis alta en la autocomparacion del antes y del después de la administracion del farmaco. No habia cambios
significativos de temperatura corporal en ningun animal antes y después de la administracion del farmaco.

Los analisis hematicos, de bioquimica, de orina y de heces no mostraron cambios toxicoldgicos significativos.

Electrocardiograma: no se observé ninguna desaceleracion significativa de la frecuencia cardiaca en los animales
conscientes a los 10 dias de la administracion del farmaco, mientras que la reduccion significativa de la frecuencia
cardiaca se produjo a las 3 semanas de la administracion del farmaco en los animales conscientes de cada grupo
que tomo el farmaco, probablemente debido al efecto farmacolégico del farmaco problema; ademas, se observé un
voltaje relativamente alto de las ondas R y S en las derivaciones V1 y V3 del electrocardiograma, probablemente
asociado a la variacion de la derivacion toracica de los animales; no se descubrieron otras anomalias significativas
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en el ecocardiograma, en la frecuencia cardiaca ni en otros indices; no se observaron cambios hipertroficos del
miocardio en el examen anatomopatoldgico.

No se observaron cambios anormales en el examen del fondo de ojo.
No se observaron cambios anatomopatolégicos tdxicos significativos en el frotis de la médula ésea.

La autopsia realizada a la 3.2 semana de la administracion del farmaco mostré derrame pericardico en 3 animales,
cada uno en los grupos de dosis intermedia y alta, y se pudieron extraer 2-3 ml de trasudado; se descubrid
hidrocefalia en el espacio subaracnoideo en 2 animales del grupo de dosis alta y se extrajeron 1-3 ml del trasudado.

En el citoplasma del miocardio aparecieron diferentes cantidades de vacuolas, y se observd congestion vascular y
edema leve bajo la piamadre en los que tenian hidrocefalia. Todo ello estaba relacionado de alguna forma con el
farmaco problema.

El analisis de anticuerpos dio resultados negativos.

Los sintomas digestivos de los animales, tales como vomitos, nauseas y anorexia, pudieron conducir a la reduccion
adicional de la masa corporal en el grupo de dosis alta debido probablemente a la distribucion y a la eliminacion del
farmaco problema en el tubo digestivo. Se observaron sintomas, tales como palidez, endurecimiento de la piel en el
sitio de la inyeccion, derrame pericardico e hidrocefalia, y sin recuperacion total de la hidrocefalia en los animales del
grupo de dosis alta 3 semanas después de la retirada, lo que demuestra que el exudado capilar y sindrome de
trasudado en el macaco Rhesus puede producirse en los grupos de la dosis intermedia y alta de la neurregulina 13
s177-237  recombinante de humano para inyeccion. Ademas, quedaron asociadas al farmaco problema la
desaceleracion de la frecuencia cardiaca en los animales conscientes y las vacuolas en el citoplasma del miocardio
de los animales del grupo de dosis alta.

Conclusion: se realiz6 la inyeccion por via intravenosa diaria de 7,5, 15 y 75 ug/kg al dia de la neurregulina 1B s177-
a237 recombinante de humano para inyeccién al macaco Rhesus durante un total de 3 semanas y se vigild
continuamente durante 3 semanas. Los resultados demostraban que mas de 10 dias de inyeccién consecutiva de la
neurregulina 1B s177-q237 recombinante de humano para inyeccién podia ocasionar la desaceleracion de la frecuencia
cardiaca en los animales conscientes; podria conducir a una reaccion digestiva, ocasionar derrame pericardico,
hidrocefalia y congestion leve y edema bajo la piamadre en el macaco Rhesus en los animales de los grupos de
dosis intermedia y alta, sin que se recuperara la hidrocefalia de todo 3 semanas después de retirar el farmaco en los
animales del grupo de dosis alta; la palidez y el endurecimiento de la piel y los vasos en el sitio de la inyeccion se
recuperaron gradualmente después de retirar el farmaco. Estas manifestaciones demostraban que la posible causa
era el sindrome de exudacién-trasudado capilar. La dosis alta de la neurregulina 18 s177-qza7 recombinante de
humano para inyeccion pudo ocasionar las vacuolas del citoplasma del miocardio; todos los analisis de anticuerpos
dieron resultados negativos. El nivel de la dosis que no causd derrame pericardico ni hidrocefalia durante las 3
semanas de administracion del farmaco y el periodo de convalecencia de 3 semanas fue de 7,5 ug/kg al dia.

Ejemplo 8. Determinacion in vitro de la actividad de NGR-1 (prueba de ELISA para la activacion del receptor con
actividad cinasa)

1. Principio del experimento

El gen HER2/neu codifica una proteina transmembranaria p185, que es una proteina cinasa en tirosinas. La fijacion
de la neurregulina-1 con ErbB3 o ErbB4 induce la formacion del heterodimero ErbB3-ErbB2 y de ErbB4-ErbB2, y
activa la proteina cinasa en tirosinas codificada por HER2, lo que transmite la sefial de funcionamiento de la
neurregulina 1. Basandose en el hecho de que la fijacion de la neurregulina 1 a sus receptores desencadena la
fosforilacion de la proteina ErbB2, establecemos un método rapido, sensible y de alto rendimiento para determinar
cuantitativamente in vitro la actividad bioldgica de la neurregulina 1 recombinante.

2. Material del experimento

2.1 Placa de cultivo de células de 96 pocillos (Corning Company); placa de deteccién por ELISA de 96 pocillos de
Costar.

2.2 La linea de células de cancer de mama humano, adquirida a la ATCC de EE. UU., se cultivd en el medio de
cultivo de base a 37 °C y CO; al 50%.

2.3 Se pesa una cantidad dada de DMEM, se cuantifica al volumen correspondiente, se le afiaden 3,7 g/l de
NaHCO,, 0,1 g/l de glutamina y 5,5 g/l de HEPES.

2.4 Medio de cultivo de base

Medio de cultivo DMEM con suero de ternera fetal al 10% y 9 mg/l de insulina, conservado a 4 °C.
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2.5 PBS esterilizado (0,01 M, pH 7,4).

2.6 Enzima pancreatica al 0,5%

Se prepara con Ca®" y Mg sin PBS.

2.7 Solucién de tampdn de recubrimiento del anticuerpo monoclonal anti-ErbB2, locion.

Se selecciona el anticuerpo monoclonal de ratén contra el dominio extracelular funcional H4 de la ErbB2 de humano
que no da reaccion cruzada con ErbB3 ni con ErbB4.

Solucién de tampoén de recubrimiento; pH 9,6, solucién de tampoén de carbonato a 0,05 M.
Locién: PBS a 0,01 M + Tween-20 al 0,05%.

2.8 Anticuerpo monoclonal de ratén contra proteasa fosforilada de humano marcado con peroxidasa de rabano
picante (HRP) (anti-P-tyr-HRP)

2.9 Sustrato, solucién de tampon de sustrato
Sustrato (TMB): TMB a 2 mg/ml (preparar con alcohol absoluto).
Tampon del sustrato: acido citrico a 0,2 M + Na;HPO4 a 0,1 M (pH 5,0).

Sustrato operativo: 9 ml de la solucién de tampoén de sustrato + 1 ml de TMB + 10 pl de H;O2 al 3% (preparado
segun se necesita).

2.10 Solucién de parada: H,SO4 a 2 N.
2.11 Solucién de lisis celular

NaCl a 150 mM + Hepes a 50 mM + Triton-X 100 al 1% + (ortovanadato de sodio) a 2 mM + (tiomersal) al 0,01%. Se
le afiade un comprimido con mezcla de inhibidores de proteasas (coctel Tabletten, Proteasen-Inhibitoren) cada 25 ml
antes de la operacion.

2.12 Material estandar y muestra esperados para el analisis
3. Procedimiento experimental

El procedimiento 3.1 se llevd a cabo el primer dia, el del 3.2~3.3, el segundo dia, el del 3.4~3.12 se realizo el tercer
dia; en donde el procedimiento de 3.1 y 3.2 se debe realizar en condiciones estériles.

3.1 Inoculacién de las células

Se amplificaron las células MCF-7 hasta una cantidad dada, se lavaron con la solucion de PBS esterilizada, y se
digirié a continuacion con tripsinasa al 0,25%. Después del recuento, la concentracion de las células se regul6 con el
medio de cultivo de base. Las células se afiadieron a una placa de cultivo de células de 96 pocillos, 5 x 104/pocillo,
100 pl/pocillo, y se cultivaron durante una noche en la estufa de cultivo a 37 °C y CO3 al 5%.

3.2 Ayuno celular

Se retira todo el medio de cultivo en la placa de 96 pocillos, se lava cada pocillo con PBS calentado a 37 °C, y se le
afaden a continuacion 100 pl del medio de cultivo DMEM (sin suero de ternera y sin insulina). Las células se
cultivaron durante 24 horas en la estufa de cultivo a 37 °C y CO; al 5%.

3.3 Recubrimiento

Se diluye el anticuerpo contra el dominio extracelular funcional H4 de ErbB2 con la solucion de tampon de
recubrimiento a 6 ug/ml, se le afaden a continuacion 50 pl/pocillo a la placa para ELISA de 96 pocillos, y se deja
reposar durante una noche (16-18 horas) a 4 °C.

3.4 Dilucion de la solucién de control y de la solucién de la muestra que se espera analizar

Se diluye la solucion de control y la muestra que se espera analizar con el medio de cultivo DMEM, respectivamente
(sin suero de ternera y sin insulina) para que quede a 2 pg/ml, y se realiza a continuaciéon de nuevo 3 veces la
dilucion seriada con un total de 9 diluciones.

3.5 Fosforilacion de las células

Tras el ayuno, se retira el medio de cultivo de las células de los 96 pocillos, se afiade el material estandar y la
muestra que se espera analizar, 100 pl/pocillo, y se ponen en marca 2 pocillos en réplica para cada concentracion.
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Se pone en marcha un control negativo al mismo tiempo (a saber, control con placebo en el medio de cultivo DMEM).
Se dejan reaccionar durante 20 minutos a 37 °C.

3.6 Descomposicion de las células

Se retira rapidamente la muestra y se lava una vez con PBS, se le afiaden 100 pl de la solucién de lisis a cada
pocillo, y se lisan durante 30 minutos en un refrigerador a 4 °C. Se agita horizontalmente en un bafio con hielo hasta
que se despegan las células dependientes del anclaje, 4 °C, 15.000 rpm, centrifugaciéon durante 15 minutos.

3.7 Bloqueo de la placa de deteccion por ELISA

Se lava la placa 5 veces. Se prepara leche desnatada en polvo al 5% con la solucién de lavado, se afiaden 200 pl a
cada pocillo de la placa, se deja reposar a 37 °C durante 2 horas.

3.8 Adicién de la muestra

Tras lavar 3 veces la placa para ELISA bloqueada, se le afiade la solucion estandar de lisis de células y la solucién
de lisis con la muestra problema con 90 pul/pocillo, se pone en marcha un control negativo al mismo tiempo, y se deja
reposar durante 1 hora a 37 °C.

3.9 Adicién del anticuerpo marcado con enzima

Se lava la placa 5 veces, el anticuerpo de ratdén contra la tirosina proteica fosforilada unido a la enzima HRP se
diluye con la locion 1:500 (se determina mediante el producto utilizando la guia y el tiempo de uso), y se le afiaden
100 pl a cada pocillo de la placa. Se deja reposar durante 1 hora a 37 °C.

3.10 Revelado del color del sustrato

Se lava la placa 5 veces, se le afiaden 100 pl/pocillo de la solucidon de trabajo del sustrato preparada, y se deja
reposar durante 10 minutos a 37 °C.

3.11 Finalizacion
Se le anadié el HSO4 a 2 N a razén de 50 pl/pocillo para finalizar la reaccion.
3.12 Lectura del valor de la DO

Analisis colorimétrico en el lector de ELISA, la longitud de onda de determinacion es de 450 nm, longitud de la onda

de referencia es de 655 nm, y se guardan los resultados.
4. Calculos
La construccidon con la concentracion de la neurregulina 1 recombinante de humano frente al valor de la DO vy el
analisis se realizd con un método de regresion lineal, y se calcula la dosis semieficaz de cada muestra esperada
para el analisis.
5. Férmula de los reactantes necesarios
1. Medio de cultivo de base DMEM
Suero de ternera fetal 100 mi
Insulina 9,2 mg
se afiade en 1 | del medio de cultivo DMEM, y se mezcla bien.
2. Solucidn de lisis celular
NaCl 438¢g
HEPES 5,96 g
ortovanadato de sodio 0,368 g
tiomersal 0,05¢g
Triton-X 100 5 ml

Se disuelve en 500 ml de H20.
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3. Solucion de recubrimiento (pH 9,6)
NaHCO3; 0,293 g
Na,COs; 0,159 ¢
Se disuelve en 100 ml de H20.

4. 10 ml de solucién de tampon de sustrato (pH 5,0)
Acido citrico 1,02 ¢
Na;HPO4.12H,0 3,68g
Se disuelve en H,0.

5. Solucion bloqueo (leche desnatada al 5%)
Leche desnatada en polvo 5g
Disolver en 100 ml de PBS a 0,01 M, pH 7,4

6. PBS a 0,01 M (pH 7,4)

NaHPO,;.12H:0 29014 g
NaH2P04.4H20 0,2964 g
NaCl 85¢g
Disolver en 1000 ml de H20.

7. PBS-T a 0,01 M (pH 7,4)

Se anade 1 ml de Tween 20 en 2.000 ml de PBS a 0,01 M, se mezcla bien.

8. TMB a 2 mg/ml
TMB 20 mg
Se disuelve en 10 ml de alcohol absoluto.

9. PBS a 20x (1000 ml)

Na;HPO4.12H,O 58¢g
NaH;PO4.4 H,O 5949
NaCl 170 g
Disolver en 1000 ml de H20.

Lista de secuencias
<110> Zensun (Shanghai) Sci & Tech. Ltd

<120> Meétodos y composiciones basados en la neurregulina para el tratamiento de las enfermedades
cardiovasculares

<130>

<140>
<141> 15-5-2003

<150>
<151>

<160> 2

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0
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agccatcttg taaaatgtgc ggagaaggag aaaactttct gtgtgaatgg aggggagtgc 60
ttcatggtga aagacctttc aaacccctcg agatacttgt gcaagtgccc aaatgagttt 120

cag

<210> 2

<211> 61

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Ser His Leu val

1
Gly Gly Glu Cys
20
Leu Cys Lys Cys
35

val Met Ala Ser
50

actggtgatc gctgccaaaa ctacgtaatg gccagcttct acaaggcgga ggagctgtac %80

83

Lys Cys Ala Glu Lys G%u Lys Thr Phe Cys \1/21 Asn
5 1

Phe Met val Lys égp Leu Ser Asn Pro ggr Arg Tyr
Pro Asn Glu zlae Thr Gly Asp Arg S)S/s Gln Asn Tyr

Phe Tyr Lys Ala Glu Glu Leu Tyr Gln
55 60
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién para uso en un método para prevenir, tratar o retrasar una enfermedad o trastorno
cardiovascular en los mamiferos, en donde la composicion comprende una proteina neurregulina o un fragmento
funcional de la misma que comprende un dominio de tipo factor de crecimiento epidérmico, o un acido nucleico que
codifica una proteina neurregulina o un fragmento funcional de la misma que comprende un dominio de tipo factor de
crecimiento epidérmico, y en donde dicho método comprende la administracién de dicha proteina neurregulina
durante 21 dias, o menos de 21 dias, en una pauta posoldgica total que es igual o menor que 3600 U/kg.

2. La composicién para ser usada de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde la neurregulina se selecciona
del grupo que consiste en neurregulina 1, neurregulina 2, neurregulina 3 y neurregulina 4.

3. La composicion para ser usada de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde la neurregulina 1 es la
neurregulina a2 o la neurregulina 2.

4. La composicion para ser usada de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde el fragmento de neurregulina 2
comprende una secuencia de aminoacidos presentada en la SEQ ID n.° 4.

5. La composicion para ser usada de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde la neurregulina lleva a cabo su
actividad a través de la fijacion a un receptor ErbB2, ErbB3 o ErbB4, o una combinacion de los mismos.

6. La composicién para ser usada de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la
composicion comprende ademas un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

7. La composicién para ser usada de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el
mamifero es un humano.

8. La composicién para ser usada de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde la
enfermedad o trastorno cardiovascular es insuficiencia cardiaca, miocarditis virica o miocardiopatia dilatada (o
congestiva) (MCPD).

9. La composicion para ser usada de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde el método comprende ademas
la administracion de un agente profilactico o terapéutico contra la miocarditis virica o la miocardiopatia dilatada (o
congestiva) (MCPD).

10. La composicion para ser usada de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde el agente profilactico o
terapéutico contra la miocarditis virica se selecciona del grupo que consiste en:

(i) un antibiético, preferiblemente penicilina;

(ii) un cardioprotector, preferiblemente taurina;

(iii) un antioxidante, preferiblemente vitamina C, vitamina E o la coenzima Q10; y
(iv)  un nutriente para el miocardio.

11. La composicion para ser usada de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde el agente profilactico o
terapéutico contra la miocardiopatia dilatada (o congestiva) (MCPD) se selecciona del grupo que consiste en:

(i) un cardiotonico, preferiblemente digoxina o Cedilanid;

(ii) un diurético, preferiblemente un inhibidor de la anhidrasa carbénica, un diurético osmético, un inhibidor del
simporte de Na*-K'-2CI", un inhibidor del simporte de Na'-CI~, un inhibidor de los canales de Na’ del
epitelio renal, un antagonista de los receptores de mineralocorticoides;

(i)  uninhibidor de la enzima convertidora de la angiotensina | (IECA);
(iv)  un antagonista del calcio, preferiblemente amlodipino; y
(v) un antagonista del receptor 3, preferiblemente carvedilol.

12. La composicién para ser usada de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde la
enfermedad o trastorno cardiovascular es infarto de miocardio, o insuficiencia cardiaca asociada a infarto de
miocardio.
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Fig. 13
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Fig.16
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