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DESCRIPCION
Unién de anticuerpos a fibronectina-EDA para prevenir las complicaciones relacionadas con el infarto de miocardio
Campo de la invencion

La presente invencion esta en el campo de la medicina, en particular en el campo de la cardiologia. La invencion
proporciona un método para tratar, prevenir o prevenir la progresién de complicaciones relacionadas con infarto de
miocardio o afecciones mediadas por remodelacion ventricular adversa.

Antecedentes de la invencion

La cardiopatia isquémica es la mayor carga socioecondémica para las sociedades occidentales. Se convierte en un
problema auin mayor en esta era de rapida modernizacion de paises en desarrollo como China e India. La complicacién
mas grave y aguda de la cardiopatia isquémica es un ataque al corazon, también conocido como infarto de miocardio.
Solo en EE. UU., La UE y Japon, 2.4 millones de pacientes sufren un infarto de miocardio cada afio '-3. La cantidad
de dinero gastada en los EE. UU. y la UE solo para el tratamiento de la cardiopatia isquémica supera los 150.000
millones de euros cada afio 2. Desafortunadamente, las complicaciones relacionadas con el infarto estan aumentando
debido a que mas pacientes sobreviven al infarto que amenaza la vida inicial, pero en el futuro tienen una funcién
cardiaca cada vez peor. Las complicaciones después de un infarto de miocardio (IM), como insuficiencia cardiaca,
fibrosis y arritmia, dan como resultado tasas de mortalidad y morbilidad elevadas. El determinante mas importante de
estas complicaciones es una respuesta inadecuada de reparacion cardiaca, denominada remodelaciéon adversa o
remodelacion ventricular adversa.

La insuficiencia cardiaca (IC) ha ganado mucha atencion, ya que es la consecuencia mas grave y mas frecuente de
la remodelacion adversa después del infarto de miocardio. No es sin razén que la sociedad de cardiologia mas grande
del mundo, la Sociedad Europea de Cardiologia (ESC), declaré que “la insuficiencia cardiaca es la epidemia del siglo
XXI en las sociedades occidentales” . Solo en los EE. UU., La UE y Japdn, al menos 1,8 millones de pacientes son
hospitalizados con insuficiencia cardiaca relacionada con el infarto diagnosticada cada afio '-? 5. La tasa de mortalidad
es del 20% dentro de un afio desde el diagndstico, mientras que el 50% muere dentro de los 5 afios . La calidad de
vida de quienes sobreviven se ve gravemente afectada, ya que sufren una disminucion progresiva de la tolerancia al
ejercicio y una menor capacidad para realizar las actividades diarias normales 7. La carga socioeconémica es de casi
€ 60 mil millones anuales para los EE. UU. Y la UE solo ' 2, como consecuencia de 1) la reduccion de la tolerancia al
ejercicio y la subsiguiente reduccion de la productividad, 2) un tratamiento médico costoso que no es preventivo pero
disminuye los sintomas y 3) estancias hospitalarias.

La terapia actual para el infarto de miocardio tiene como objetivo restaurar el flujo sanguineo a través de la arteria
coronaria ocluida. Los antitrombéticos (es decir, la prevencion de la formacién de coagulos de sangre) junto con los
stents son las clases de medicamentos y dispositivos mas importantes para optimizar la restauracion del flujo
sanguineo después de un infarto de miocardio. A pesar de estos avances en la optimizacion del flujo sanguineo, las
complicaciones relacionadas con el infarto todavia ocurren y estan aumentando. La razén principal es el hecho de que
la remodelacion adversa es un proceso fisiopatolégico completamente diferente a la restauracion del flujo sanguineo.

La curacion del corazon infartado es un proceso muy complejo que involucra muchos tipos de células 2. El infarto de
miocardio es un evento agudo en el que parte del musculo cardiaco muere y se pierde la funcién de la bomba.
Inmediatamente después de este evento agudo, se inducen procesos de reparacion en la sangre y el musculo cardiaco
caracterizado por una inflamacion aumentada. Sin embargo, el tipo de inflamacion determina si el corazén infartado
se repara y remodela adecuadamente. El factor clave que impulsa una curaciéon inadecuada y una inflamacion
perjudicial es la activacion de la inmunidad innata por moléculas relacionadas con la muerte cardiaca y la degradacion
de la matriz. En muchos pacientes, el sistema inmunitario se activa de forma perjudicial, lo que resulta en una curacion
inadecuada del corazén después de un infarto de miocardio. En esos casos, el corazén entrara en un proceso llamado
remodelacion adversa del ventriculo afectado. La remodelacion adversa tiene varias consecuencias perjudiciales: la
insuficiencia cardiaca, la dilatacién y la fibrosis del corazdn, la contractilidad y relajacion perturbadas y la activacion
eléctrica alterada son complicaciones conocidas. El aumento de la incidencia de morbilidad relacionada con el infarto,
como la insuficiencia cardiaca, enfatiza la necesidad de nuevas terapias para mejorar la reparacion cardiaca después
del infarto. El principal determinante para que los leucocitos causen una reaccion inflamatoria perjudicial es la
deposicion de fibronectina-EDA. Después del infarto de miocardio, la fibronectina-EDA se sintetiza nuevamente y se
regula de forma transitoria en el miocardio infartado. La fibronectina-EDA puede activar el sistema inmunitario, lo que
induce la migracion de leucocitos al corazon infartado. Posteriormente, los leucocitos activados por la fibronectina-
EDA inducen reacciones inflamatorias perjudiciales en el corazén en curacion (Arslan. F. et al. Circ. Res., Mar 2011;
108: 582 - 592).

La fibronectina celular es una glicoproteina adhesiva multifuncional presente en la ECM y es producida por las células
en respuesta a una lesion tisular como ocurre con el IM. Contiene un exén empalmado alternativamente que codifica
el dominio extra A de repeticion de tipo Il (EllIA; EDA), que actua como un ligando enddégeno para TLR2 y TLRA4.
Shimamoto et al. ha informado que la inhibicion de TLR4 con eritoran reduce significativamente la lesiéon de isquemia-
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reperfusion miocardica (Shimamoto et al., Circulation, 2008; 114: 270-274). In vitro, la fibronectina-EDA induce la
expresion de genes proinflamatorios y activa los monocitos. La inyeccion in vivo de fibronectina-EDA en las
articulaciones murinas produce una inflamaciéon aumentada. Por lo tanto, la fibronectina-EDA es capaz de activar los
leucocitos y causar una regulacion al alza de citoquinas y quimioquinas. Recientemente se demostré que los ratones
modificado para la EDA de fibronectina mostraron una fibrosis reducida, una funcién cardiaca preservada y una
dilatacion ventricular reducida en comparacion con los ratones de tipo silvestre después de un infarto (Arslan F. et al.
Circ. Res., Mar 2011; 108: 582 - 592). También se demostré recientemente que se evitd la remodelacién cardiaca
adversa en ratones modificado EDA de fibronectina en comparacion con ratones de tipo silvestre después de un infarto
de miocardio (Arslan R. et al. Circulation, noviembre de 2009; 120: S818-S819).

En el campo, se buscan intervenciones mejoradas para prevenir las complicaciones relacionadas con el IM, como la
insuficiencia cardiaca.

Resumen de la invencién

Los presentes inventores han demostrado ahora que el tratamiento de ratones con anticuerpos dirigidos al dominio
EDA de fibronectina-EDA previene la dilatacion del ventriculo izquierdo en dichos ratones y mejora la supervivencia
después de la IM.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona un anticuerpo que se une especificamente a la secuencia de
aminoacidos TYSSPEDGIHELFPAPDGEEDTAELQG (SEQ ID NO: 2) del dominio EDA de fibronectina-EDA para
tratar, prevenir o prevenir la progresion de una afeccion relacionada o resultante de un infarto de miocardio y/o
remodelacion cardiaca adversa. Dicha condicion se selecciona del grupo que consiste en dilatacién cardiaca,
remodelacion ventricular adversa, insuficiencia cardiaca; fibrosis miocardica remota; aneurisma o rotura del ventriculo;
regurgitacion mitral, particularmente si el infarto es grande y es probable que cause dilatacion ventricular grave; y
arritmias, como la fibrilacion ventricular y la taquicardia ventricular debidas al agrandamiento ventricular y la fibrosis.
Preferiblemente, la afeccion se selecciona del grupo que consiste en insuficiencia cardiaca y fibrosis miocardica
remota. Dicha insuficiencia cardiaca puede ocurrir después de un infarto de miocardio.

El anticuerpo puede usarse adicionalmente para prevenir la fibrosis y/o para mejorar la funcion cardiaca.

El anticuerpo es preferiblemente un anticuerpo neutralizante, mas preferiblemente un anticuerpo monoclonal, tal como
un anticuerpo monoclonal humano o un anticuerpo monoclonal humanizado, por ejemplo un anticuerpo monoclonal
de ratén humanizado.

Descripcion detallada de la invencion

Los presentes inventores han demostrado que el tratamiento de ratones con anticuerpos monoclonales de ratén de
las subclases IgG1 e 1IgG2a que reconocen el antigeno TYSSPEDGIHELFPAPDGEEDTAELQG (SEC ID NO: 2)
ubicado en el dominio EDA de fibronectina-EDA impide la dilatacién ventricular izquierda en ratones mencionados y
mejora supervivencia después de IM. También se encontré que la remodelacion cardiaca adversa en sujetos con
infarto de miocardio agudo podria tratarse o prevenirse. Como se usa en este documento, el término “remodelacion

n o«

cardiaca adversa’, “remodelacion adversa” y “remodelacion ventricular adversa” se usan de manera intercambiable.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona un anticuerpo que se une especificamente a la secuencia de
aminoacidos TYSSPEDGIHELFPAPDGEEDTAELQG (SEC ID NO: 2) del dominio EDA de fibronectina-EDA para
tratar, prevenir o prevenir la progresion de una afeccion relacionada o resultante por infarto de miocardio (IM) y/o
remodelacion ventricular adversa. Dicha afeccidon se selecciona del grupo que consiste en insuficiencia cardiaca;
fibrosis miocardica remota; aneurisma o rotura del ventriculo; regurgitacion mitral, particularmente si el infarto es
grande y es probable que cause dilatacion ventricular grave; y arritmias, como la fibrilacién ventricular y la taquicardia
ventricular debidas al agrandamiento ventricular y la fibrosis. Preferiblemente, la afeccion se selecciona del grupo que
consiste en insuficiencia cardiaca y fibrosis miocardica remota.

El término “tratar, prevenir o prevenir la progresion de” como se usa en el presente documento no solo abarca el inicio
de remodelacioén cardiaca adversa, sino que también abarca la situacién en la que ha comenzado la remodelaciéon
cardiaca adversa, sino que se detiene para continuar. Por lo tanto, abarca la situacion en la que se evita el desarrollo
completo de las complicaciones relacionadas con el IM, incluso si dichas complicaciones relacionadas con el IM ya
han comenzado a desarrollarse. Por ejemplo, la dilatacion cardiaca que ya ha comenzado se puede detener con la
intervencion terapéutica utilizando el anticuerpo de la presente invencion. Dicho método esta abarcado por la presente
invencion. Como la remodelacion adversa es reversible, las complicaciones relacionadas con la remodelacion
adversas, también referidas en este documento como “complicaciones relacionadas con el IM”, también pueden
tratarse utilizando el método de la presente invencion.

Como se usa en el presente documento, los términos “insuficiencia cardiaca” se refieren a cualquier afeccion

caracterizada por disminucion del gasto cardiaco y/o presiones de llenado anormales en los ventriculos. En estas
situaciones, el corazén no puede bombear sangre a una velocidad adecuada o en un volumen adecuado y/o con una
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fuerza adecuada (es decir, insuficiencia cardiaca sistélica) o muestra una rigidez ventricular aumentada (es decir,
insuficiencia cardiaca diastdlica), respectivamente. En la insuficiencia cardiaca, la perfusion sanguinea de los 6rganos
se ve obstaculizada, lo que deteriora la funcidn de los 6rganos (por ejemplo, insuficiencia renal o hepatica). Ademas,
la sangre puede volver a los pulmones, lo que hace que los pulmones se congestionen con liquido. Los sintomas
tipicos de la insuficiencia cardiaca incluyen dificultad para respirar (disnea), fatiga, debilidad, dificultad para respirar
cuando esta acostado, e hinchazon de las piernas, tobillos o abdomen (edema).

El término “anticuerpo” usado aqui se refiere a cualquier inmunoglobulina o fragmento de la misma, y abarca cualquier
polipéptido que comprende un sitio de unién a antigeno con al menos una region determinante de complementariedad
(CDR). El término incluye, pero no se limita a, anticuerpos policlonales, monoclonales, monoespecificos,
poliespecificos, no especificos, humanizados, quiméricos, humanos, monocatenarios, sintéticos, recombinantes,
hibridos, mutados, injertados e in vitro generados. El término “anticuerpo” también incluye fragmentos de anticuerpos
tales como Fab, F(ab')z, Fv, scFv, Fd, dAb y otros fragmentos de anticuerpos u otras construcciones que comprenden
CDR que retienen la funcion de unién al antigeno. Tipicamente, tales fragmentos comprenderian un dominio de unién
a antigeno. Los detalles de la preparacion de dichos anticuerpos y su idoneidad para su uso como miembros de union,
particularmente un miembro de unién especifico, son bien conocidos por los expertos en la técnica. El término
“neutralizar” se refiere a la capacidad de un anticuerpo para inhibir (es decir, eliminar o reducir) al menos una actividad
de otro compuesto o molécula. El anticuerpo o fragmento del mismo puede ser cualquiera de los isotipos de
anticuerpos conocidos y sus conformaciones, por ejemplo, IgA, tales como IgA1 o IgA2, IgD, IgE, IgG, tales como la
clase 1gG1, IgG2a, IgG2b, 1gG3, IgG4, o IgM, o puede constituir mezclas de los mismos en cualquier combinacion,
como una mezcla de anticuerpos de la clase IgG1 e IgG2a.

La “unién especifica” del anticuerpo a la fibronectina-EDA significa que la fibronectina-EDA y el anticuerpo forman un
complejo que es relativamente estable en condiciones fisioldgicas. La union especifica se caracteriza por una alta
afinidad y una capacidad de baja a moderada, a diferencia de la unién no especifica que generalmente tiene una baja
afinidad con una capacidad de moderada a alta. Normalmente, la unién se considera especifica cuando la constante
de afinidad K, es superior a 108 M-'. Si es necesario, la unién no especifica puede reducirse sin afectar sustancialmente
la unién especifica variando las condiciones de unién en una prueba in vitro. En la presente invencién, un “anticuerpo
para la fibronectina-EDA” o “un anticuerpo que se une especificamente a la fibronectina-EDA” es una anticuerpo que
es la unica diana que esta unida con alta afinidad, es decir, otros polipéptidos como la fibronectina-EDB o la
fibronectina plasmatica. no se une a dicho anticuerpo especifico o se une solo con baja afinidad (unién no especifica).

El anticuerpo puede usarse para prevenir la remodelacion cardiaca adversa, la dilatacién cardiaca y/o para mejorar la
funcién cardiaca. Dicha insuficiencia cardiaca puede ocurrir después de un infarto de miocardio.

Dicho anticuerpo se une a una secuencia de aminoacidos como se describe en la SEC ID NO: 2. Las SEQ ID NO: 1
representan una secuencia de aminoacidos de consenso de los aminoacidos 36 a 60 del dominio EDA de fibronectina-
EDA derivada de la alineacion del dominio EDA de fibronectina-EDA de varios animales. La SEC ID NO: 2 corresponde
a los aminoacidos 36 a 60 del dominio EDA de la fibronectina-EDA humana.

El anticuerpo es preferiblemente un anticuerpo neutralizante, mas preferiblemente un anticuerpo monoclonal, tal como
un anticuerpo monoclonal humano o un anticuerpo monoclonal humanizado, por ejemplo un anticuerpo monoclonal
de ratén humanizado.

El anticuerpo puede administrarse a un sujeto que lo necesite para tratar, prevenir y/o prevenir la progresion de
remodelado cardiaco adverso y complicaciones relacionadas (es decir, afecciones relacionadas con, o resultantes de
IM) como se indica anteriormente. El sujeto puede ser un animal, tal como un animal no humano. Los sujetos
adecuados incluyen, sin limitacién, mamiferos, tales como seres humanos.

El anticuerpo se puede administrar en una cantidad eficaz. Como se usa en este documento, el término “cantidad
efectiva” se refiere a una cantidad suficiente para lograr un efecto terapéutico y/o profilactico deseado, por ejemplo,
una cantidad que resulta en el tratamiento, la prevencion o la prevencion de la progresion de una afeccion relacionada
con o resultante de infarto de miocardio (IM) y/o remodelacién cardiaca adversa, como insuficiencia cardiaca o uno o
mas sintomas asociados con insuficiencia cardiaca. En el contexto de las aplicaciones terapéuticas o profilacticas, la
cantidad de anticuerpo administrado al sujeto dependera del tipo y la gravedad de la enfermedad o afeccion y de las
caracteristicas del sujeto, como la salud general, la edad, el sexo, el peso corporal y la tolerancia a los farmacos.
También dependera del grado, la gravedad y el tipo de afeccién. El experto en la materia podra determinar las dosis
apropiadas dependiendo de estos y otros factores. El anticuerpo también se puede administrar en combinacion con
uno o mas compuestos terapéuticos adicionales. En los métodos de la presente invencion, el anticuerpo puede
administrarse a un sujeto que tenga uno o mas signos o sintomas de IM y/o insuficiencia cardiaca, como dolor de
pecho, disnea, edema y cardiomegalia. Por ejemplo, una “cantidad terapéuticamente efectiva” del anticuerpo se refiere
a los niveles en los cuales los efectos fisioldgicos de una afeccion relacionada o resultante de un IM y/o remodelacion
cardiaca adversa, como la insuficiencia cardiaca, como minimo, mejoran. El experto en la materia sera capaz de
determinar cuando se ha tratado, prevenido o cuando se ha prevenido su progresion.
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Una cantidad eficaz del anticuerpo, por ejemplo, anticuerpo monoclonal, puede estar en el intervalo de
aproximadamente 0,1 pg/kg a aproximadamente 10 g/kg, tal como aproximadamente 1 ug/kg a aproximadamente 1
g/kg, aproximadamente 10 ug/kg a aproximadamente 100 mg/kg, o aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente
50 mg/kg.

En una realizacién adecuada, el anticuerpo puede administrarse por via intravenosa, por ejemplo, por medio de una
inyeccion en bolo. El anticuerpo puede administrarse una vez en una dosis Unica, o puede administrarse varias veces
después del IM. Por ejemplo, el anticuerpo puede administrarse por via intravenosa, una vez inmediatamente después
del IM (es decir, dentro de las 48 horas del IM), seguido de una o mas administraciones intravenosas en los dias
posteriores a la primera administracion del anticuerpo de la invencion. El anticuerpo puede administrarse con un
intervalo que oscila entre aproximadamente 2 horas y aproximadamente 14 dias, tal como aproximadamente 4 horas
a aproximadamente 10 dias, aproximadamente 6 horas a aproximadamente 8 dias, aproximadamente 8 horas a
aproximadamente 6 dias, aproximadamente 12 horas a aproximadamente 4 dias, o aproximadamente de 24 horas a
aproximadamente 2 dias para lograr un efecto terapéutico o preventivo 6ptimo.

En este documento y en sus reivindicaciones, el verbo “comprender” y sus conjugaciones se utilizan en su sentido no
limitativo para indicar que se incluyen los elementos que siguen a la palabra, pero no se excluyen los elementos que
no se mencionan especificamente. Ademas, el verbo “consistir” puede ser reemplazado por “consistir esencialmente
en” lo que significa que una composicion de la invencion puede comprender componentes adicionales a los
identificados especificamente, dichos componentes adicionales no alteran las caracteristicas Unicas de la invencion.

Ademas, la referencia a un elemento por el articulo indefinido “un” o “uno” no excluye la posibilidad de que esté
presente mas de uno de los elementos, a menos que el contexto requiera claramente que haya uno y solo uno de los
elementos. elementos. El articulo indefinido “un” o “uno” por lo general significa “al menos uno”.

El término “aproximadamente” puede, en su caso, indicar una desviacién de 10% o menos, o0 5% o menos, 0 1% o
menos, 0 0.5% o menos, o incluso 01.% o menos, y también en una realizacion no hay desviacion (medible). Como
quedara claro para el experto en la materia, en general pueden permitirse pequefias desviaciones de los valores
numeéricos, cuando sea aplicable. Por lo tanto, a excepcion de los valores en la definicién de mas arriba, los valores
numeéricos pueden, en su caso, desviarse de un 10% o menos, o un 5% o menos, o un 1% o menos, o un 0,5% o
menos, o incluso un 0,1% o menos a partir del valor dado. Para enfatizar esto, aqui a veces la palabra
“aproximadamente” se usa antes de los valores numéricos.

Quedara claro que la descripcion anterior y las figuras se incluyen para ilustrar algunas realizaciones de la invencion,
y no para limitar el alcance de la proteccion. En lo sucesivo, la invencion se ilustrara adicionalmente por medio de
ejemplos no limitantes.

Figuras

La Figura 1A-D muestra el volumen diastdlico final (A; EDV), el volumen sistolico final (B; ESV), el engrosamiento de
la pared sistolica (C; SWT) y la curva de supervivencia acumulada de Kaplan-Meier (D) después de IM, en ratones
modificados tratados con solucién salina EDA (EDA”), anticuerpos IgG1 anti-fibronectina-EDA y anticuerpos IgG2a
anti-fibronectina-EDA tratados y animales de operaciéon simulada. Los ratones se inyectaron con solucion salina o
anticuerpos (IgG1 o 1gG2a) contra la fibronectina-EDA 1 dia después de la IM. Los animales operados de forma
simulada no recibieron ningun tratamiento que no fuera una operacién simulada. Los ratones EDA”- se sometieron a
IM pero no recibieron ninguna intervencion terapéutica.

Secuencias

SEQID NO.: 1:

TYSSPE (D/E) G (I/V) (H/R/K) EL (F/L/S) PAP (D/E) G (E/D) (E/D) (E/D) ( D/E) TAEL (Q/H) G

SEC ID NO: 2:

TYSSPEDGIHELFPAPDGEEDTAELQG

EJEMPLOS

Ejemplo 1

Métodos

Ratones
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Los ratones modificados para Fibronectina-EDA se generaron como se describe previamente por Tan et al. (Blood.
2004; 104: 11-18). Los ratones EDA -/- se retrocruzaron en un fondo Balb/C durante 8 generaciones.

Aislamiento de proteinas y ARN

Se aisl6 ARN total y proteina de secciones de corazoén infartadas congeladas instantaneamente (se separaron el infarto
y el area remota) usando 1 ml de Reactivo de aislamiento TripureTM (Roche, Woerden, Paises Bajos) de acuerdo con
el protocolo de los fabricantes. Se us6 una solucion Tris 40 mM (pH 7,5) para el aislamiento de proteinas de muestras
recogidas 7 dias después del infarto para la zimografia.

Citometria de flujo

Los niveles de factor de necrosis tumoral (TNF)-a, RANTES, IL10, MCP-1 y factor estimulante de colonias de
macrofagos de granulocitos (GM-CSF) en muestras de proteina de tejido aislado se midieron mediante citometria de
flujo (Cytomics FC500, Beckman Coulter) usando el kit multiplex personalizado Th1/Th2 (Bender MedSystems, Viena,
Austria). Las muestras de proteina se diluyeron 1: 1 en tampoén de ensayo, y el protocolo se siguié de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La expresion de TLR2, TLR4, CD49d se evaludé en monocitos circulantes de sangre
anticoagulada con EDTA mediante citometria de flujo. La sangre completa se tifié para TLR2 (FITC, eBioscience, San
Diego, California), TLR4 (PE, eBioscience, San Diego, California), CD49d (Alexa Fluor 488, Serotec, Oxford, Reino
Unido) y F4/80 para monocitos (Alexa Fluor 647, Serotec, Oxford, Reino Unido).

Generacién de ratones quiméricos.

Se generaron ratones quiméricos para estudiar la contribucion relativa de la expresion de EDA en células sanguineas
y parenquimatosas a la remodelacion de LV. Se recogieron células de médula 6sea (BM) de donantes de ratones WT
y EDA -/- mediante lavado de humero, fémures y tibias con medio RPMI-1640. Los ratones receptores recibieron 5x106
células BM después de recibir una dosis unica de 10 Gy para irradiar la médula 6sea del huésped. Los ratones se
recuperaron durante 6 semanas para asegurar un injerto estable de las células de la médula 6sea del donante. En lo
sucesivo, el ADN se extrajo de muestras de sangre periférica y se utilizd para el genotipado con reaccion en cadena
de polimerasa cuantitativa (QPCR). La quimerizacion exitosa (> 95% de células donadoras circulantes) se logré en
todos los ratones (datos no mostrados). Ratones WT irradiados con EDA -/- médula 6ésea se denominan WT/EDA KO
BM, y ratones EDA -/- con médula 6sea WT como EDA KO/WT BM. Los ratones WT/WT BM y EDA KO/EDA KO BM
sirvieron como controles apropiados para la comparacion funcional y estadistica.

Infarto de miocardio in vivo

Los ratones se anestesiaron con una mezcla de fentanilo (Jansen-Cilag) 0.05 mg/kg, Dormicum (Roche) 5 mg/kg y
medetomidina 0.5 mg/kg mediante una inyeccion intraperitoneal. La temperatura corporal central se mantuvo alrededor
de 37 °C durante la cirugia mediante un monitoreo continuo con un termémetro rectal y una manta de calentamiento
automatica. Los ratones fueron intubados y ventilados (Harvard Apparatus Inc.) con oxigeno al 100%. La arteria
coronaria izquierda (LCA) se ligo de forma permanente con una sutura de vicryl 8-0. La isquemia se confirmé mediante
la decoloracion del miocardio y la taquiarritmia ventricular. En animales de operacién simulada, la sutura se coloco
debajo del LCA sin ligadura. La pared toracica se cerrd y los animales recibieron por via subcutanea Antisedan (Pfizer)
2.5 mg/kg, Anexate (Roche) 0.5 mg/kg y Temgesic (Schering-Plough) 0.1 mg/kg.

Tamafio del infarto

El tamafo del infarto (IS) como porcentaje del ventriculo izquierdo (LV) se determiné utilizando la inyeccion de tinte
azul de Evans y la tincién con TTC, 2 dias después del infarto (n = 6/grupo). Al evaluar el tamario del infarto en la fase
aguda (a los 2 dias), se puede determinar si existen diferencias entre los ratones WT y EDA -/- en la perfusion
miocardica. Por lo tanto, se inyecté colorante azul de Evans al 4% a través de la aorta toracica de forma retrégrada.
Al hacerlo, se puede demarcar el area en riesgo (AAR), la extension del tejido miocardico que sufrié isquemia (es
decir, miocardio en peligro de extincién). Los corazones se explantaron rapidamente, se enjuagaron en solucién salina
al 0,9% y se pusieron en un congelador a -20 °C durante 1 hora. En lo sucesivo, los corazones se cortaron
mecanicamente en cuatro secciones transversales de 1 mm. Las secciones del corazén se incubaron en cloruro de
trifeniltetrazolio al 1% (Sigma-Aldrich) a 37 °C durante 15 minutos antes de colocarlas en formaldehido durante otros
15 minutos. Manchas de tejido viables rojas y el tejido infartado aparece blanco. Las secciones del corazon se
fotografiaron digitalmente (Canon EOS 400D) bajo un microscopio (Carl Zeiss®). IS, AAR y el area de LV total se
midieron utilizando el software Imaged (version 1.34). El tamafio del infarto se corrigio por el peso del corte de corazén
correspondiente. Después de 28 dias, se determind la IS/LV utilizando secciones transversales tefiidas con
hematoxilina-eosina.

Imagen de resonancia magnética

Cincuenta y dos ratones sin trasplante de médula ésea (n = 15/grupo en isquémicos y n = 6/grupo en ratones de
operacion simulada) y 44 ratones (n = 11/grupo) en los experimentos con ratones quiméricos se sometieron a una
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evaluacion en serie de dimensiones y funcion cardiaca mediante imagenes de resonancia magnética de alta resolucion
(MRI, 9.4 T, Bruker, Rheinstetten, Alemania) bajo anestesia con isoflurano antes, 7 y 28 dias después de la IM. Se
obtuvieron imagenes de eje largo y eje corto con un intervalo de 1.0 mm entre los cortes y se utilizaron para calcular
el volumen diastdlico final (EDV, el mayor volumen) y el volumen sistdlico final (ESV, el volumen mas pequefo). La
fraccion de eyeccion (EF) se calculé como 100 * (EDV-ESV)/EDV. El grosor de la pared (WT) y el engrosamiento de
la pared sistdlica (SWT) se evaluaron tanto en el tabique (miocardio remoto) como en la pared libre (area de infarto).
Todos los datos de MRI se analizan utilizando el software de imagenes digitales Qmass (Medis, Leiden, Paises Bajos).

Mediciones de presion LV

En un subconjunto de ratones, la evaluacion invasiva del rendimiento cardiaco y el desarrollo de la presién del LV se
realiz6 28 dias después del infarto. Un catéter de presion 1.4F Millar (modelo SPR-839) se insert6 de forma retrograda
a través de la arteria carétida comun derecha. La funcién sistdlica se evalué mediante dP/dtmax, mientras que la
funcién diastdlica se realizé mediante la presion diastolica final del ventriculo izquierdo y tau (constante de tiempo de
relajacion del ventriculo izquierdo). Tau se determind a partir de la regresion de dP/dt frente a la presion del ventriculo
izquierdo.

Inmunohistoquimica

Tras la terminacion, los corazones se escindieron y se fijaron en formaldehido al 4% y se incluyeron en parafina. Las
secciones de parafina se tifieron para Ly-6G (para neutrdfilos; Ly-6G anti-raton de rata 1: 100, Abcam, Cambridge,
Reino Unido), MAC-3 (para macréfagos; MAC-3 anti-raton de rata 1:30, BD Pharmingen, Breda, Paises Bajos), a-SMA
(para miofibroblastos; a-SMA anti-humano de conejo 1:50, Acris antibodies, Herford,, Alemania), periostina (factor de
maduracion; periostina anti humana de conejo 1:50, Sigma, Zwijndrecht, Paises Bajos) y fibronectina-EDA
(antihumano de ratén 1: 150, Abcam, Cambridge, Reino Unido). La cuantificacién de la densidad del colageno se
realizé con la tincién con rojo de Picrosirius al 4% fijada con formalina y secciones de corazén incluidas en parafina.
Las secciones se tifieron mediante incubacion durante la noche con el primer anticuerpo a 4 °C para MAC-3 y
periostina o mediante incubacion de 1 hora a temperatura ambiente para Ly-6G e incubacion de 12 horas a
temperatura ambiente para a-SMA. Antes de la tincidn, las secciones se desparafinaron y la peroxidasa endégena se
bloqued mediante 30 minutos de incubacion en metanol que contenia H202 al 1.5%. La recuperacion del antigeno se
realizé mediante 20 minutos de ebullicion en tampdn de citrato (MAC-3, Ly-6G y periostina), 10 minutos de ebullicion
en tampon de citrato para fibronectina-EDA o 15 minutos a 37 °C en tampodn de pepsina (-SMA). Para MAC-3, tincidon
de a-SMA y periostina, las secciones se incubaron previamente con suero normal de cabra y se incubaron con el
anticuerpo primario (MAC-3, 1:30 durante la noche a 4 °C; a-SMA, 1:50 para 30 minutos a temperatura ambiente;
periostina, 1:50 durante la noche a 4 °C). Las secciones se incubaron luego durante 1 hora a temperatura ambiente
con un anticuerpo secundario marcado con biotina, seguido de 1 hora de incubacién con estreptavidina-peroxidasa de
rabano picante a temperatura ambiente y se desarrollaron con AEC. Para Ly-6G, las secciones se incubaron con el
anticuerpo primario (1:100 durante 1 hora a temperatura ambiente). Las secciones se incubaron luego durante 30
minutos con un anticuerpo secundario seguido de 30 minutos de incubacion con IgG anti-conejo de poly-HRP de
Powervision (ImmunoVision Technologies, Daily City, EE. UU.). La tincién se visualiz6 inmediatamente con el kit de
sustrato Vector NovaREDTM siguiendo las instrucciones del fabricante (Vector Laboratories Inc., Burlingame, EE.
UU.). Para Fibronectin-EDA, las secciones se incubaron previamente con albumina de suero bovino y se incubaron
con el anticuerpo primario (1:150 durante la noche a 4 °C). Al dia siguiente, las secciones se incubaron con un
anticuerpo secundario (conejo anti-raton, Dako, Glostrup, Dinamarca) seguido de incubacién durante 1 h con el
complejo AB (Vector Laboratories Inc., Burlingame, EE. UU.). La tincién se visualizé inmediatamente con DAB (Dako,
Glostrup, Dinamarca). Todas las secciones se contrastaron con la tincion de hematoxilina de Mayer.

El analisis de densidad de colageno se realizé con luz polarizada circularmente después de la conversion en valores
de gris y microscopia de imagen digital. Se generaron histogramas de toda la imagen, en la que se representd el
numero de pixeles con un cierto valor de gris. Los valores de gris inferiores a 30 se consideraron como sefal de fondo
de la imagen. La afluencia de miofibroblastos y la expresion de periostina se calcularon como la a-SMA positiva y la
fraccion del area de periostina. Los recipientes fueron excluidos del analisis.

Reaccion en cadena de la polimerasa

El ARN se aislé utilizando reactivo de Tripura segun el protocolo del fabricante (Roche). Después del tratamiento con
DNasa, se utilizaron 500 g de ARN total para la sintesis de ADNc utilizando el kit de sintesis de ADNc iScriptTM (Bio-
Rad). La amplificacion se realizo utilizando 10 pyl de iQTM SYBR Green supermix y 10 pl de ADNc. Las cantidades se
determinan por comparacion con cantidades conocidas de productos de PCR clonados. Todos los niveles de expresion
de ARNm se corrigieron por la cantidad de p0. Los cebadores se disefiaron utilizando Beacon Designer 4.0 (Premier
Biosoft): colageno-1 ((directo: 5'- tcaaggtctactgcaacatgg-3’; inverso: 5-aatccatcggtcatgctctct-3'), colageno-3 (directo:
5’-cgtaagcactggtggacagattc-3’; inverso: 5-gcacatcaacgacatcttcagg -3'), EDA (directo: 5-acgtggttagtgtttatgctc-3’;
inverso: 5’-tggaatcgacatccacatcag-3’) y pO (directo: 5’-ggacccgagaagacctcctt-3'; inverso 5’-gcacatcactcagaatttcaatgg-
3"), lisil-oxidasa (directo: 5-cgcaaagagtgaagaaccaag-3; inverso: 5'-ggcatcaagcaggtcatag-3’), MCP-1 (directo: 5'-
gatcggaaccaaatgagatcag-3’; inverso: 5’-gtggaaaaggtagtggatgc-3’), TIMP-2 (directo: 5’-cacccgcaacaggcgtttt-3;
inverso: 5'-tttcctccaacgtccagcga-3’).
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Zimografia

Se separaron muestras de proteina aislada de Tris (5 pg) en un gel de dodecil sulfato de sodio-poliacrilamida que
contenia 1 mg/ml de gelatina (Sigma) en el gel corriente al 8%. Después de correr, el gel se lavé 2x15 min en Triton
X-100 al 2.5% y se incubd durante la noche a 37 °C en solucién de Brij (Tris-HCI 0.05 M, pH 7.4, CaCl2 0.01 M, Brij
35 al 0.05% (Sigma)). A continuacion, el gel se tifié con azul de Coomassie (metanol al 25%, acido acético al 15%,
azul de Coomassie al 0.1%) durante 1 hora a temperatura ambiente (RT), y luego se decoloré en metanol al 25%/acido
acético al 15% durante aproximadamente 30 min. Las MMP-2 y -9 activas se identificaron por tamafio y en migracion
conjunta con su proteina recombinante.

Actividad elastasa

La actividad de la elastasa se midié en 100 ug de extractos de proteina Tris usando el kit de ensayo de elastasa
EnzCheck (E12056, Invitrogen, Breda, Paises Bajos) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se afiadieron
partes alicuotas del sustrato de elastina DQ (con una concentracion final de 25 pg/ml) a las muestras y se incubaron
durante 1-3 horas a 37 °C. La fluorescencia de fondo de una reaccion de control sin enzima se habia sustraido de
cada valor.

Cultivo de miofibroblastos

Los corazones de ratones WT y EDA -/- se enjuagaron con solucién salina y se explantaron 5 dias después del infarto.
Se retiraron el ventriculo derecho, las auriculas y las valvulas. Los corazones se cortaron en piezas submilimétricas y
se trataron durante 1 hora con colagenasa (2 mg/ml, Roche) a 37°C. Se obtuvieron suspensiones de células
individuales a través de filtros de células. Los miofibroblastos se seleccionaron en funciéon de su capacidad para
proliferar in vitro. Los miofibroblastos se expandieron utilizando medio de cultivo DMEM (Gibco), suplementado con
10% de FCS (HyClone, Logan, Utah, VS) y 1% de penicilina/estreptomicina (Sigma). Para el perfil de expresion de
MMP, los miofibroblastos se cultivaron durante la noche en FCS al 0.1% para minimizar la actividad de MMP2 y -9 de
fondo en zimografia. La inmunocitoquimica se realizé en células en el pase 3, se sembré en cubreobjetos y se cultivd
durante 3 dias, fijada en 4%. Para la tincidn, los cubreobjetos se lavaron, se permeabilizaron con Triton-X100 al 0.1%
y se bloquearon en BSA al 2% (Roche), solucién de saponina al 0.1% en PBS y se incubaron durante 1 hora con
anticuerpos primarios en PBS. Anticuerpos utilizados: aSMA (1: 400, Sigma, A2547, concentracion madre (sc): 4.5
mg/ml), vimentina (1: 400, ab20346, VI-10, Abcam, sc: 1.0 mg/ml), desmina (1: 50, MA1-46394, ThermoScientific) y
procolageno tipo Il (1:50, BP8034, Acris, sc: 1.0 mg/ml). Las tinciones de control se realizaron omitiendo el anticuerpo
primario. Los anticuerpos secundarios utilizados fueron: anti-conejo de cabra marcado con AlexaFluor-555 (1: 400,
invitrogen, A21429, sc: 2 mg/ml) y anti-ratén de cabra marcado con AlexaFlour-488 (1: 400, invitrogen, A11001), 2
mg/ml). Los nucleos celulares se tifieron en 1 ng/ml de colorante Hoechst durante 5 minutos. Los cubreobjetos se
montaron con una solucién de mowiol al 10% (p/v) (glicerol al 25%, Tris-HCI al 50%, pH 8,5). Los cardiomiocitos
adultos humanos se agregaron mas tarde como control positivo para confirmar la eliminacion de manchas negativas.
Las células se observaron mediante microscopia de fluorescencia (Olympus, BX60).

Resultados

La falta de EDA promueve la supervivencia y previene el deterioro de la funcién cardiaca, asi como la remodelacion
inadaptada después del infarto de miocardio

La sintesis de EDA se estimula después del infarto tanto en el infarto como en el miocardio remoto, alcanzando un
pico a los 7 y 3 dias, respectivamente. La evaluacion de RMN de valor inicial de la funcion cardiaca y las dimensiones
no revel6 diferencias entre los ratones EDA-/- y WT. Los analisis microscopicos no mostraron alteraciones en la
celularidad y composicion de la matriz en ratones EDA-/-. La extension del miocardio en peligro (AAR/LV) determinada
2 dias después del IM fue similar entre los grupos. El tamafio del infarto (IS) como porcentaje de LV también fue similar
entre los grupos (IS/LV 38.2+1.2%, p = 0.985. El analisis de supervivencia de Kaplan-Meier mostré6 un beneficio
significativo de supervivencia en ratones EDA-/- sobre ratones WT. La mayoria de las muertes se produjeron después
del dia 6 y no fueron provocados por rupturas cardiacas (solo se observaron 2 rupturas en la WT y 1 ruptura en los
ratones EDA-/- durante los 28 dias de seguimiento). En linea con el aumento de la mortalidad, los ratones WT tenian
mayores dimensiones de LV y un rendimiento sistdlico reducido en comparacion alos ratones EDA-/-. Estas diferencias
significativas ya estaban presentes 7 dias después del infarto y continuaron deteriorandose hasta 28 dias después del
IM. Los ratones EDA-/- estaban relativamente protegidos contra la remodelacién y mostraron una mejor funcion
sistélica después del IM. El efecto protector visto en EDA-/- no fue atribuible a cambios en la extension del tejido viable,
porque el tamafio del infarto no difirid entre los ratones WT y EDA-/- 28 dias después del IM (33.7£2.3% frente a
34.3+3.5%, respectivamente; p = 0.818). Sin embargo, el grosor de la pared del area del infarto no disminuy6 en
ratones EDA-/- tanto como en ratones WT. En el dia 28 después del infarto, toda el area del infarto se reemplazé por
una densa red de colageno en ambos grupos. En el dia 7, sin embargo, hubo una granulacion reducida del infarto
como se muestra por la degradacion retardada de la matriz acelular en ratones EDA-/-.

La falta de EDA reduce las actividades endégenas de MMP-2, -9 y elastasa
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Las actividades de MMP2 y -9 mejoradas son perjudiciales para el rendimiento cardiaco y la geometria durante el
proceso de curacion posterior al infarto. Realizamos zimografia para estudiar si la proteccion contra la remodelacion
adversa observada en ratones EDA-/- también es atribuible a cambios en la actividad de la proteinasa. En linea con
la reduccion de la degradacion de la matriz en los animales modificados observados en la histologia en el dia 7, tanto
las formas activas de MMP-2 como las de -9 en las areas de infarto se redujeron en los ratones EDA-/-, 7 dias después
del infarto. El analisis del area remota después de 7 dias de infarto no fue posible debido a una intensidad de sefal
muy baja. Finalmente, estudiamos si la actividad de la elastasa también se vio afectada por la ausencia de EDA. En
linea con la actividad reducida de MMP2 y -9, la actividad de la elastasa también se redujo en los ratones EDA-/- 7
dias después del infarto.

Los ratones EDA-/- exhiben menos fibrosis después del infarto

El depdsito de colageno se produce en el area del infarto tras la degradacion de la matriz y en el miocardio remoto
luego de los cambios en la tension de la pared. Los miofibroblastos son la principal fuente de sintesis de colageno de
novo. En nuestro estudio, el depdsito de colageno tanto en el area de infarto como en el area remota fue similar entre
los grupos en el dia 7 después del IM. Después de 28 dias, el contenido de colageno fue nuevamente similar en el
area del infarto, lo que sugiere que la formacion de cicatrices no se ve afectada negativamente en los ratones EDA-/-
. Sin embargo, el miocardio remoto ahora contenia menos fibras de colageno en ratones EDA-/- en comparacion con
los animales WT. Estos resultados fueron apoyados a nivel de ARNm. Tanto el procolageno-1 como el -3 se reducen
en el miocardio remoto de los ratones EDA-/-. Dentro del infarto, la sintesis de colageno en ratones EDA-/- fue de
nuevo comparable a los animales WT. No hubo diferencias en la produccion de lisil-oxidasa y TIMP-2 entre los grupos,
lo que sugiere que no hay diferencias en el entrecruzamiento del colageno y la inhibicion de la proteasa,
respectivamente. La fibrosis reducida en el miocardio remoto a los 28 dias después del IM esta precedida por una
disminucion significativa de la transdiferenciacion de miofibroblastos en ratones EDA-/-, tanto en areas remotas como
en areas de infarto 7 dias después del infarto. La periostina se describe como un factor de maduracién de los
fibroblastos cardiacos. En nuestro estudio, el area con periostina positiva también se redujo en ratones EDA-/- en
comparacion con los animales WT. Para estudiar si los miofibroblastos WT y EDA-/- difirieron en su actividad de
sintesis de matriz y en el perfil de expresion de MMP, cultivamos miofibroblastos después del infarto y tefiimos para
marcadores de miofibroblastos y pro-colageno-lll. In vitro, no hubo diferencias entre los dos genotipos. Adicionalmente,
la zimografia se realizé utilizando los sobrenadantes de las células y tampoco mostré diferencias en la actividad de
MMP2 y -9.

La falta de EDA resulta en inotropia y lusitropia mejoradas.

Los procesos fibréticos alterados en ratones EDA-/- indican que la funciéon diastolica también podria verse afectada.
La contractilidad, segun lo indicado por dP/dTmax, fue mucho mayor en ratones EDA-/- después de 28 dias de infarto.
Esto confirmé nuestros hallazgos previos de MRI, que los ratones EDA-/- exhiben un rendimiento sistélico mejorado.
El aumento de LVEDP y tau es perjudicial para la funcién cardiaca y es provocado por el aumento de EDV y/o fibrosis;
una de las sefas de identidad de la insuficiencia cardiaca. En comparacién con los animales WT, el rendimiento
diastolico también mejoré significativamente en ratones EDA-/- después de 28 dias de infarto. Ambos parametros
fueron significativamente mas bajos en los ratones EDA-/- en comparacion con los animales WT, proporcionando
evidencia de que la supervivencia mejorada en los ratones EDA-/- es una consecuencia de las mejoras funcionales
tanto sistélica como diastdlica.

EDA regula la inflamacion después del IM

Considerado como un ligando para TLR2 y 4, la falta de EDA deberia dar como resultado un estado inflamatorio
disminuido. Los neutrdéfilos son el primer subconjunto de leucocitos que migran en la lesién de tejidos y se sabe que
estan asociados con la extension del dafio. El recuento de neutréfilos en el area del infarto no fue diferente entre los
grupos. En lo sucesivo, los macréfagos limpian los restos celulares (por ejemplo, neutrdfilos necréticos y
cardiomiocitos) y, lo que es mas importante, inician el proceso de remodelacion después del infarto. En nuestro estudio,
el niumero de macréfagos se redujo en gran medida en ratones EDA-/- 7 dias después del infarto. No hubo células
detectables después de 28 dias de infarto en ambos grupos. En concordancia con la afluencia reducida de macroéfagos,
los niveles de TNFa, RANTES, GM-CSF (responsables del reclutamiento, diferenciacion y maduracion de los
macrofagos) e IL-10 fueron muy reducidos en los ratones EDA-/-, 7 dias después del infarto. En contraste, los niveles
de MCP-1 aumentaron en ratones EDA-/- en comparacion con los animales WT a nivel de proteina y ARNm.

EDA parenquimatosa media la supervivencia después del infarto y la remodelacién inadaptada

Generamos ratones quiméricos para diferenciar entre la contribucién de la sangre y los compartimentos
parenquimatosos a los efectos observados después del IM. Curiosamente, WT/EDA KO BM tuvo tasas de
supervivencia y rendimiento cardiaco similares en comparacion con los animales WT/WT BM. En contraste, los EDA
KO/WT BM fueron similares a los animales EDA KO/EDA KO BM y mostraron mayores tasas de supervivencia y
mostraron menos remodelaciones adversas después del IM, en comparacién con WT/EDA KO BM. Estos datos indican
que la expresion de EDA parenquimatosa después del infarto conduce a una remodelacion inadaptada. Desde la
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perspectiva de un modelo de peligro, podemos postular que la expresion de EDA como una sefial de peligro puede
tener efectos profundos sobre células circulantes que son responsables de las respuestas de reparacion después del
infarto.

EDA media tanto la integrina-a4 como la sefalizacion del receptor tipo Toll en los monocitos circulantes

La EDA es un ligando conocido para la integrina-a431 (VLA-4) y TLR2 y 4. Dado que la EDA parenquimatica media
en la remodelacion adversa, hipotetizamos que la EDA del corazén puede servir como un activador endégeno de las
células circulantes después del infarto. Los ratones EDA-/- mostraron una reduccion significativa en los monocitos
periféricos 3 dias después del infarto, mientras que después de 7 dias los numeros fueron similares entre los grupos.
La expresion de TLR2 sobre monocitos se alterd significativamente en ausencia de EDA, mientras que TLR4 no
mostré ninguna diferencia en los niveles de expresion después de la IM entre los grupos. La expresion de integrina a4
(CD49d) también se redujo significativamente sobre los monocitos de ratones EDA-/- después del infarto.
Adicionalmente, hubo un subgrupo de monocitos que mostré un nivel de expresion significativamente mayor de
CD49d. Los ratones EDA-/- mostraron nuevamente una expresion de CD49d reducida en este subgrupo, 7 dias
después del infarto.

Ejemplo 2
Métodos
Animales y disefio experimental

Los ratones macho de tipo silvestre Balb/C (10-12 semanas, 25-30 g) recibieron una dieta estandar y agua ad libitum.
El infarto de miocardio se indujo por ligadura de la arteria coronaria izquierda, justo debajo del apéndice auricular
izquierdo. Todos los experimentos con animales se realizaron de acuerdo con las directrices nacionales sobre cuidado
de animales y con la aprobacion previa del Comité de Experimentacion con Animales de la Universidad de Utrecht.

Se probaron los anticuerpos monoclonales de raton de las subclases IgG1 e IgG2a (Peters JH et al. Blood. 1990. Vol.
75: 1801-1808), reconociendo el siguiente péptido (antigeno): TYSSPEDGIHELFPAPDGEEDTAELQG, que
corresponde a los aminoacidos 36 a 60 del dominio EDA de la fibronectina-EDA humana.

Los ratones Balb/C se sometieron a una operacion de ligadura o simulacidon de la arteria coronaria izquierda y a la
funcién cardiaca y evaluacion de la geometria en el valor de referencia, 7 y 28 dias después de la IM utilizando
imagenes de resonancia magnética cardiaca de raton 9.4T de alta resolucion. Los ratones recibieron por via
intravenosa 250 microlitros (pl) de solucién salina (control) o solucién de anticuerpo a través de la vena de la cola. Los
animales se aleatorizaron para recibir solucion salina, IgG1 (20 mg/kg) o IgG2a (20 mg/kg) de anticuerpo monoclonal
1 dia después del infarto. Las inyecciones de bolos se repitieron el dia 3 y el dia 5 después del infarto. Las 32 y 22
inyecciones de anticuerpos segundo y tercero se administraron en una dosis de 10 mg/kg.

Infarto de miocardio in vivo

Los ratones se anestesiaron con una mezcla de fentanilo (Jansen-Cilag) 0.05 mg/kg, Dormicum (Roche) 5 mg/kg y
medetomidina 0.5 mg/kg mediante una inyeccion intraperitoneal. La temperatura corporal central se mantuvo alrededor
de 37°C durante la cirugia mediante una monitorizacion continua con un termémetro rectal y una manta de
calentamiento automatica. Los ratones se intubaron y ventilaron (Harvard Apparatus Inc.) con oxigeno al 100%. La
arteria coronaria izquierda (LCA) se ligé de forma permanente con una sutura de vicrilo 8-0. La isquemia se confirmé
mediante la decoloracién del miocardio y la taquiarritmia ventricular. En animales de operacion simulada, la sutura se
coloco debajo de la LCA sin ligadura. La pared toracica se cerrd y los animales recibieron por via subcutanea Antisedan
(Pfizer) 2.5 mg/kg, Anexate (Roche) 0.5 mg/kg y Temgesic (Schering-Plough) 0.1 mg/kg.

Formacion de imagenes de resonancia magnética

La evaluacion de la funciéon y la geometria del corazén se realizaron por un técnico cegado al grupo de tratamiento.
Los ratones se sometieron a una evaluacion en serie de las dimensiones y la funcién cardiacas mediante formacion
de imagenes de resonancia magnética de alta resolucién (MRI, 9.4 T, Bruker, Rheinstetten, Alemania) bajo anestesia
con isoflurano antes, 7 y 28 dias después del IM. Se obtuvieron imagenes de eje largo y eje corto con un intervalo de
1.0 mm entre los cortes y se utilizaron para calcular el volumen diastdlico final (EDV, el mayor volumen) y el volumen
sistolico final (ESV, el volumen mas pequefio). El engrosamiento de la pared sistdlica (SWT) se evalu6 tanto en el
tabique (miocardio remoto) como en la pared libre (area de infarto). Todos los datos de IRM se analizaron utilizando
el software de formacion de imagenes digitales Qmass (Medis, Leiden, Paises Bajos).

Resultados

No hubo diferencias entre los diferentes grupos de ratones en el valor de referencia (t = 0). Los ratones tratados con
IgG1 o IgG2a desarrollaron una dilatacién ventricular reducida en comparacion con los animales tratados con solucion
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salina. En comparacion con el tratamiento con solucion salina, el volumen diastdlico final y sistolico final (EDV, ESV)
fue menor en los animales tratados con IgG1 e IgG2a, lo que indica una disminucién de la dilatacion ventricular tras el
tratamiento con anticuerpos anti-fibronectina-EDA (Figura 1A y B). Adicionalmente, los animales tratados con
antifibronectina-EDA mostraron una reduccion del abultamiento ventricular, como lo muestra el indice SWT mas alto
(Figura 1C). Mas importante aun, la funcion cardiaca y la geometria preservadas se tradujeron en una supervivencia
mejorada en ratones tratados con anti-fibronectina-EDA. En comparaciéon con los animales tratados con solucion
salina, los animales tratados con IgG1 e IgG2a mostraron una reduccion del 50% en la mortalidad durante 28 dias de
seguimiento después de IM (Figura 1D). Curiosamente, el efecto terapéutico de ambos anticuerpos anti-fibronectina-
EDA es comparable al fenotipo de los ratones EDA -/- después de IM (Figura 1A-D).

En conclusion, los anticuerpos IgG1 e IgG2a contra el segmento fibronectina-EDA humana conservan la funcion y la
geometria del ventriculo izquierdo y mejoran la supervivencia después del IM. El efecto terapéutico observado en
ratones tratados con IgG1 e IgG2a es comparable al efecto protector de la deficiencia de fibronectina-EDA en ratones,
lo que sugiere una alta especificidad y seguridad de los anticuerpos IgG1 e IgG2a contra la fibronectina-EDA humana.
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<221> caracteristicas_misc
<222> (9)..(9)
<223> Xaa puede ser lle o Val

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (10)..(10)

<223> Xaa puede ser His o Arg o Lys

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (13)..(13)

<223> Xaa puede ser Phe o Leu o Ser

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (17)..(17)

<223> Xaa puede ser Asp o Glu

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (19)..(22)

<223> Xaa puede ser Asp o Glu

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (27)..(27)

<223> Xaa puede ser Asn o His

<400> 1
Thr Tyr Ser Ser Pro Glu Xaa Gly Xaa Xaa Glu Leu Xaa Pro Ala Pro

1 5 10 15

Xaa Gly Xaa Xaa Xaa Xaa Thr Ala Glu Leu Xaa Gly
20 25

<210>2

<211> 27

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
Thr Tyr Ser Ser Pro Glu Asp Gly Ile His Glu Leu Phe Pro Ala Pro
1 5 10 15

Asp Gly Glu Glu Asp Thr Ala Glu Leu Gln Gly
20 25

<210> 3

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de colageno-1 directo

<400> 3
tcaaggtcta ctgcaacatg g 21

<210>4
<211> 21
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de colageno-1 inverso

<400> 4
aatccatcgg tcatgctctc t 21

<210>5

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de colageno-3 directo

<400> 5
cgtaagcact ggtggacaga ttc 23

<210> 6

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de colageno-3 inverso

<400> 6
gcacatcaac gacatcttca gg 22

<210>7

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de fibronectina-EDA directo

<400> 7
acgtggttag tgtttatgct ¢ 21

<210> 8

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de fibronectina-EDA inverso

<400> 8
tggaatcgac atccacatca g 21

<210>9

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador p0 directo

<400> 9
ggacccgaga agacctcctt 20

<210> 10
<211> 24
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador p0 inverso

<400> 10
gcacatcact cagaatttca atgg 24

<210> 11

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador lisil-oxidasa directo

<400> 11
cgcaaagagt gaagaaccaa g 21

<210> 12

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador lisil-oxidasa inverso

<400> 12
ggcatcaagc aggtcatag 19

<210> 13

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador MCP-1 directo

<400> 13
gatcggaacc aaatgagatc ag 22

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador MCP-1 inverso

<400> 14
gtggaaaagg tagtggatgc 20

<210> 15

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador TIMP-2 directo

<400> 15
cacccgcaac aggcegtttt 19

<210> 16
<211> 20
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<400> 16
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo que se une especificamente al dominio EDA de fibronectina-EDA para uso en el tratamiento, la
prevencion o prevencion de la progresion de una afeccion relacionada con o que resulta de un infarto de miocardio
y/o una remodelacion adversa, en la que dicha afeccion se selecciona del grupo que consiste de dilatacién cardiaca,
remodelacion ventricular adversa, insuficiencia cardiaca, fibrosis miocardica remota, aneurisma o rotura del ventriculo,
regurgitacion mitral y arritmias y en el que dicho anticuerpo se une especificamente a la secuencia de aminoacidos
TYSSPEDGIHELFPAPDGEEDTAELQG (SEQ ID NO: 2).

2. Un anticuerpo para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, para mejorar la funcién cardiaca.

3. Un anticuerpo para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que es un anticuerpo
monoclonal.

4. Un anticuerpo para uso de acuerdo con la reivindicacion 3, que es un anticuerpo humano.
5. Un anticuerpo para uso de acuerdo con la reivindicacion 3, que es un anticuerpo humanizado.

6. Un anticuerpo para uso de acuerdo con la reivindicacién 5, que es un anticuerpo de ratén humanizado.
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