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DESCRIPCION
Composiciones farmacéuticas para la cardioproteccion
Campo de la invencion
La presente invencion se refiere la cardioproteccion de sujetos que experimentaron un infarto de miocardio.
Antecedentes de la invencion

El infarto de miocardio, cominmente conocido como ataque cardiaco, se produce cuando se interrumpe el
suministro de sangre a una parte del corazén lo que causa que algunas células cardiacas mueran. Esto es mas
comunmente debido a la oclusién de una arteria coronaria después de la ruptura de una placa ateroesclerética
vulnerable. La isquemia y la escasez de oxigeno resultante, si no se trata durante un periodo suficiente de tiempo,
pueden causar dafio y o muerte del tejido muscular cardiaco. Por consiguiente, en situaciones clinicas de infarto de
miocardio, el objetivo inmediato es reestablecer el flujo sanguineo al paciente lo mas rapido posible. Si se
reestablece el flujo sanguineo dentro de un periodo de tiempo adecuado, se puede evitar el dafio tisular. Sin
embargo, un retraso significativo en la restauracion del flujo sanguineo da lugar a una segunda afeccién conocida
como dafio por isquemia-reperfusion que puede desarrollarse gradualmente después de un evento isquémico y
puede causar dafio irreversible en los tejidos. Los ejemplos clinicos incluyen disfuncién contractil cardiaca, arritmias
y dafio irreversible de miocitos (muerte de células cardiacas) después de un infarto de miocardio. Por consiguiente,
se han investigado varios métodos para la cardioproteccion después del infarto de miocardio. Por ejemplo, las
terapias actuales destinadas a mejorar la funcion contractil implican a menudo el uso de agentes inotrépicos (p. €j.,
calcio, dopamina, epinefrina, efedrina, fenilefrina, dobutamina). Sin embargo, se ha informado que los farmacos
inotropicos estan asociados con aumentos en la concentracion de calcio intracelular y en la frecuencia cardiaca, que
pueden ser potencialmente dafiinos, especialmente en corazones con un equilibrio energético deteriorado. Por lo
tanto, el limitado éxito de la cardioproteccion esta restringido a un nimero relativamente pequefio de dianas
terapéuticas. La presente invencién satisface esta necesidad proporcionando una nueva diana terapéutica para la
cardioprotecciéon después del infarto de miocardio.

Resumen de la invencion

La presente invencion se refiere a un ligando de la ruta de sefalizacion sonic hedgehog (Shh) para usar en la
cardioproteccion de un sujeto que experimentdé un infarto de miocardio. La invencion es como se define en las
reivindicaciones.

Descripcion detallada de la invencion

Los inventores demostraron, en situacion fisiolégica, en cardiomiocitos adultos que sonic hedgehog que usa ya sea
ligando o microparticulas liberadas, puede inducir una produccion de 6xido nitrico (NO) compartimentalizada, con la
activacion posterior de un canal de potasio rectificador interno sensible a glibenclamida, es decir, corriente de
potasio dependiente de ATP (IKATP) que da como resultado una duracion del potencial de accién, amplitud de ca*
transitorio y contraccion celular reducidos. Estos efectos estan mediados por la activacion del complejo “Patched-
Smoothened”, PI3-quinasa/Akt, NO-sintasa y acumulacion de cGMP. Estos efectos son imitados por sonic hedgehog
transportado por microparticulas liberadas de membrana derivada de linfocitos, lo que sugiere que las
microparticulas podrian actuar in vivo como vectores de un mensaje bioldgico. Los resultados obtenidos in vivo por
los inventores muestran una reduccién en el intervalo QT del ECG directamente ligado con IKATP ventricular
inducido por sonic hedgehog. En un modelo animal de isquemia/reperfusion, la administracién de sonic hedgehog
antes de la reperfusion evita la ampliacion del intervalo QT. La prolongacién del intervalo QT se correlaciona con
arritmias ventriculares y con muerte subita cardiaca. Ademas, la activacion de la ruta de sefalizacion de sonic
hedghog en la reperfusion previene la lesion de la reperfusion a las 24 h después de la reperfusion mediante un
mecanismo directo en el miocardio. En conclusion, ademas de su efecto sobre la angiogénesis y la disfuncion
endotelial, los inventores demuestran aqui un nuevo efecto cardioprotector de Shh que actia directamente sobre los
cardiomiocitos. Este estudio enfatiza el efecto pleiotrépico de la ruta Shh como una diana terapéutica potencial para
prevenir lesiones por reperfusion después del infarto agudo de miocardio.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona un ligando de la ruta de sefializacién sonic hedgehog para usar
en la cardioproteccion de un sujeto que experimentd un infarto de miocardio.

Como se usa en esta memoria, el término “cardioproteccion” significa proteger contra o reducir el dafio al miocardio
después de un infarto de miocardio, después, durante o antes de la reperfusiéon isquémica. En particular, la
cardioproteccion incluye reducir el tamafio del infarto, reducir las lesiones de reperfusion, prevenir el agrandamiento
de QT (es decir, reducir el intervalo QT), reducir las arritmias (p. ej., arritmias ventriculares) y mejorar la
repolarizacion ventricular en el contexto de una reperfusion isquémica. Asi, la presente invencién es particularmente
adecuada para reducir el riesgo de muerte subita cardiaca después de un infarto agudo de miocardio.
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Como se usa en esta memoria, el término “ruta de sefalizacion sonic hedgehog” se refiere a la cadena de eventos
mediada por sonic hedgehog en una célula, en particular en los cardiomiocitos. La ruta de sefalizacion sonic
hedgehog se puede activar, activando un componente corriente abajo, incluso en ausencia de proteina sonic
hedgehog.

Por consiguiente, el término “ligando de la ruta de sefalizacidon sonic hedgehog” se refiere a cualquier compuesto,
natural o no, capaz de imitar el efecto de la proteina sonic hedgehog en el cardiomiocito adulto. Preferiblemente, el
ligando es un compuesto capaz de activar el compuesto Patched-Smooth en el cardiomiocito adulto o capaz de
activar IKATP en el cardiomiocito adulto. Tipicamente, el ligando es un péptido, un polipéptido, un anticuerpo, un
aptamero o una molécula organica pequefia.

De acuerdo con la presente invencion, el ligando de la ruta de sefializacion sonic hedgehog es un polipéptido sonic
hedgehog.

El término “sonic hedgehog” tiene su significado general en la técnica y se refiere a la proteina sonic hedgehog. La
proteina se prepara como un precursor que se escinde de forma autocatalitica; la porcién N-terminal es soluble y
contiene la actividad de sefalizacion mientras que la porciéon C-terminal esta implicada en el procesamiento del
precursor. Mas importante aun, el producto C-terminal une covalentemente un resto de colesterol al producto N-
terminal, lo que restringe el producto N-terminal a la superficie celular. El término “sonic hedgehog” incluye sonic
hedgehog de origen natural y las variantes conservativas de funcién y formas modificadas de las mismas. La sonic
hedgehog puede ser de cualquier fuente, pero tipicamente es una sonic hedgehog de mamifero (p. €j., primate
humano y no humano), y mas particularmente una sonic hedgehog humana. La secuencia de la proteina sonic
hedgehog y de los acidos nucleicos para codificar tales proteinas son bien conocidas por los expertos en la técnica.
Por ejemplo, Nos. de Acc. de Genbank AAA62179 (SEQ ID NO: 1) proporciona la secuencia de aminoacidos
completa de sonic hedgehog de Homo sapiens. Sin embargo, debe entenderse que, como los expertos en la técnica
conocen la secuencia de estas moléculas, cualquier proteina o variante de secuencia génica de sonic hedgehog
puede usarse siempre que tenga las propiedades de una sonic hedgehog.

Las “variantes de funcién conservativa” son aquellas en las que se ha cambiado un residuo de aminoacido dado en
una proteina o enzima sin alterar la conformacion global y la funcién del polipéptido, que incluye, pero no se limita a,
la sustitucion de un aminoacido con uno que tenga propiedades similares (como, por ejemplo, polaridad, potencial
de enlace de hidrégeno, acido, basico, hidrofébico, aromatico, y similares). Los aminoacidos distintos de los
indicados como conservados pueden diferir en una proteina de modo que el porcentaje de proteina o de de similitud
de secuencia entre dos proteinas de funcidn similar puede variar y puede ser, por ejemplo, de 70% a 99%, como se
determina de acuerdo con un esquema de alineamiento como mediante el Método Cluster, en donde la similitud se
basa en el algoritmo MEGALIGN. Una “variante de funcién conservativa” también incluye un polipéptido que tiene
una identidad de aminoacidos de al menos 60%, determinada mediante algoritmos BLAST o FASTA,
preferiblemente al menos 75%, lo mas preferiblemente al menos 85%, e incluso mas preferiblemente al menos 90%,
y que tiene las mismas o sustancialmente similares propiedades o funciones que la proteina nativa o parental con la
que se compara.

De acuerdo con la invencion el término “polipéptido sonic hedgehog” se refiere a cualquier polipéptido que
comprende el dominio de sefializacion de la proteina sonic hedgehog. Por consiguiente, el término abarca la propia
sonic hedgehog o fragmentos de la misma que comprenden el dominio de sefializacion de la proteina sonic
hedgehog. Preferiblemente el polipéptido sonic hedgehog es un polipéptido soluble y no comprende el dominio C-
amino terminal. El dominio de sefalizacion de la proteina sonic hedgehog es el dominio amino terminal. Como se
usa en esta memoria, “dominio amino terminal” es una secuencia de aminoacidos derivada de los aminoacidos
amino terminales de la proteina sonic hedgehog y que tiene en su extremo carboxilo terminal, un sitio de escision
glicina-cisteina-fenilalanina (GlyCys-Phe) reconocido especificamente por una actividad proteolitica del fragmento
carboxilo terminal del polipéptido de sonic hedgehog nativa. En algunas realizaciones, el polipéptido sonic hedgehog
comprende la secuencia que va desde el residuo de aminoacido en la posicién 1 al residuo de aminoacido en la
posicion 197 de la SEQ ID NO: 1 o una variante conservativa de la funcién de dicha secuencia (p. ej., una secuencia
que tiene al menos 90% (es decir 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99%) de identidad con la secuencia de la
secuencia que va desde el residuo de aminoacido en la posicion 1 al residuo de aminoacido en la posicion 197 de la
SEQ ID NO: 1).

En realizaciones especificas, se contempla que los polipéptidos sonic hedgehog usados en métodos terapéuticos de
la presente invencion se pueden modificar con el fin de mejorar su eficacia terapéutica. Se puede usar tal
modificaciéon de compuestos terapéuticos para disminuir la toxicidad, aumentar el tiempo de circulacién, o modificar
la bio distribucion. Por ejemplo, la toxicidad de los compuestos terapéuticos potencialmente importantes se puede
disminuir significativamente mediante combinacién con una variedad de vehiculos transportadores de farmacos que
modifican la bio distribucion.

Una estrategia para mejorar la viabilidad del farmaco es la utilizacion de polimeros solubles en agua. Se han
demostrado varios polimeros solubles en agua que modifican la bio distribucién, mejoran el modo de captacion
celular, cambian la permeabilidad a través de barreras fisiologicas; y modifican la velocidad de aclaramiento del
cuerpo. Para lograr ya sea un efecto de orientacion o de liberacion sostenida, se han sisntetizado polimeros solubles
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en agua que contienen restos de farmaco como grupos terminales, como parte del esqueleto, o como grupos
colgantes en la cadena del polimero.

El polietilénglicol (PEG) ha sido ampliamente usado como un transportador de farmacos, dado su alto grado de
biocompatibilidad y facilidad de modificacion. Se ha demostrado que el acoplamiento a varios farmacos, proteinas, y
liposomas mejora el tiempo de residencia y disminuye la toxicidad. El PEG se puede acoplar a agentes activos a
través grupos hidroxilo en los extremos de la cadena y a través de otros métodos quimicos; sin embargo, el PEG en
si mismo esta limitado a un maximo de dos agentes activos por molécula. En un enfoque diferente, se estudiaron
copolimeros de PEG y aminoacidos como nuevos biomateriales que retienen las propiedades de biocompatibilidad
del PEG, pero que tendrian la ventaja afiadida de numerosos puntos de acoplamiento por molécula (lo que
proporciona una mayor carga de farmaco), y que podrian ser disefiados sintéticamente para adaptarse a una
variedad de aplicaciones.

Los expertos en la técnica son conscientes de las técnicas de PEGilacion para la modificacion eficaz de farmacos.
Por ejemplo, se han usado polimeros de liberacion de farmacos que consisten en polimeros alternativos de PEG y
monoémeros tri-funcionales como lisina por VectraMed (Plainsboro, N. J.). Las cadenas de PEG (tipicamente de 2000
daltons o menos) estan unidas a grupos amino a- y e- de lisina a través de enlaces uretano estables. Tales
copolimeros retienen las propiedades deseables del PEG, mientras que proporcionan grupos colgantes reactivos
(los grupos acido carboxilico de la lisina) a intervalos estrictamente controlados y predeterminados a lo largo de la
cadena del polimero. Se pueden usar los grupos colgantes reactivos para derivatizacion, entrecruzamiento, o
conjugacion con otras moléculas. Estos polimeros son utiles en la produccion de pro-farmacos estables, de
circulacién prolongada variando el peso molecular del polimero, el peso molecular de los segmentos de PEG, y el
enlace escindible entre el farmaco y el polimero. El peso molecular de los segmentos de PEG afecta a la separacion
del complejo farmaco/grupo enlazador y la cantidad de farmaco por peso molecular de conjugado (segmentos de
PEG mas pequefios proporcionan una mayor carga de farmaco). En general, el aumento del peso molecular global
del bloque de co-polimero conjugado aumentara la vida media circulatoria del conjugado. Sin embargo, el conjugado
o bien debe ser facilmente degradable o tener un peso molecular por debajo del umbral limitante de filtracion
glomerular (p. €j., menos de 45 kDa).

Ademas, siendo importante el esqueleto del polimero en el mantenimiento de la vida media circulatoria, y la bio
distribuion, se pueden usar los enlazadores para mantener el agente terapéutico en una forma de pro-farmaco hasta
que sea liberado del esqueleto de polimero por un desencadenante especifico, tipicamente actividad enzimatica en
el tejido diana. Por ejemplo, este tipo de liberacion de farmaco activado en tejido es particularmente util cuando se
requiere la distribucién en un sitio especifico de bio distribucion y el agente terapéutico se libera en o cerca del sitio
de patologia. Se conocen librerias de grupos enlazadores para usar en la distribucion de farmacos activados por los
expertos en la técnica y pueden estar basados en cinéticas enzimaticas, prevalencia de la enzima activa, y
especificidad de escisidon de las enzimas especificas de enfermedad (véase, p. €j., tecnologias de establecimiento
por VectraMed, Plainsboro, N.J.). Se pueden usar tales enlazadores en la modificacion de los polipéptidos sonic
hedghog descritos en esta memoria para distribucion terapéutica.

En una realizacion particular, el polipéptido sonic hedghog se fusiona a una porcién Fc de un anticuerpo. Como se
usa en esta memoria, “porcion Fc” abarca dominios derivados de la region constante de una inmunoglobulina,
preferiblemente una inmunoglobulina humana, que incluye un fragmento, analogo, variante, mutante o derivado de la
region constante. Inmunoglobulinas adecuadas incluyen 1gG1, 1gG2, IgG3, IgG4, y otras clases.

De acuerdo con la invencion, los polipéptidos sonic hedgehog se pueden producir por métodos de sintesis de
péptidos automatizada convencionales o por expresioL recombinante. los principios generales para el disefio y la
produccién de proteinas son bien conocidos por los expertos en la materia.

Los polipéptidos sonic hedgehog de la invencién se pueden sintetizar en solucion o sobre un soporte sélido de
acuerdo con técnicas convencionales. Estan comercialmente disponibles varios sintetizadores automaticos y se
pueden usar de acuerdo con protocolos conocidos. Los polipéptidos sonic hedgehog de la invencion también se
pueden sintetizar por tecnologia en fase soélida que emplea un sintetizador de péptidos a modo de ejemplo como un
Modelo 433A de Applied Biosystems Inc. La pureza de cualquier proteina dada; generada a través de sintesis
pepitidica automatizada o a través de métodos recombinantes se puede determinar usando analis de HPLC en fase
inversa. Se puede establecer la autenticidad quimica de cada péptido mediante cualquier método bien conocido por
los expertos en la técnica.

Como una alternativa a la sintesis de péptidos automatizada, se puede emplear tecnologia de ADN recombinante en
donde se inserta una secuencia nucleotidica que codifica una proteina de eleccién en un vector de expresion,
transformado o transfectado en una célula huésped y cultivada en condiciones adecuadas para la expresion como
se describe en esta memoria a continuacion. Se prefieren especialmente métodos recombinantes para producir
polipéptidos mas largos.

Se pueden utilizar una variedad de sistemas de expresion vector/huésped para contener y expresar la secuencia
codificadora del péptido o de la proteina. Estos incluyen pero no se limitan a microorganismos como bacterias
transformadas con bacteriéfago recombinante, vectores de expresion de ADN de plasmido o césmido; levadura
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transformada con vectores de expresion de levaduras; sistemas de células de insecto infectados con vectores de
expresion de virus (p. €j., baculovirus), sistemas de células vegetales transfectadas con vectores de expresion
viricos (p. €j., virus del mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o transformadas con
vectores de expresion bacterianos (p. €j., plasmido Ti o pBR322); o sistemas de células animales. Los expertos en la
técnica son conscientes de varias técnicas para la optimizacion de expresion en mamiferos de proteinas. Las células
de mamifero que son utiles en producciones de proteina recombinante incluyen, pero no se limitan a, células VERO,
células Hela, lineas celulares de ovario de hamster chino (CHO), células COS (como COS-7), células W138, BHK,
HepG2, 3T3, RIN, MDCK, A549, PC12, K562 y 293. Se conocen protocolos ejemplares para la expresion
recombinante de los sustratos peptidicos o los polipéptidos de fusion en bacterias, levaduras y otros invertebrados
por los expertos en la técnica y se describen brevemente en esta memoria a continuacién. También son bien
conocidos los sistemas huésped de mamifero para la expresién de proteinas recombinantes por los expertos en la
técnica. Se pueden elegir cepas de células huésped para una habilidad particular para procesar la proteina
expresada o producir ciertas modificaciones post-traduccionales que seran Utiles para proporcionar actividad a la
proteina. Tales modificaciones del polipéptido incluyen, pero no se limitan a, acetilacién, carboxilacién, glicosilacion,
fosforilacion, lipidacion y acilacion. El procesamiento post-traduccional, que rompe una forma “prepro” de la proteina
también puede ser importante para la correcta insercion, plegamiento y/o funcién. Diferentes células huésped como
CHO, HelLa, MDCK, 293, WI38, y similares tienen maquinaria celular especifica y mecanismos caracteristicos para
tales actividades post-traduccionales y se pueden elegir para asegurar la correcta modificacion y procesamiento de
la proteina extrafa introducida.

En la produccion recombinante de los polipéptidos sonic hedgehog de la invencién, seria necesario emplear
vectores que comprenden moléculas de polinucleétido para codificar las proteinas derivadas de sonic hedgehog.
Son bien conocidos los métodos para preparar tales vectores, asi como la producciéon de células huésped
transformadas con tales vectores por los expertos en la técnica. Las moléculas de polinucleétido usadas en tal
proyecto se pueden unir a un vector, que incluye generalmente un marcador seleccionable y un origen de
replicacion, para la propagacion en un huésped. Estos elementos de los constructos de expresion son bien
conocidos por los expertos en la técnica. Generalmente, los vectores de expresion incluyen ADN que codifica la
proteina dada que esta unido operativamente a secuencias reguladoras transcripcionales o traduccionales
adecuadas, como las derivadas de unos genes de mamifero, microbianos, virales o de insecto. Ejemplos de
secuencias reguladoras incluyen promotores transcripcionales, operadores o potenciadores, sitios de unién a mRNA
ribosomal, y secuencias apropiadas, que controlan la transcripcion y la traduccion. Los términos “vector de
expresion”, “constructo de expresion” o “casete de expresion” se usan indistintamente a lo largo de esta
especificacion y estan destinados a incluir cualquier tipo de constructo genético que contiene un acido nucleico que
codifica un producto génico en el que parte o la totalidad del acido nucleico que codifica la secuencia es capaz de
ser transcrita. La eleccién de un vector de expresion adecuado para la expresion de los péptidos o polipéptidos de la
invencion dependera, por supuesto, de la célula huésped especifica que se usa, y esta dentro de la habilidad del
expreto habitual. En general, los vectores utiles en la invencion incluyen, pero no se limian a, plasmidos, fagémidos,
virus, otros vehiculos derivados de fuentes virales o bacterianas que han sido manipuladas mediante insercién o
incorporacion de las secuencias polipeptidicas.

Otra estrategia para producir ligando para sonic hedgehog es el uso de microparticulas liberadas de membrana. Las
células pueden comunicarse con otras células a través de la liberacidon de microparticulas. Las microparticulas son
pequefias vesiculas liberadas de células estimuladas y/o apoptéticas. Ellas albergan proteinas de membrana que
son caracteristicas de la célula original parental y componentes intracelulares implicados en sefializacion celular. Las
microparticulas se consideran ambas, biomarcadores y efectores, de la sefalizaciéon celular que mantienen y/o
inician la disfuncion celular. Algunos tipos de microparticulas poseen potencial terapéutico a través de la modulacion
de procesos celulares y secretomas (las moléculas secretads por las células), y posteriormente mediante la
induccion de la reparacion de tejido después de la reprogramacion de células diana. Se pueden disefiar
microparticulas para sobre-expresar diferentes proteinas dirigiendo la sintesis de la relevante como sonic hedgehog
en células productoras de microparticulas.

Por lo tanto, en realizacion particular, la presente invencion se refiere al uso de microparticulas que llevan sonic
hedgehog para la cardioproteccion de un sujeto que experimentd un infarto de miocardio. Como un transportador
para distribuir farmacos, las microparticulas tienen ventajas uUnicas: primero, las microparticulas se forman a partir de
membranas celulares, haciéndolas por lo tanto mucho mas seguras y auto-amigables; segundo, las microparticulas
disefiadas que llevan sonic hedgehog son simples y faciimente manipulables; y es un proceso general y no
restringido por las propiedades fisico-quimicas de los farmacos. El uso de microparticulas promete un transportador
simple eficaz de sonic hedgehog e intervenciones terapéuticas inocuoas.

En un objetivo adicional, la presente invencién proporciona un método para tratar el infarto de miocardio en un
paciente que lo necesita que comprende las etapas que consisten en:

- i) Restaurar el suministro de sangre en el tejido isquémico cardiaco
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- i) Inducir la cardioproteccion administrando a dicho paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un
ligando de la ruta de sefializacidon sonic hedgehog de acuerdo con la invencién (p. ej., un polipéptido sonic
hedgehog o sonic hedgehog transportada por microparticulas).

Por una “cantidad terapéuticamente eficaz” se entiende una cantidad suficiente del ligando de la ruta de sefializacion
sonic hedgehog de acuerdo con la invencién para inducir cardioproteccion en una relacion riesgo/beneficio
razonable aplicable a cualquier tratamiento médico. Se entendera que el uso total de los compuestos vy
composiciones de la presente invencion sera decidido por el médico asistente dentro del alcance del juicio razonable
del médico. El nivel de dosis terapéuticamente eficaz especifica para cualquier paciente particular dependera de una
variedad de factores que incluyen el trastorno a tratar y la severidad del trastorno; la actividad del compuesto
especifico empleado; la composicion especifica empleada, la edad, peso corporal, salud general, sexo y dieta del
paciente; el tiempo de administracion, ruta de administracion, y velocidad de excrecidon del compuesto especifico
empleado; la duracion del tratamiento; farmacos usados en combinacién o coincidentes con el ligando empleado; y
factores similares bien conocidos en las técnicas médicas. Por ejemplo, es bien conocido dentro de la experiencia de
la técnica comenzar con dosis del compuesto a niveles inferiores a los requeridos para lograr el efecto terapéutico
deseado y aumentar gradualmente la dosificacion hasta que se consiga el efecto deseado.

En realizacion particular, las etapas i) e ii) como se describié anteriormente se pueden realizar secuencial o
concomitantemente. Por consiguiente, el método de la invencion comprende las etapas de administrar al sujeto
antes de y/o en el momento del dafio por reperfusion con una cantidad terapéuticamente eficaz de un ligando de la
ruta de sefializacion sonic hedgehog de acuerdo con la invencion. Tipicamente, el ligando de la ruta de sefializacion
sonic hedgehog se administra por infusiéon en el torrente sanguineo. Se puede considerar una segunda
administracion en un corto periodo de tiempo (es decir, 24 horas) después de la reperfusion.

El ligando de la ruta de sefalizacion sonic hedgehog se puede combinar con excipientes farmacéuticamente
aceptables, y opcionalmente matrices de liberacién sostenida, como polimeros biodegradables, para formar
composiciones farmacéuticas. “Farmacéuticamente” o “farmacéuticamente aceptable” se refieren a entidades
moleculares y composiciones que no producen una reaccion adversa, alérgica u otra reaccion perjudicial cuando se
administran a un mamifero, especialmente un ser humano, segun sea apropiado. Un transportador o excipiente
farmacéuticamente aceptable se refiere a un solido, semi-sélido o liquido de relleno, diluyente, material de
encapsulacion o auxiliar de formulacion no téxico de cualquier tipo.

Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas contienen vehiculos, que son farmacéuticamente aceptables para
una formulacion capaz de ser inyectada. Estos pueden ser, en particular, soluciones isoténicas, estériles, salinas
(fosfato monosadico o disédico, cloruro de sodio, potasio, calcio o magnesio y similares, y mezclas de tales sales), o
composiciones secas, especialmente liofilizadas, que tras la adicion, dependiendo del caso, de agua esterilizada o
solucion salina fisioldgica, permiten las reconstitucion de soluciones inyectables.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones acuosas estériles o dispersiones;
formulaciones que incluyen aceite de sésamo, aceite de cacahuete o propilenglicol acuoso; y polvos estériles para la
preparacion extemporanea de soluciones inyectables estériles o dispersiones. En todos los casos, la forma debe ser
estéril y debe ser fluida en la medida en que exista una facil inyectabilidad. Debe ser estable en condiciones de
fabricacion y almacenamiento y debe preservarse contra la acciéon contaminante de microorganismos, tales como
bacterias y hongos.

Las soluciones que comprenden compuestos de la invencidon como base libre o sales farmacolégicamente
aceptables se pueden preparar en agua adecuadamente mezclada con un tensioactivo, como hidroxipropilcelulosa.
Las dispersiones se pueden también preparar en glicerol, polietilénglicoles liquidos, y mezclas de los mismos, y en
aceites. Bajo condiciones habituales de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un conservante para
prevenir el crecimiento de microorganismos.

El polipéptido sonic hedgehog se puede formular en una composicion en una forma neutra o de sal. Sales
farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicion de acido (formadas con los grupos amino libres de la
proteina) y que se forman con acidos inorganicos como, por ejemplo, acidos clorhidrico o fosférico, o acidos
organicos como aceético, oxalico, tartarico, mandélico, y similares. Las sales formadas con los grupos carboxilo libres
pueden también derivarse de bases organicas como, por ejemplo, hidréxidos sodico, potasico, amonico, calcico, o
férrico, y bases organicas tales como isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaina y similares.

El transportador también puede ser un disolvente o medio de dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol,
poliol (por ejemplo, glicerol, propilénglicol, y polietilénglicol liquido, y similares), mezclas adecuadas de los mismos, y
aceites vegetales. La fluidez apropiada se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de un agente de
recubrimiento, como lecitina, mediante el mantenimiento del tamario de particula requerido en el caso de dispersion
y mediante el uso de tensioactivos. La prevencion de la accion de microorganismos se puede inducir por varios
agentes antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido soérbico, timerosal, y
similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azicares o cloruro sédico.
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Se puede inducir la absorcion prolongada de las composiciones inyectables mediante el uso en las composiciones
de agentes que retrasan la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando los polipéptidos activos en la cantidad requerida en el
disolvente apropiado con varios de los otros ingredientes enumerados anteriormente, segun se requiera, seguido de
esterilizacion por filtracion. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando los diversos ingredientes
activos esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersién basico y los otros ingredientes
requeridos de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones
inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacion son técnicas de secado al vacio y liofilizacion que
producen un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado de una solucion estéril de la
misma previamente filtrada.

La presente invencion también se refiere al uso de un ligando de la ruta de sefializacion sonic hedgehog de acuerdo
con la invencién para la preparacion de biomateriales o dispositivos de administraciéon médicos seleccionados entre
protesis endovasculares, como stents, injertos de derivacion (bypass), parches internos alrededor del tubo vascular,
parches externos alrededor del tubo vascular, manguito vascular, y el catéter de angioplastia.

A este respecto, la invencion se refiere mas en particular a biomateriales o dispositivos de administraciéon médicos
como se ha mencionado anteriormente, recubiertos con dicho polipéptido sonic hedgehog, tales biomateriales o
dispositivos médicos se seleccionan entre protesis endovasculares, como stents, injertos de derivacion (bypass),
parches internos alrededor del tubo vascular, parches externos alrededor del tubo vascular, manguito vascular, y el
catéter de angioplastia. Tal biomaterial local o dispositivo de administracion médico se puede usar para reducir la
estenosis como un adjunto para revascularizar, procedimientos de derivacion o injerto realizados en cualquier
localizacion vascular que incluye arterias coronarias, arterias carotidas, arterias renales, arterias periféricas, arterias
cerebrales o cualquier otra ubicacion arterial o venosa, para reducir la estenosis anastomética como en el caso de
acceso de dialisis arterio-venosa con o sin injerto de politetrafluoro-etileno y con o sin colocaciéon de stent, o en
conjuncion con otros procedimientos de corazén o transplante, o intervenciones vasculares congénitas.

Para propositos ilustrativos, se describen mas particularmente tales protesis endovasculares y métodos para el
recubrimiento con polipéptidos sonic hedgehog a las mismas en WO02005094916, o son los que se usan
actualmente en la técnica. Los compuestos usados para el recubrimiento de las protesis deben permitir
preferencialmente una liberacion controlada de dicho inhibidor. Dichos compuestos podrian ser polimeros (como
suturas, policarbonato, Hydron, y Elvax), biopolimeros/biomatrices (como alginato, fucanos, matrices a base de
colageno, heparan sulfato) o compuestos sintéticos como moléculas sintéticas del tipo de heparan sulfato o
combinaciones de las mismas. Otros ejemplos de materiales poliméricos pueden incluir materiales degradables
biocompatibles, p. ej., poliésteres a base de lactona orcopoliésteres, p. ej., polilactida; polilactida-glicolido;
policaprolactona-glicélido;  poliortoésteres; polianhidridos; poliaminoacidos; polisacaridos; polifosfa-zenos;
copolimeros de poli (éter-éster), p. ej., PEO-PLLA, o mezclas de los mismos; y materiales no degradables
biocompatibles, p. €j., polidimetilsiloxano; poli (etilen-vinilacetato); polimeros o copolimeros a base de acrilato, p. €j.,
polibutilmetacrilato, poli (hidroxietii metil-metacrilato); polivinil pirrolidinona; polimeros fluorados como
politetrafluoroetileno; ésteres de celulosa. Cuando se usa una matriz polimérica, puede comprender 2 capas, p. €j.
una capa base en la que se incorpora dicho inhibidor, como etilen-co-vinilacetato y polibutilmetacrilato, y una capa
superior, como polibutilmetacrilato, que actia como un control de difusién de dicho inhibidor. Alternativamente, dicho
inhibidor puede estar comprendido en la capa base y el adjunto se puede incorporar en la capa exterior, o viceversa.

Dicho biomaterial o dispositivo de administracion médica puede ser biodegradable o puede estar hecho de metal o
aleacion, p. €j., Ni y Ti, u otra sustancia estable cuando esta destinado para uso permanente. El inhibidor de la
invencion también puede estar atrapado dentro del metal del stent o del cuerpo del injerto, que se ha modificado
para contener microporos o canales. También se pueden usar para la administracion local parches internos
alrededor del tubo vascular, parches externos alrededor del tubo vascular, o manguito vascular hecho de polimero u
otros materiales biocompatibles como se describe anteriormente que contienen el inhibidor de la invencion.

Dichos biomateriales o dispositivos de administracion médica permiten que el inhibidor se libere de dicho biomaterial
o dispositivos de administracion médica con el tiempo y que entre en el tejido circundante. Dicha liberacién puede
ocurrir durante 1 mes a 1 afo. La administracion de acuerdo con la presente invenciéon permite una alta
concentracion del inhibidor de la invencion en el sitio de la enfermedad con baja concentracion de compuesto
circulante. La cantidad usada de dicho inhibidor para aplicaciones de administracién local variara dependiendo de
los compuestos usados, la afeccion a tratar y el efecto deseado. Para los propésitos de la invencion, se administrara
una cantidad terapéuticamente eficaz.

La administracion local de dicho biomaterial o dispositivo de administracién médica preferiblemente tiene lugar en o
cerca de los sitios de lesiones vasculares. La administracién puede ser mediante una o mas de las siguientes rutas:
a través de catéter u otro sistema de administraciéon intravascular, intranasal, intrabronquial, intraperitoneal o
esofagica. Los stents se usan comunmente como una estructura tubular que se deja dentro del lumen de un
conducto para aliviar una obstruccién. Se deben insertar dentro del lumen del conducto en una forma no expandida y
luego se expanden auténomamente (stents auto-expansibles) o con la ayuda de un segundo dispositivo in situ, p. €j.,
un globo de angioplastia montado en catéter que se infla dentro del vaso estenosado o conducto corporal con el fin

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 667 814 T3

de cortar y romper las obstrucciones asociadas con los componentes de la pared del vaso y obtener un lumen
agrandado.

La invencion se ilustrara adicionalmente mediante las figuras y ejemplos siguientes. Sin embargo, estos ejemplos y
figuras no deben interpretarse en ningun caso como limitantes del alcance de la presente invencion.

Figuras

Figura 1: El complejo receptor de sonic hedgehog (Shh) media la produccion de NO en cardiomiocitos
ventriculares. A) Gel de PCR representativo que demuestra la expresion de mRNAs de Patched (Pic) y
Smoothened (Smo) y de Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) de referencia en cardiomiocitos
ventriculares de rata. B) Western blot (SDS-PAGE) representativo que demuestra la expresion de proteinas Smo y
Ptc en cardiomiocitos y en testiculo usado como tejido de referencia. C) Imagenes confocales representativas que
demuestran el aumento de produccién de NO después de la incubacion de cardiomiocitos con proteina Shh
recombinante (N-Shh) o microparticulas que albergan la proteina Shh (MPs*"™™) durante 4 horas (panel superior). Se
cuantificaron los niveles de fluorescencia DAF (panel inferior) en el control (n=895 células), después de la incubacion
con N-Shh (n=365 células), y después de la co-incubacién con inhibidor de fosfoinositido-3 quinasa, LY294002 (LY,
25 puM, n=98 células), ihibidor de NOS, N*-nitro-L-arginina (L-NNA, 100 uM, n=98 células). También se cuantificé el
nivel de fluorescencia DAF después de la incubacion con MPs"™ (n=382 células) y después de la co-incubacion
con el inhibidor de la ruta de Shh ciclopamina (MPs*™-Ccl, 30 uM, n=137 células). El inhibidor de PTC/Smo,
Ciclopamina (Ccl, 30 uM, n=68 células) sé6lo no tuvo efecto en los niveles de NO basales. La incubacién con MPs
que no lleva la Shh (MPs®™) no aumento la formaciéon de NO (n=23 células). Los datos son la media + SEM; *,
p<0,05 frente al control.

Figura 2: La ruta de sefalizacion Shh inhibe el acoplamiento de excitacion-contraccion de cardiomiocitos
ventriculares. A). Estudio a lo largo del tiemé)o representativo de la longitud del sarcomero de cardiomiocitos
control, tratados con N-Shh y tratados con MPs hh, B) Longitud del sarcémero en reposo en cardiomiocitos control,
tratados con N-Shh y tratados con MPs>"™ C) Estudio a lo largo del tiempo representativo del Ca®* transitorio
(fluorescencia indo-1 a 405/480 nm) de cardiomiocitos control y cardiomiocitos incubados con Shh recombinante (N-
Shh) o MPs que llevan Shh (MPs®"™) durante 4 h. D) Niveles de Ca®" diastdlico en cardiomiocitos control, tratados
con N-Shh y tratados con MPs®"™. Se midieron el acortamiento (% de longitud de sarcémero en reposo) (E) ¥ la
amplitud de Ca®* transitorio (F) en cardiomiocitos control (n=253), tratados con N-Shh (n=82) o tratados con MPs>""*
(n=218) después de la incubacién con inhibidor de fosfoinositido-3 quinasa, LY294002 (LY, 25 uM, n=19), inhibidor
de NOS, N"’-nitro-L-ar%inina (L-NNA, 100 uM, n=19) e inhibidor de la ruta Shh, ciclopamina (Ccl, 30 uM, n=17 con N-
Shh y n=75 con MPs>"™™). La incubacion con MPs que no llevan la proteina Shh (MPs*™, n=25) no modificé el
acortamiento o el Ca?" transitorio. Los datos son la media + SEM; *, p<0,05 frente al control.

Figura 3: Ruta de sefializacion Shh en el acoplamiento de excitacion-contraccion cardiaca. A) Seguimiento
representativo de las relaciones entre [Ca2+]i y el acortamiento antes y después de una estimulacién con un campo
en cardiomiocitos ventriculares control (linea de color negro) y cardiomiocitos tratados con Shh recombinante (N-
Shh) (linea de trazos), y tratados con MPs que llevan Shh (MPs®"™) (linea gris) durante 4 h. B) Acortamiento del
sarcomero (% de longitud en reposo) frente a Ca’* transitorio en cardiomiocitos control y tratados con MPs*"™™
después de la modulacion del Ca?" transitorio por diferentes [Ca2+] externas (cuadrado: 0,3, circulo: 0,5, triangulo
hacia arriba: 1, triangulo hacia abajo: 1,8 mM). C) Tension y D) tension relativa de cardiomiocitos de piel isométrica
control y tratados con MPs®™ (n=12 en cada condicién). Densidad de corriente de Ca®* de tipo L (Ica en pA/pF)
como una funcién del potencial de membrana registrado con una pinza de voltaje en cardiomiocitos control (n=7),
tratados con Shh recombinante (N-Shh) (N-Shh, n=8) (E) y tratados con MPs que llevan Shh (MPs*"™) (n=8) (F)
durante 4 h. Los datos son la media + SEM; *, p<0,05 frente al control.

Figura 4: Shh reduce la duracion del potencial de accion y activa una corriente de potasio de rectificacion
interior. A) Seguimiento representativo del potencial de accion registrado en el control y después del tratamiento
con Shh (panel izquierdo, negro y rojo gris). Se repitieron los mismos experimentos en presencia del inhibidor de
IKATP glibenclamida (1 uM) (control negro, Shh gris, panel derecho). Valores promedio de la duracién del potencial
de accion al 95% de repolarizacion (APDgs, B) en el control (n=7), Shh (n=8), Control + glibenclamida (n=7), Shh +
glibenclamida (n=8), Shh + L-NNA (n=7), Shh + L-NNA + glibenclamida (n=7), Shh + ODQ (n=7), Shh + ODQ +
glibenclamida (n=7). C) Familia de diferencia de corriente medida antes y después de la aplicacion de glibenclamida
de -120 mV a 0 mV en ausencia (trazas negras) o en presencia de Shh (trazas grises). Las corrientes medias en
estado estacionario expresadas como densidad de corriente estan representadas en (D) (n=8 y 8 en el control y
Shh). Se realizaron también experimentos similares en presencia de ODQ (n=6) y L-NNA (n=6). La densidad de
corriente media a -120 mV y -60mV se representa en (E) y (F), respectivamente. Los datos se expresan como la
media + SEM; * y #, p<0,05 frente al control, respectivamente.

Figura 5: Simulacién numérica del potencial de accién, Ica. y Ca** transitorio con y sin una corriente de K* de
rectificacion interior adicional. Se construyd empiricamente una ecuacion que empareja la corriente de
rectificacion interna provocada por Shh y se afadié al modelo (modelo en linea de Bondarenko et al. (2004) del
CellML). A) Relacion corriente-voltaje de la corriente simulada. Estudio a lo largo del tiempo del potencial de accion
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(AP) después de una estimulacion eléctrica (B) y estudio a lo largo del tiempo de Ica. durante el AP (B) en presencia
(linea negra) y en ausencia (Ilnea dlscontlnua) de esta corriente de potasio. Es de notar que el AP mas corto durante
el tratamiento con Shh provocé una mas alta pero mas corta corrlente de Ca%, lo que da como resultado una
afluencia neta de Ca®* menor (4,38 E'° frente a 3,97 E' de iones de Ca® en ausenC|a y en presencia de la corriente
de potasio, respectivamente) lo que generd un menor Ca* transitorio (D).

Figura 6: Shh acorta el intervalo QTc del ECG, 6 horas después de la inyeccion IV. Se registraron ECGs de
telemetria en ratas antes y 6 horas después de la inyeccion iv. de Shh, Shh y hexametonio, MPs, Shh y
ciclopamina, Shh y glibenclamida. El intervalo QT se corrigié para la frecuencia cardiaca (véanse métodos) y se
promedié durante un periodo de 30 minutos. *p<0,05, 6 horas después de la inyeccion IV frente a antes de la
inyeccion.

Figura 7: Estudio a lo largo del tiempo del intervalo QTc después de la reperfusion de la isquemia. Se
registraron ECGs en ratas antes de la isquemia y durante las primeras 24 horas de la reperfusion. Se ocluyd la
arteria coronaria durante 30 minutos. A las ratas se les inyectaron por via i.v. Shh, Shh y ciclopamina o con el
vehiculo a los 15 min antes de la reperfusion. Se corrigid el intervalo QT para la frecuencia cardiaca (véanse
métodos) y se promedié durante un periodo de 30 minutos. (*P<0,05 frente al control).

Figura 8. Remodelacion ventricular izquierda después de 24 h de reperfusion. Las secciones de corazoén
tefidas con tricromo Masson revelaron un aumento importante en la fibrosis que se previno cuando se inyectaron
por via i.v. a los animales con Shh, 15 min antes de la reperfusion. Esta prevencién fue abolida por ciclopamina
(*P<0,05 Shh frente a vehiculo, #P<0,05 Shh frente a Shh + ciclopamina).

Figura 9. La activacion de la ruta Shh disminuye el tamafio del infarto en un modelo de rata de isquemia
reperfusion. A) Secciones representativas (Superior) de corazones tefiidos con TTC. B) Se hizo la cuantificacion
normalizando el area infartada (IA) con el area de riesgo (AAR). El tratamiento con N-Shh redujo el tamafo del
infarto después de 24 h de reperfusion y este efecto cardioprotector fue prevenido por ciclopamina. No se observé
diferencia significativa en el AAR total entre grupos (C). Los datos se expresan como la media + SEM; (control n=6,
N-Shh n=5, N-Shh + Ccl n=6; *p<0,05 frente al control).

Figura 10. La activacion de la sefalizacion Shh mejora la repolarizacion ventricular después de la isquemia-
reperfusion. Se obtuvieron ECGs durante 24 h de reperfusion después de una isquemia de 30 min, en un animal
tratado (inyectado i.p. 15 min antes de la reperfusion) ya sea con vehiculo, N-Shh recombinante, o N-Shh +
Ciclopamina (Ccl). (A) Los tipicos ECGs a las 6 horas después de la reperfusidon mostraron una ampliacion del
intervalo QT corregido con la frecuencia cardiaca (QTc). El estudio a lo largo del tiempo de la variacion de QTc¢ se
resume en (B) en las 3 condiciones experimentales diferentes. C) Resume el nimero de arritmias registradas
durante un periodo de 2 horas después de la reperfusion que muestra una reduccién de la arritmia ventricular
cuando se activa la ruta de sefializacion SHH. D) Tres patrones representativos de arritmias ventriculares (indicadas
por flechas) registrados después de la reperfusion en animales tratados con el vehiculo solamente (control). (control
n=6, N-SHH n=5, N-SHH + Ccl n=6; *p<0,05).

Ejemplo 1; La senalizacion de sonic hedgehog modula el acoplamiento excitacion-contraccién en miocitos
ventriculares adultos

Materiales & Métodos
Declaracion ética

Los experimentos se ajustaban a los Institutos Nacionales de Guia para la Salud para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio (NIH Pub. N°. 85-23, Revisado 1996) y Todos los procedimientos en conformidad con la Directiva
Parlamentaria Europea 2010/63/EU y el Consejo del 22 de septiembre de 2010 sobre la proteccion de animales”.

Aislamiento de la preparacion celular

Se aislaron cardlomlocnos ventriculares de ratas adultas Wistar macho de 200-250 g como se describid
anteriormente’. Las ratas se anestesiaron mediante i inyeccion i.p. de pentobarbital sédico (100 mg/kg) con heparina
(100 U). El corazén se extirpé rapidamente, se lavé en tampén Hanks-HEPES helado (en mM: NaCl 117, KCI 5,7,
NaHCO3; 4,4, KH2PO4 1,5, MgClz 1,7, HEPES 21, glucosa 11,7, taurina 20, pH a 7,15), se mont6 en un sistema de
perfusion Langendorff y se perfundié (3 ml/min, a 37°C) primero con tampon Hanks-HEPES durante 5 min para
limpiar de sangre y después con tampoén suplementado con colagenasa tipo 4 (Worthington, Lakewood, NJ,
E.E.U.U.) a 1,2 mg/ml durante 13-18 min. El corazén se colocé en tampén Hanks-HEPES suplementado con 2,3-
Butanodiona monoxima (BDM) a 1 mg/ml y BSA a 1 mg/ml. Se retiraron las auriculas y los ventriculos se disociaron
con cuidado con tijeras y pipetas en el mismo medio. Se filtré la suspensién a través de una malla de nylon (200 um)
y se incubd 4x para decantacion de las células durante 10 min. Después de cada decantacion del sobrenadante, se
resuspendieron los miocitos en un tampon Hanks-HEPES que contiene Ca*" a 0 mmol/l (+ BDM a 1 mg/mly BSA a 1
mg/ml), 2 veces en tampon Hanks-HEPES que contlene Ca®* a 0,3 mmol/l (+ BDM a 0,6 mg/ml y BSA a 1 mg/ml) y
finalmente tampdn Hanks-HEPES que contiene Ca** a 1 mmol/l (+ BSA a 1 mg/ml, solamente).
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Incubacién con proteina o microparticulas Shh

Las células se contaron y se sembraron a 150.10% cels/ml y posteriormente se incubaron con proteina Shh
recombinante (C24l1l) (N-Shh, R&D Systems, Mineapolis, MN, E.E.U.U.) unida a un transportador humano a 0,4
pg/ml o con microparticulas (MPs) a 10 ug/ml durante 4 horas a 22°C mientras se agitaba suavemente. Se
determiné el tiempo para la incubacién de acuerdo con experimentos preliminares en los que se probé la incubacion
durante 0 h, 2 h,4 hy6 h, y los efectos sobre el calcio transitorio y el acortamiento eran mas pronunciados después
de 4 h.

Preparacion de microparticulas

Las microparticulas (MPs) se obtuvieron de la linea celular linfoide T CEM humana (ATCC, Manassas, VA,
E.E.U.U.). Las células se sembraron a 10° cels/ml, se cultivaron en medio X-VIVO 15 (Lonza, Walkersville, MD,
E.E.U.U.) libre de suero y después se trataron posteriormente con fitohemaglutinina (5 pg/ml) durante 72 h, con
forbol-12-miristato-13 (20 ng/ml?1 y actinomicina D (0,5 ug/ml) durante 24 h (MPs*"™) o solamente con actinomicina D
(0,5 pg/ml) durante 24 h (MPs®"™™). Se obtuvo un sobrenadante en dos etapas de centrifugacion a 750 g durante 15
min y a 1500 g durante 5 min para eliminar las células y residuos de gran tamafo. El sobrenadante restante que
contiene MP se sometié a 14.000 g durante 45 min para recoger las MPs. El precipitado de MP se sometié a dos
series de centnfugamones a 14.000 g durante 45 min. Finalmente, el precipitado de MP se recuperd en 400 pl de
NaCl estéril (0,9% p/v)’. El contenido de MP se ajusto al contenido de proteina determinado frente a patrones de
albumina sérica bovina (BSA) para contener 10 ug de proteinas por ml.

Inhibidores y productos quimicos

Se incubaron también células control y células cargadas con MPs en las mismas condiciones como se describid
anteriormente con diferentes inhibidores: ciclopamina (Ccl, 30 uM, inhibidor de la ruta Shh), LY294002 (LY, 25 uM,
inhibidor de P13-K), N®-nitro-L-arginina (L-NNA, 100 pM, inhibidor de NOS, 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-
ona (ODQ, 10 uM, inhibidor de guanilato ciclasa soluble, sGC), glibenclamida (Glib, 1 uM, inhibidor del canal de
Katp). Salvo que se indique, todos los productos quimicos se obtuvieron de Sigma (St. Louis, MO, E.E.U.U.).

Ca®" transitorio y acortamiento celular

Se cargaron cardiomiocitos ventriculares aislados con Indo-1 AM (10 uM, Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, OR,
E.E.U.U.) a temperatura ambiente durante 30 min y después se lavaron con soluciéon tamponada de HEPES libre
(NaCl a 117 mmol/l, KCl a 5,7 mmol/l, NaHCO3 a 4,4 mmol/l, KH.PO4 a 1,5 mmoI/I MgCl; a 1,7 mmol/l, HEPES a 21
mmol/l, glucosa a 11 mmol/l, taurina a 20 mmol/l, pH 7,2) que contiene Ca®* a 1,8 mmol/l. Se estudiaron el
acortamiento celular y la concentracién de calcio [Ca ™1 (colorante Indo-1) sin cargar usando estimulacién de campo
(1 Hz, 22°C, Ca®* externo a 1,8 mmol/l). Se registraron simultdneamente la longitud de sarcémero (SL) y la
fluorescencia (405 y 480 nm) (lonOptix Myocyte Calcium and Contractlllty Recording System, Dublin, Irlanda)*. Para
evaluar el calcio transitorio y el acortamiento a diferentes [Ca®*]ex (en mmol/l: 0,3, 0,5, 1, 1,8, 2,5, 3,5, 5), se
colocaron cardiomiocitos en cubreobjetos recubiertos previamente con laminina y perfundidos a flujo constante de
500 pl/min. La perfusion se logré colocando una punta de pipeta conica en la proximidad de la célula que estaba
acoplada a microcapilares conectados a jeringas de 5 ml.

Registro mecanico y medida de SL

Se midio la fuerza de Ca®*-activado de miocitos individuales permeabilizados como se describe anterlormente Se
permeabilizaron miocitos ventriculares aislados intactos en una solucion relajante (pCa 9; pCa= -Iog[Ca ", véase
mas abajo) que contiene Tritdbn X-100 al 0,3% vol/vol e inhibidores de proteasa (fluoruro de fenilmetilsulfonilo
(PMSF), leupeptina, y trans-epoxisuccinil-1-leucina-guanidobutilamida (E-64)) a temperatura ambiente durante 6
min. Las células se lavadaron entonces dos veces con la misma solucion sin Tritén X-100 y se mantuvieron a 4°C.

Se unieron monocitos permeabilizados a un extensémetro piezorresistivo (sensor AE801, Memscap; 500 Hz de
frecuencia de resonancia descargada, elasticidad del extensometro: 0,03 um/uN) y a un micromanipulador
impulsado por un motor paso a paso (MP-285, Sutter Instrument Company) con agujas delgadas de acero inoxidable
y pegamento optico (NOA 63, Norland Products) que se polimeriza mediante 2 min de iluminacion UV. Se determino
SL en linea durante el experimento aplicando un algoritmo rapido de transformada de Fourier sobre las imagenes de
video de la célula, usando software de adquisicion lonOptix. Se normalizé la fuerza con el area de seccion
transversal medida a partir de la seccion transversal de la imagen tomada. Se midié SL relajado antes de la union
para servir como el origen. Se establecieron las relaciones pCa-fuerza a 2,3 um SL a 22°C. La tension activa a cada
pCa se represento por la diferencia entre la tension total y la tension relajada. Se descartaron las células que no
mantienen el 80% de la primera tensiébn maxima o un patrén de estriacion visible. Aunque se mantuvieron las células
isométricas durante la contraccion, los sarcomeros cambiaron tipicamente de longitud, especialmente cuando la
activacion era maxima. Se mantuvieron solamente las células que estaban bien unidas y con un cambio minimo de
SL (<0,1 pm). Se normalizaron las tensiones activas a activaciones submaximas con la tensidon isométrica maxima
(obtenida a pCa 5). Las medidas de fuerza se filtraron con paso bajo a 100 Hz y se registraron en un registro de
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papel térmico (Dash IV, Astro-Med). Se colocé una célula individual en la punta de un micocapilar cénico que recibe
la salida de 10 microcapilares conectados a jeringas de 5 ml que contienen soluciones experimentales con un
intervalo de concentracion de Ca®* de pCa 9 a pCa 4,5 (velocidad de flujo 200 pl.min™"). Para cada célula, se ajusto
la relacién entre la fuerza y pCa a la ecuacion fuerza = [Ca2+]"H/(K + [Ca2+]"H) donde nH es el coeficiente de Hill y
pCa50 es el pCa para la activacion semi-maxima, que corresponde a —(log K)/nH.

Se prepararon soluciones de activacion de Ca®* diariamente mezclando soluciones madre relajante (pCa 9,0) y de
activacion maxima (pCa 4,5). Las soluciones relajantes y de activacion contenian fosfocreatina a 12 mmol/l, imidazol
a 30 mmol/l, Mg2+ libre a 1 mmol/l, EGTA a 10 mmol/l, Na,ATP a 3,3 mmol/l, y DTT a 0,3 mmol/l, ya sea con pCa 9,0
(solucion relajante) o con pCa 4,5 (soluciéon de activacion maxima), pH 7,1 ajustado con KOH. Se ajust6 la fuerza
idnica a 180 mmol/l con K-acetato.

Medida de 6xido nitrico (NO)

Se cargaron los cardiomiocitos con el colorante fluorescente sensible a NO: DAF-AM (4-amino-5-metilamino-2,7-
difluorofluorescein diacetato a 20 uM, durante 30 min, Invitrogen). Las células se resuspendieron luego en solucion
de Tyrode (Ca®* a 1,8 mmol/l) a 22°C. Se adquirieron las imagenes confocales de fluorescencia DAF en el modo x-y
(Zeiss LSM 510, 25x, NA=0,8 de agua de inmersion, Le Pecq, Francia), con excitacion a 488 nm con laser de iones
de argon vy filtro de emision de 510-530 nm. Los valores de fluorescencia se corrigieron para la fluorescencia de
fondo a partir de una imagen sin células (F-Fo) y se calcul6 la relacion fluorescencia/fondo (F-Fo) /Fo). Todas las
imagenes se procesaron y analizaron usando un software Image J v 1.36b (National Institute of Health, E.E.U.U.).

Western blot

Se extrajeron proteinas de precipitados de cardiomiocitos homogeneizados en tampoén de lisis Tris-malato a 10
mmol/l, B-glicerolfosfato a 20 mmol/l, NaF a 50 mmol/l, benzamidina a 10 mmol/l, NasVO, a 0,2 mmol/l, leupeptina a
40uM, PMSF a 500 uM, E64 a 10 uM, EDTA a 2 mmol/l, DTT a 5 mmmol/l, Triton X100 al 1%, pH 6,8, a 4°C). Se
centrifugaron los homogeneizados a 10.000 g durante 5 min a 4°C. Se determina la concentracion de proteina total
mediante el kit RC DC (Bio-Rad, Hercules, CA, E.E.U.U.). Los extractos de proteina se solubilizaron en tampoén de
Laemmli-urea (Tris-malato 10 mmol/l, B-glicerolfosfato 20 mmol/l, NaF 50 mmol/l, benzamidina 10 mmol/l, NazVO4
0,2 mmol/l, leupeptina 40 uM, PMSF 500 uM, E64 10 uM, EDTA 1 mmol/l, EGTA 1 mmol/l, urea 8M, tio-urea 2M,
SDS al 3%, DTT 5 mmol/l, Triton X100 al 1%, pH 6,8, a 4°C) y se hierven durante 5 min a 95°C. Se separaron
muestras de proteina (50 pg) usando electroforesis en SDS-PAGE (al 10%) y se transfirieron a una membrana de
fluoruro de polivinilideno mediante protocolo de western blot semi-seco y se bloque6 con BSA al 3% durante 1 h a
temperatura ambiente. Las membranas se tifieron con anticuerpo de cabra frente a Smo (ab58591) (1:400, Abcam,
Cambridge Science Park, Cambridge, UK) y a Ptc (sc-6147) (1:1.000, Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz,
CA, E.E.U.U.) durante toda la noche a 4°C y anticuerpos secundarios IgG anti-conejo conjugado con peroxidasa
1:3.000) / anti-cabra (1:10.000) (Pierce, Rockford, IL, E.E.U.U.). Se identificaron las bandas usando
quimioluminiscencia (Super Signal West Pico, Pierce), se evaluaron densitométricamente y se expresaron en
unidades arbitrarias (A.U.).

Extraccion de RNA y RT-PCR a tiempo real

Se extrajo ARN a partir de precipitados de cardiomiocitos usando el reactivo TRIzol de acuerdo con el protocolo del
fabricante (Euromedex, Souffelweyersheim, Francia), se tratdé con DNasa | (Invitrogen) a 37°C durante 30 min. Se
sintetiz6 cDNA usando transcriptasa inversa superscript Il (Invitrogen) a 42°C durante 50 min. Se realiz6 la PCR
cuantitativa usando un termociclador rapido LightCycler (Roche, Meylan, Francia). Veinte ul de mezcla de reaccion
contenian 10 pl de mezcla Absolute QPCR SYBR Green Capillary (DNA polimerasa termo strat, tampén de reaccion,
mezcla de deoxiribonucleésidos trifosfato, MgCl. 3 mmol/l, colorante SYBR verde |; Thermo Fischer Scientific, llkirch,
Francia) suplementado con mezcla de cebador a 0,5 uM y 5 ul de cDNA. Los datos se normalizaron frente a
GAPDH. El programa de amplificacion incluia la etapa inicial de desnaturalizacion a 95°C durante 15 min, 40 ciclos
de desnaturalizacion a 95°C durante 1 seg, hibridacion a 60°C durante 10 seg y extension a 72°C durante 20 seg. Se
usaron curvas de fusion para determinar la especificidad de los productos de PCR.

Electrofisiolgia celular

Se realizaron experimentos de patch-clamp (fijacion de membranas) de célula completa a temperatura ambiente (22-
24°C) con un Axopatch 200B (Axon instrument, Burlingham, CA, E.E.U.U.). Las pipetas patch tienen resistencia de 2
MQ. Las corrientes se normalizaron con la capacitancia de la membrana celular (pA/pF). Las resistencias en serie se
compensaron antes de los registros.

Para registrar APs, la solucion de las pipetas contenia (en mM): KCI (130), HEPES (25), ATP(Mg) (3), GTP(Na)
(0,4), EGTA (0,5); pH 7,2 (KOH). La solucion de bafio contenia (en mmol/l): NaCl (135), MgClz (1), KCI (4), Glucosa
(11), HEPES (2), CaCl; (1,8); pH 7,4 (NaOH). Se provocaron las APs mediante inyeccion de corriente de 0,2 ms de
intensidad supra-umbral. Durante los experimentos, las células se estimularon mediante series de 30 estimulos a 0,5
Hz.
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Para registrar lcaL, la soluciéon de bafio contenia (en mM): CaCl; (1,8), TEACI (140), MgCl; (2), glucosa (10), HEPES
(10), pH 7,4 (TEAOH). La solucidn de pipeta contenia (en mmol/l): CsCl (140), HEPES (10), EGTA (10), NaGTP
(0,4), MgATP (3), pH 7,2 (CsOH). La IcaL se provocd mediante ensayo de despolarizacion (150 ms) de -80 a -10 mV
a 0,1 Hz. La relacion corriente-voltaje se determiné usando una etapa de voltaje de 10 mV desde -80 a +50 mV. Se
estimo su amplitud como la diferencia entre el pico de Ica. y el nivel de corriente al final del pulso.

Se registraron las corrientes de K con la solucién usada para APs, pero con tetrodoxina (TTX) 10 pmol/l y cobalto
(C02+) 2 mM afiadidos en el medio externo para bolquear Ina € lcal, respectivamente. Se provocaron a partir de un
potencial de mantenimiento (HP) de -80 mV mediante ensayo de despolarizacion (1 s) que varia de -120 mV a 0 mV
a 0,1 Hz. Se realizaron etapas de voltajes 2 veces en cada célula antes y después de la aplicacion de glibenclamida
y se usaron para determinar los componentes sensibles a glibenclamida de la corriente.

Simulaciéon numérica

Se realizé la simulacién numérica usando el modelo de célula ventricular endocardial de ratéon descrito por * Este
modelo esta disponible en linea desde el depdsito CellML (http://www.cellML.org) y se desarrollé con Fuente Celular
Abierta °. La corriente activada por Shh se simulé mediante la siguiente ecuacion derivada de una ecuacion de
corriente rectificadora instantanea interna que tiene una pendiente negativa:

wl V=Ey
L = S [ g_;p_-f-._f;:) - 1-!&:‘.-&] 0.1

RT RT
1+e 1+e

Donde Ek es el potencial de equilibrio para K*, Gsm es la conductancia lsp, R es la constante gaseosa, T es la
temperatura y F es la constante de Faraday.

Histologia

Se prepararon secciones finas (5 um) de ventriculos izquierdos de rata y se tifieron con Hematoxilina-Eosina (HE) y
tricromo Masson (MT) para microscopia 6ptica (10x). Se estimo el engrosamiento del miocardio en las secciones de
corazon tefiidas con HE, y se analizo6 la presencia de colageno en las secciones ventriculares tefiidas con MT. Los
resultados indican el porcentaje de area de fibrosis expresado como un porcentaje de area de contenido de
colageno del tejido miocardico analizado.

Registro y analisis de ECG

Se implanté a las ratas un Transmisor DSI PhysioTel™ (CTA-F40, Data Sciences International, Saint-Paul, Mn,
E.E.U.U.), quince dias antes de comenzar los experimentos. Después de la recuperacion, se registraron los ECGs
usando un transmisor-receptor de sefal (RCP-1; DSI) conectado a un sistema de adquisicion de datos (I0X2; EMKA
Technologies). Los datos se recogieron de forma continua a una velocidad de muestreo de 1000 Hz. Por lo tanto, se
recogieron los datos en las ratas antes y 6 horas después de la inyeccion i.v. de Shh, Shh y hexametonio, MPs, Shh
y ciclopamina, Shh y glibenclamida. Los ECGs se monitorizaron también 24 h antes de la isquemia, durante la
isquemia y 24 h después de la reperfusion. Se analizaron los registros digitales continuos en desconexién usando el
software ECG-auto (véase 1.5.12.22, EMKA Technologies). Las sefiales ECG se filtraron digitalmente entre 0,1 y
1.000 Hz. Se midieron la frecuencia cardiaca y el intervalo QT. El intervalo QT se definié6 como el tiempo entre la
primera desviacion de un intervalo isoeléctrico PR hasta el regreso de la repolarizacion ventricular a la linea de base
isoeléctrica TP a partir de los ECGs Il principales. El intervalo QT es dependiente de la frecuencia cardiaca, por lo
tanto, el intervalo QT se deberia corregir para tener en cuenta los cambios de potencial en el intervalo RR. La
correccion QT se realizé de acuerdo con la formula de Bazett:

org = 2L
~ VRR

donde QTg es el interval QT corregido para la frecuencia cardiaca, y RR es el intervalo desde el inicio de un
complejo QRS hasta el comienzo del siguiente complejo QRS.

Estadistica

Los datos numéricos presentados son la Media + error estandar de la media (SEM). Los resultados se consideraron
significativos si p<0,05, con Analisis de Varianza (ANOVA) de dos colas, simple con prueba posterior de Bonferroni.

Resultados

La ruta Shh es funcional en cardiomiocitos adultos
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Se han |dent|f|cado dos proteinas transmembrana Patched (Ptc) y Smoothened (Smo) como el complejo receptor de
hedgehog ®. Ptc funciona como una proteina de unién de hedgehog mientras Smo se requiere para transducir la
sefal. En ausencia de sefial hedgehog, Ptc |nh|be la actividad de Smo, cuando hedgehog interacciona con Ptc, Ptc
se internaliza y se elimina la inhibicion de Smo®. El andlisis de PCR lleva a la identificacion de la presencia de
mRNA que codifica Ptc y Smo en miocitos ventrlculares de rata adulta aislados (Figura 1A). Esto ademas se
confirmo por Western blot que revela la presencia de Ptc y Smo (Figura 1B). Se cargaron después los cardiomiocitos
con la sonda fluorescente de NO, DAF (Figura 1C). En una primera serie de experimentos, las células se incubaron
con la proteina recombinante del ligando homologo Shh (N-Shh) durante 4 horas a 20 umol/l. Cuando se compara
con las células control, la fluorescencia DAF aumenté significativamente después de la incubacion con N-Shh
sugiriendo una produccion de NO. Este efecto se previno en presencia del inhibidor de NOS L-NNA. PI3K es
conocido como un modulador potencial corriente arriba de NOS™. La produccion de NO inducida por Shh se inhibié
también en presencia de inhibidor de PI3K LY29402. También se incremento significativamente la produccién de NO
cuando los cardiomiocitos se incubaron durante 4 horas con MPs de membrana liberadas que llevan el ligando Shh
(MPSShh+ 18) Este efecto se previno cuando los cardiomiocitos se pre-incubaron con el inhibidor especifico de Ia ruta
Shh, ciclopamina. Cuando las células se incubaron con diferentes MPs que carecian del ligando Shh (MPs*™, '8) la
fluorescencia DAF fue comparable al control. En conjunto, estos experimentos demuestran que la ruta Shh esta
presente y funcional en cardiomiocitos adultos de rata, y ligada a la activacion de NOS y a la produccion de NO mas
probablemente a través de la ruta corriente arriba PI3K/Akt.

La ruta Shh modula el acoplamiento de excitaciéon-contraccion

Se cargaron cardiomiocitos aislados con indo-1 (5 uM durante 20 m|n) y se impulsaron a 0,5 Hz. Se registraron
simultaneamente las variaciones de longitud del sarcomero y del Ca?* citosolico. El acortamlento celular provocado
por la estimulacion eléctrica se redujo tanto con tratamiento de N-Shh como con MPs®" (Flgura 2A, E) sin afectar a
la Iongltud del sarcomero en reposo (Figura 2B). N- Shh o MPs*™ también redUJeron significativamente la amplitud
del Ca®* transitorio (Figura 2C, F), mientras el Ca®* diastolico permanecio estadisticamente inalterado aunque
ligeramente disminuido (Figura 2D).

Se llevaron a cabo experimentos para evaluar el impacto de la produccion de NO inducida por Shh sobre el
acortamiento celular (Figura 2E) y el ca® (Figura 2F) en cardiomiocitos. La reduccion del acortamiento celular y de
la amplitud del Ca®" transitorio inducido por N-Shh fue completamente suprimida en presencia del inhibidor de la ruta
Shh ciclopamina, del inhibidor PI3K LY249002 y del inhibidor no selectivo de NOS, L-NNA EI efecto de Shh imitado
por la MPs*"™ liberadas de membrana también se bloqueé por ciclopamina mientras MPs*"™ no tuvo ningun efecto.

Esta reducuon en el acortamiento celular podria ser en parte la consecuencia tanto de la reduccién de la amplitud
de Ca® tranS|tor|o y/o finalmente de la accion directa a nivel de la maquinaria contractil. Las relaciones entre la
amplitud del Ca®* transitorio y el acortamlento celular de la longitud del sarcomero se representaron primero como
bucles de fase plana (Flgura 3A, ) Este tipo de representacion refleja la respuesta cmetlca de la maquinaria
contractil a cambios en el Ca®". Esta muestra una primera fase de rapida eIevaC|on de Ca* con pequefia respuesta
contractil seguido de un acortamlento celular que empieza en el pico de Ca®" transitorio. La respuesta contractil
continua incluso aunque el Ca®* cae y finalmente, tanto el ca® como la contraccién decaen juntos. Por lo tanto, la
reduccion en el acortamiento celular se correlamona con el Ca** transitorio disminuido después de la estimulacion
por Shh. Para modular la amplitud del Ca®" transitorio yla respuesta deI miofilamento, las células se bafian en varias
[Ca "lext que van de 0,3 a 5 mmol/l (Flgura 3B). Para cada [Ca "] exterior, se representé el acortamiento del
sarcomero frente al pico de amplitud de Ca®" transitorio. Las curvas obtenidas de cardiomiocitos control y tratados
con MPs*"™" se superpusieron, aunque con un desvio hacia Ca* transitorios mas bajos y acortamiento en MPs
Finalmente, se evalud la sensibilizacion del miofilamento por Ca®" en cardiomiocitos de piel en Tritén- X100 ? Como
se muestra en la Figura 3C-D, las relaciones tension-pCa demostraron una senS|b|I|zaC|on similar por Ca del
miofilamento (pCaso= 5,91 + 0,03 y 5,87 + 0,03 en el control y en condiciones de MPs*" respectlvamente n=12 por
condicién). Se observo un ligero aumento en la tension activa maxima bajo tratamlento con MPs®"™ para pCa por
enC|ma de 5,5. En conjunto, esto apoya la hipotesis de que Ia reducmon en el acortamiento celular por N-Shh y
MPs®"™™ es la consecuencia de una sefalizacion reducida de Ca®*

Luego se evalud eI efecto de N-Shhy MPs*"™™ sobre el principal activador de la I|beraC|on de Ca®* cardiaco, es decir,

la corriente de Ca®* tipo L (lca, Figura 3E, F) que se sabe esta modulada por NO?'. La cativacion de Ia ruta Shh no
afectd a Ica. medida en condiciones de bloqueo de voltaje. Finalmente, la IlberaC|on de Ca®* del reticulo
sarcoplasmico (SR) medida como el pico de Ca®" transitorio medido después de una apllcaC|on rapida de cafeina 10
mmol/l fue similar en células control y en células incubadas con o bien N-Shh o MPs*"™| (relacion F405/F480 = 0,38
+ 0,02 (n=63), 0,37 + 0,02 (n=24) y 0,36 + 0,02 (n=36) respectivamente) lo que sugiere que la ruta Shh podria no
interferir directamente con el compartimento SR.

Efecto de la ruta Shh en el potencial de accién

La amplitud de Ca®" transitorio y contraccion celular estan directamente moduladas por la forma de la onda del
potencial de accidon como resultado de los cambios en lcaL 2 | os cardiomiocitos pre-incubados con N-Shh
exhibieron una duracién de potencial de accion (APD) mas corta comparada con cardiomiocitos control (Figura 4AB).
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Se ha descrito recientemente que, la ruta NO/cGMP activa el canal de potasio dependiente de ATP (K-ATP) en
ausencia de reduccion de ATP Curlosamente la aplicacion aguda de glibenclamida, el bloqueante selectivo y
especifico de los canales de K- ATP ® , previno la reduccion de APD inducida por N-Shh, aunque no tenia efecto en
ausencia de tratamiento con N-Shh (Figura 4B). Ademas, el bloqueo de la ruta NO/cGMP por L-NNA y ODQ,
mitigaron respectivamente el efecto de N-Shh. Se realizaron experimentos electrofisiolégicos adicionales para
caracterizar la corriente de K sensible a glibenclamida en cond|C|on de bloqueo de voltaje. Se registraron las
corrientes de K" antes y después de la incubacién con gllbenclamlda y se midi6 la diferencia de corriente que
refleja la corriente K-ATP (lkate, Figura 4C) al final del pulso para generar la relacion de corriente voltaje (Figura 4D).
Esta corriente estaba ausente en la condicién control (Figura 4C-E), pero se desencadenaba en presencia de N-Shh
y se bloqueaba tanto por L-NNA como por ODQ. Para corroborar estos experimentos, se realiz6 una simulacion
numérica en ausencia y presencia de una corriente rectificadora interna adicional de potasio (véase la seccion de
Métodos) ajustada empiricamente a los resultados experimentales que mejor imitan la corriente inducida por Shh
registrada mediante sustraccion antes y después de la aplicacion de gllbenclamlda (Figura 5A). La adicion de
conductancia de K rectificadora interna redujo la duracién del potencial de accién (Figura 5B) asi como el ca®
transitorio (Figura 5D) en la misma medida que se observa experimentalmente. Esto estaba acompafiado por un
aumento en la amplltud lcaL (Flgura 5C) pero una reduccion en la cantidad neta de Ca®* que entra en la celula (4,38
E' frente a 3,97 E'® iones de Ca®* en el control y en Shh respectlvamente) debldo a una corriente de Ca®* mas corta
y que da como resultado una redumda liberacion de Ca®" inducida por Ca®* como se informo prewamente . Esto
demuestra que la reducmon en el Ca®* transitorio provocada por la ruta Shh en ausencia de un efecto directo sobre
los canales de Ca®* de tipo L, da como resultado la activacion de Ikatp y una reduccién posterior en APD.

Dicha reduccion en la APD deberia afectar al ECG registrado in vivo y mas premsamente al intervalo QT. De hecho,
los ECGs se registraron durante 6 horas después de la inyeccion de N-Shh y MPs®"™ ECGs en animales libres en
vigilia. Se observé una reduccion significativa en el intervalo QTc 6 horas después de la inyeccion (Figura 6). Este
efecto era idéntico cuando los animales se pre-trataron con hexametonio, un antagonista del receptor nicotinico
nACh que actua sobre los receptores en los sitios pre-ganglionares tanto en el sistema nervioso simpatico como en
el parasimpatico y por lo tanto inhibe la regulacion cardiaca por el sistema nervioso auténomo. Sin embargo, esta
reduccion en el intervalo QT se previno tanto bloqueando in vivo la corriente Ikate con glibenclamida como inhibiendo
la ruta de sefalizacion Shh con ciclopamina (Figura 6). El agrandamiento de QT se correlaciona in vivo con la
aparicion de arritmias ventriculares. Esto ocurre en situaciones patofisiolégicas como la isquemia-reperfusion, que
exhibe rapidamente después de la reperfusion miocardica una mayor frecuencia de arritmias ventriculares que
pueden desencadenar taquicardia ventricular sostenida y muerte subita. Para validar esta hipotesis, se sometieron
ratas a 30 min de isquemia seguida de reperfusion. Se registraron los ECGs continuamente antes de la isquemia y
durante 24 h después de la reperfusion (Figura 7). Como se informé anteriormente, se registré un agrandamiento del
intervalo QT.; después de la reperfusion. Curiosamente, esto se abolia completamente cuando se trataron los
animales con N-Shh antes de la reperfusion. Es de sefialar que se observo el efecto maximo del tratamiento con N-
Shh después de 12 horas de reperfusion. Sabiendo que se hace una sola inyeccién de N-Shh antes de la
reperfusion, se puede esperar que la pérdida progresiva del efecto observado después de 24 h podria ser debido a
la pérdida de estimulaciéon de la ruta de sefalizacion Shh. No se pudo ver un efecto beneficioso de N-Shh en el
intervalo QTc cuando se inyecté ciclopamina ademas de N-Shh (Figura 7). Ademas, las lesiones de la reperfusion se
evaluaron histolégicamente a las 24 h después de la reperfusion midiendo el area infartada en relacion con el area
de riesgo (Figura 8). Estos experimentos demostraron una clara reduccion en el area infartada con N-Shh. Este
efecto cardioprotector se aboli® completamente por ciclopamina. Estos datos in vivo demuestran claramente el
potente papel de la ruta de sefializacién Shh para proteger el miocardio frente a lesiones de reperfusion después de
un infarto agudo de miocardio.

Ejemplo 2: Efecto cardioprotector de la ruta de sefializacion Shh

Las ratas se sometieron a 30 min de isquemia seguida de reperfusion. Las lesiones por reperfusion se evaluaron
histolégicamente a las 24 h después de la reperfusion midiendo el area infartada en relacion con el area de riesgo
(Figura 9). Quince minutos antes de la reperfusién, un grupo de ratas recibié inyeccion intravenosa (iv) del ligando
homologo de Shh recombinante (N-ShhH, 25 pg.kg™), el segundo grupo recibié N-Shh y el antagonista del receptor
de Shh (patch/smoothened) ciclopamina (N-Shh + Ccl, 30 pumol/l) y el tercero el vehiculo (control). Estos
experimentos demostraron una reduccién significativa del area infartada con tratamiento N-Shh. El efecto
cardioprotector de N-Shh se previno completamente por ciclopamina. Estos datos in vivo demuestran el potente
papel de la ruta de sefializacién Shh para proteger el miocardio contra lesiones de reperfusion después de un infarto
agudo de miocardio (AMI). Teniendo en cuenta que se observan los efectos cardioprotectores dentro de un corto
periodo de tiempo después de la reperfusion (es decir, <24 h), es poco probable que estén mediados por una
neoangiogénesis y/o movilizacion de células progenitoras (Kusano KF, Pola R, Murayama T, Curry C, Kawamoto A,
Iwakura A, Shintani S, li M, Asai J, Tkebuchava T, Thorne T, Takenaka H, Aikawa R, Goukassian D, von Samson P,
Hamada H, Yoon YS, Silver M, Eaton E, Ma H, Heyd L, Kearney M, Munger W, Porter JA, Kishore R y Losordo DW.
Sonic hedgehog myocardial gene therapy: tissue repair through transient reconstitution of embryonic signaling. Nat
Med. 2005; 11: 1197-204. Pola R, Ling LE, Silver M, Corbley MJ, Kearney M, Blake Pepinsky R, Shapiro R, Taylor
FR, Baker DP, Asahara T e Isner JM. The morphogen Sonic hedgehog is an indirect angiogenic agent upregulating
two families of angiogenic growth factors. Nat Med. 2001; 7: 706-11). Por lo tanto, se hipotetiza otro efecto
pleiotropico de Shh directamente sobre el tejido miocardico.

14



10

15

20

25

30

35

ES 2 667 814 T3

Se evalud el ECG registrado continuamente antes de la isquemia y durante 24 h después de la reperfusion en un
animal en vigilia por telemetria (Figura 10). Después de la reperfusion, se observd un agrandamiento del intervalo
QTec. Esto se previene en un animal tratado por una inyeccion unica de N-Shh antes de la reperfusion, sin mayor
efecto indeseable cardiodepresivo principal en la frecuencia sinusal. Es de notar que la significacion de este efecto
tiende a desaparecer después de 12 h probablemente debido a la eliminacion del péptido y a la reversion de su
efecto (Figura 10A, 10B). Cuando los animales se trataron simultaneamente con ambos, N-Shh y ciclopamina, la
prevencion del agrandamiento N-Shh se abolié (Figura 10A, 10B). El agrandanamiento del intervalo QT se
correlaciona in vivo con la aparicion de arritmias ventriculares y se usa cominmente como indicador de
taquiarritmias ventriculares y un factor de riesgo de muerte cardiaca subita (Antzelevitch C, Shimizu W, Yang GX y
Sicouri S. Cellular basis for QT dispersion. Journal of electrocardiology, 1998; 30 Suppl: 168-75; Hlaing T, DiMino T,
Kowey PR y Yang GX. ECG repolarization waves: their génesis and clinical implications. Annals of noninvasive
electrocardiology: the official journal of the International Society for Holter and Noninvasive Electrocardiology, Inc.
2005; 10: 211-23.). De hecho, el tratamiento con N-Shh redujo significativamente el nimero de eventos arritmicos
ventriculares medidos en la reperfusion (Figura 10C-D). Este efecto beneficioso de Shh es abolido de nuevo por
ciclopamina. En conjunto, estos experimentos demuestran un efecto cardioprotector directo de la ruta Shh en el
miocardio a través de una regulacion electrofisiologica.

Los presentes ejemplos demuestran primero un nuevo efecto cardioprotector de la ruta morfogenética Shh en un
modelo in vivo de isquemia-reperfusion en ratas. En segundo lugar, se investigaron los niveles celular y molecular y
se propuso un mecanismo explicativo. Se informé previamente que la sefializacién Shh juega un papel importante en
la cardiomiogénesis durante el desarrollo embriénico. La restauracion de esta sefializacion en ratas adultas después
de un infarto de miocardio mejora la reparacion cardiaca aumentando la neovascularizacion, reduciendo la fibrosis y
la apoptosis cardiaca (Kusano KF, Pola R, Murayama T, Curry C, Kawamoto A, Iwakura A, Shintani S, li M, Asai J,
Tkebuchava T, Thorne T, Takenaka H, Aikawa R, Goukassian D, van Samson P, Hamada H, Yoon YS, Silver M,
Eaton E, Ma H, Heyd L, Kearney M, Munger W, Porter JA, Kishore R y Losordo DW. Sonic hedgehog myocardial
gene therapy: tissues repair through transient reconstitution of embryonic signaling. Nat Med. 2005; 11: 1197-204.).
Recientemente se ha demostrado que la estimulacion de Shh en la superficie de la membrana de los cardiomiocitos
era capaz de aumentar la expresion de citoquinas angiogénicas que median la angiogénesis después del infarto de
miocardio. Los presentes Ejemplos demuestran qsue la activacion de la ruta Shh previa a la reperfusion mediante una
inyeccién Unica de cualquiera de N-Shh o MPs™"™ | reduce el tamaiio del infarto y las arritmias de reperfusion a
través de una prevencion del agrandamiento de QT. En varios estudios, la prolongacion del intervalo QT se ha
asociado con un riesgo aumentado de muerte cardiaca subita después de un infarto agudo de miocardio en
pacientes tanto a corto como a largo plazo. Ahora esta bien admitido que la reduccion del intervalo QT y la
variabilidad del intervalo QT después de la reperfusion, es beneficiosa e indicativa de una reperfusion satisfactoria
en pacientes sometidos a angioplastia coronaria percutanea primaria. En conclusion, los presentes Ejemplos
muestran por primera vez un efecto protector directo de la ruta Shh contra AMI en el tejido cardiaco. En conjunto,
estos efectos pleiotropicos de Shh contribuyen a la cardioproteccion actuando simultaneamente sobre diferentes
dianas.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> INSERM

<120> METODOS Y COMPOSICIONES FARMACEUTICAS PARA LA CARDIOPROTECCION
<130> BIO11321 LACAMPAGNE / MC

<160> 1

<170> Patentln version 3.3

<210>1

<211> 462

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Met Leu Leu Leu Ala Arg Cys Leu Leu Leu Val Leu Val Ser Ser Leu
1 5 10 15

Leu Val Cys Ser Gly Leu Ala Cys Gly Pro Gly Arg Gly Phe Gly Lys
20 25 30

Arg Arg His Pro Lys Lys Leu Thr Pro Leu Ala Tyr Lys Gln Phe Ile
35 40 45

Pro Asn Val Ala Glu Lys Thr Leu Gly Ala Ser Gly Arg Tyr Glu Gly
50 55 60

Lys Ile Ser Arg Asn Ser Glu Arg Phe Lys Glu Leu Thr Pro Asn Tyr
65 70 75 80

Asn Pro Asp Ile Ile Phe Lys Asp Glu Glu Asn Thr Gly Ala Asp Arg
85 20 95

Leu Met Thr Gln Arg Cys Lys Asp Lys Leu Asn Ala Leu Ala Tle Ser
100 105 110

Val Met Asn Gln Trp Pro Gly Val Lys Leu Arg Val Thr Glu Gly Trp
115 120 125

Asp Glu Asp Gly His His Ser Glu Glu Ser Leu His Tyr Glu Gly Arg
130 135 140

Ala Val Asp Ile Thr Thr Ser Asp Arg Asp Arg Ser Lys Tyr Gly Met
145 150 155 160

Leu Ala Arg Leu Ala Val Glu Ala Gly Phe Asp Trp Val Tyr Tyr Glu
165 170 175

19



ES 2 667 814 T3

Ser Lys Ala His Ile His Cys Ser Val Lys Ala Glu Asn Ser Val Ala
180 185 190

Ala Lys Ser Gly Gly Cys Phe Pro Gly Ser Ala Thr Val His Leu Glu
195 200 205

Gln Gly Gly Thr Lys Leu Val Lys Asp Leu Ser Pro Gly Asp Arg Val
210 215 220

Leu Ala Ala Asp Asp Gln Gly Arg Leu Leu Tyr Ser Asp Phe Leu Thr
225 230 235 240

Phe Leu Asp Arg Asp Asp Gly Ala Lys Lys Val Phe Tyr val Ile Glu
245 250 255

Thr Arg Glu Pro Arg Glu Arg Leu Leu Leu Thr Ala Ala His Leu Leu
260 265 270

Phe Val Ala Pro His Asn Asp Ser Ala Thr Gly Glu Pro Glu Ala Ser
275 280 285

Ser Gly Ser Gly Pro Pro Ser Gly Gly Ala Leu Gly Pro Arg Ala Leu
290 295 300

Phe Ala Ser Arg Val Arg Pro Gly Gln Arg Val Tyr Val Val Ala Glu
305 310 315 320

Arg Asp Gly Asp Arg Arg Leu Leu Pro Ala Ala Val His Ser val Thr
325 330 335

Leu Ser Glu Glu Ala Ala Gly Ala Tyr Ala Pro Leu Thr Ala Gln Gly
340 345 350

Thr Ile Leu Ile Asn Arg Val Leu Ala Ser Cys Tyr Ala Val Ile Glu
355 360 365

Glu His Ser Trp Ala His Arg Ala Phe Ala Pro Phe Arg Leu Ala His
370 375 380

Ala Leu Leu Ala Ala Leu Ala Pro Ala Arg Thr Asp Arg Gly Gly Asp
385 390 395 400

Ser Gly Gly Gly Asp Arg Gly Gly Gly Gly Gly Arg Val Ala Leu Thr
405 410 415

Ala Prc Gly Ala Ala Asp Ala Pro Gly Ala Gly Ala Thr ala Gly Ile
420 425 430

His Trp Tyr Ser Gln Leu Leu Tyr Gln Ile Gly Thr Trp Leu Leu Asp
435 440 445

Ser Glu Ala Leu His Pro Leu Gly Met Ala Val lys Ser Ser
450 455 460
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REIVINDICACIONES

Un ligando de la ruta de sefalizacion sonic hedgehog para usar en un método para reducir arritmias y el
intervalo QT en un sujeto que experimentd un infarto de miocardio en donde el ligando de la ruta de
sefializacion sonic hedgehog es un polipéptido sonic hedeghog.

El ligando de la ruta de sefializacién sonic hedgehog para usar de acuerdo con la reivindicacion 1 que
comprende el dominio de sefalizacion de la proteina sonic hedgehog.

El ligando de la ruta de sefializacion sonic hedgehog para usar de acuerdo con la reivindicacion 1 que es un
polipéptido soluble.

El ligando de la ruta de sefalizacion sonic hedgehog para usar de acuerdo con la reivindicaciéon 1 en donde el
polipéptido sonic hedgehog comprende la secuencia que va desde el residuo de aminoacido en la posicion 1 al
residuo de aminoacido en la posicion 197 en SEQ ID NO: 1 o una variante de funcidon conservativa de la misma
que tiene al menos un 90% de identidad con dicha secuencia.

El ligando de la ruta de sefalizacion sonic hedgehog para usar de acuerdo con la reivindicaciéon 1 en donde el
polipéptido sonic hedgehog se fusiona a una porcién Fc de un anticuerpo.

El ligando de la ruta de sefalizacion sonic hedgehog para usar de acuerdo con la reivindicacion 1 que es
llevado por una microparticula.
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