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DESCRIPCION

Uso de sulfato de dextrano que tiene un peso molecular promedio inferior a 10000 da para inducir angiogénesis en
un sujeto

CAMPO TECNICO

Las presentes realizaciones se refieren, en general, a angiogénesis y, en particular, al uso de sulfato de dextrano
para inducir angiogénesis en un tejido u érgano isquémico en un sujeto.

ANTECEDENTES

La angiogénesis es el proceso fisiologico a través del cual se forman vasos sanguineos nuevos a partir de vasos
preexistentes. Esto es distinto de la vasculogénesis, que es la formacion de novo de células endoteliales a partir de
precursores de células mesodérmicas. Los primeros vasos del embrion en desarrollo se forman por vasculogénesis,
después de lo cual la angiogénesis es responsable de la mayor parte, si no de todo, el crecimiento de los vasos
sanguineos durante el desarrollo y en la enfermedad.

La angiogénesis es un proceso normal y vital en el crecimiento y desarrollo, asi como en la cicatrizacién de heridas
y en la formacién de tejido de granulacion.

La angiogénesis se clasifica tradicionalmente como angiogénesis por brote o intususcepcién, o angiogénesis por
particion. La angiogénesis por brote forma vasos sanguineos completamente nuevos, mientras que la angiogénesis
por particion divide un vaso sanguineo existente en dos.

La angiogénesis puede ser un objetivo para combatir enfermedades caracterizadas por una mala vascularizacién o
una vasculatura anormal. La ausencia de vasos sanguineos en un tejido reparador o metabdlicamente activo puede
inhibir la reparacién u otras funciones esenciales. Varias enfermedades, tales como las heridas cronicas
isquémicas, son el resultado de una falla o de una formacion insuficiente de vasos sanguineos y pueden ser
tratadas por una expansion local de los vasos sanguineos, trayendo asi nuevos nutrientes al sitio, lo que la
reparacion.

La aplicacién clinica moderna del principio de la angiogénesis puede dividirse en dos areas principales: terapias
antiangiogénicas y terapias proangiogénicas. Mientras que las terapias antiangiogénicas se emplean para tratar o
prevenir cancer y neoplasias malignas, que requieren una abundancia de oxigeno y nutrientes para proliferar, las
terapias proangiogénicas se estan explorando como opciones para tratar, por ejemplo, enfermedades
cardiovasculares, enfermedad de las arterias coronarias, enfermedades arteriales ateroscleréticas, enfermedad
coronaria, enfermedad de las arterias periféricas, trastornos de cicatrizacion de heridas, etc.

Los enfoques tradicionales en el tratamiento proangiogénico incluyen, entre otros, terapia génica, dirigida a los
genes de interés para la amplificacién o inhibicion; terapia de proteinas, que manipula principalmente los factores de
crecimiento angiogénico; y terapias basadas en células, que implican la implantacion de tipos especificos de
células.

Todavia existen serios problemas sin resolver relacionados con la terapia génica. Las dificultades incluyen la
integracion efectiva de los genes terapéuticos en el genoma de las células diana, la reduccion del riesgo de una
respuesta inmunitaria no deseada, la toxicidad potencial, la inmunogenicidad, las respuestas inflamatorias y la
oncogénesis relacionadas con los vectores virales utilizados en la implantacion de genes y la pura complejidad de la
base genética de angiogénesis.

La terapia de proteinas proangiogénica utiliza diversos factores de crecimiento, tales como el factor de crecimiento
de fibroblastos (FGF) y factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), para promover la angiogénesis. Un
obstaculo de la terapia de proteinas es el modo de administracion. Las vias de administracion de proteinas orales,
intravenosas, intraarteriales o intramusculares no siempre son tan eficaces, ya que la proteina terapéutica puede
ser metabolizada o eliminada antes de que pueda entrar en el tejido diana. Las terapias proangiogénicas basadas
en células todavia se encuentran en las primeras etapas de investigacion, con muchas preguntas abiertas con
respecto a los mejores tipos de células y dosis a utilizar.

La isquemia es una restriccion en el suministro de sangre a los tejidos, que provoca una escasez de oxigeno y
glucosa necesarios para el metabolismo celular. La isquemia generalmente es causada por problemas con los
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vasos sanguineos, con el consiguiente dafio o disfuncion del tejido. También significa anemia e hipoxia local en una
parte determinada del cuerpo, a veces como resultado de la congestién, tal como vasoconstriccion, trombosis o
embolia.

La restauracion del flujo sanguineo coronario después de un periodo de isquemia prolongada a menudo implica la
llamada lesion por reperfusién que causa dafio endotelial y un endotelio afectado que asume un fenotipo
procoagulante y proinflamatorio. La reperfusion acelera enormemente la activacion y deposicién del complemento
inducida por la isquemia.

El sulfato de dextrano es un inhibidor del complemento conocido y, por lo tanto, ha sido propuesto para lograr
citoproteccion de endotelio contra la lesion por reperfusion después de la isquemia.

Experimental Cell Research 215, 294-302 (1994) describe que se pueden utilizar polisacaridos sulfatados, tales
como heparina y sulfato de dextrano, in vitro para formaciéon de tubos vasculares inducida por colageno. Sin
embargo, los datos experimentales in vivo indicaron que la heparina polisacarido sulfatada de bajo peso molecular
(2,4 kDa) inhibio la angiogénesis,Glycobiology 3, 567-573 (1993),Pathophysiology of Haemostasis and Thrombosis
23, 141-149 (1993).

La patente estadounidense n.° 5.135.920describe que el sulfato de dextrano con un peso molecular promedio de
500 000 Da es angiostatico, es decir, inhibe la angiogénesis.

Todavia hay lugar para mejoras dentro del campo de la angiogénesis en la técnica.

RESUMEN

Un objetivo general es inducir la angiogénesis en un tejido u 6rgano isquémico en un sujeto.
Otro objetivo es aumentar el flujo sanguineo en un sujeto que sufre isquemia.

Estos y otros objetivos se logran a través de las realizaciones segun se describen en la presente.

Un aspecto de las realizaciones se refiere a sulfato de dextrano, o un derivado farmacéuticamente aceptable de
este, que tiene un peso molecular promedio inferior a 10 000 Da para inducir la angiogénesis en un sujeto. Otro
aspecto de las realizaciones se refiere a un procedimiento para inducir la angiogénesis en un sujeto. El
procedimiento comprende administrar al sujeto sulfato de dextrano, o un derivado farmacéuticamente aceptable de
este, que tiene un peso molecular promedio inferior a 10 000 Da.

Un aspecto adicional de las realizaciones se refiere al uso de sulfato de dextrano, o un derivado farmacéuticamente
aceptable de este, que tiene un peso molecular promedio inferior a 10 000 Da para la fabricacion de un
medicamento para inducir la angiogénesis en un sujeto.

Aun otro aspecto de las realizaciones se refiere a sulfato de dextrano, o un derivado farmacéuticamente aceptable
de este, que tiene un peso molecular promedio inferior a 10 000 Da para aumentar el flujo sanguineo en un sujeto
que sufre isquemia.

Un aspecto adicional de las realizaciones se refiere a un procedimiento para aumentar el flujo sanguineo en un
sujeto que sufre isquemia. El procedimiento comprende administrar a dicho sujeto sulfato de dextrano, o un
derivado farmacéuticamente aceptable de este, que tiene un peso molecular promedio inferior a 10 000 Da.

Aun otro aspecto de las realizaciones se refiere al uso de sulfato de dextrano, o un derivado farmacéuticamente
aceptable de este, que tiene un peso molecular promedio inferior a 10 000 Da para la fabricacion de un
medicamento para aumentar el flujo sanguineo en un sujeto que sufre isquemia.

Aun otro aspecto de las realizaciones se refiere a sulfato de dextrano, o un derivado farmacéuticamente aceptable
de este, que tiene un peso molecular promedio inferior a 10 000 Da para vascularizar el tejido isquémico en un
sujeto.

Un aspecto adicional de las realizaciones se refiere a un procedimiento para vascularizar el tejido isquémico en un

sujeto. El procedimiento comprende administrar a dicho sujeto sulfato de dextrano, o un derivado
farmacéuticamente aceptable de este, que tiene un peso molecular promedio inferior a 10 000 Da.
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Aun otro aspecto de las realizaciones se refiere al uso de sulfato de dextrano, o un derivado farmacéuticamente
aceptable de este, que tiene un peso molecular promedio inferior a 10 000 Da para la fabricacion de un
medicamento para vascularizar el tejido isquémico en un sujeto.

Un aspecto adicional de las realizaciones se refiere a sulfato de dextrano, o un derivado farmacéuticamente
aceptable de este, que tiene un peso molecular promedio igual o inferior a 10 000 Da para su uso in vitro 0 ex vivo
en la induccién de angiogénesis en un érgano y/o tejido vascularizado, para su uso in vitro o ex vivo en el aumento
del flujo sanguineo en un tejido y/u 6rgano vascularizado, y/o para la vascularizacién in vitro o ex vivo de un tejido
y/u érgano vascularizado, y procedimientos relacionados para ello.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las realizaciones, junto con otros objetivos y ventajas de estas, pueden entenderse mejor haciendo referencia a la

siguiente descripcién tomada junto con los dibujos adjuntos, en los cuales:
La figura 1 es un diagrama que ilustra el peso corporal medio en todo el modelo de isquemia critica de las
extremidades de raton. ANOVA de dos vias seguido de comparaciones post-hoc de Bonferroni no
revelaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.
La figura 2 es un diagrama que ilustra el flujo sanguineo medio por grupo de estudio en todo el modelo de
isquemia critica de las extremidades de ratdon. Se realiz6 ANOVA de dos vias para mediciones repetidas,
seguido de prueba post-hoc de Bonferroni. La comparacion de los grupos tratados con sulfato de dextrano
2M, 3M y 4M con el grupo de control 1M revelé diferencias estadisticamente significativas desde los dias
14 y 21 hasta el dia 35 (p<0,001).
La figura 3 es un diagrama que ilustra la densidad de capilares CD34 de los grupos a través del estudio de
isquemia critica de las extremidades, después de tincién doble con dextrano etiquetado con FITC (DA).
Las barras de DA representan capilares funcionales. El analisis estadistico se realiz6 utilizando ANOVA de
dos vias seguido de comparaciones mdultiples de Bonferroni.
La figura 4 es un diagrama que compara la densidad de capilares CD34 de las extremidades isquémicas y
no isquémicas en los grupos a través del estudio de isquemia critica de las extremidades, después de
tincion doble con dextrano etiquetado con FITC (DA). Las barras de DA representan capilares funcionales.
El andlisis estadistico se realizé utilizando ANOVA de dos vias seguido de comparaciones multiples de
Bonferroni.
Las figuras 5A-5C ilustran la densidad de los capilares CD34 de los grupos en el estudio de isquemia
critica de las extremidades (figura 5A - ratén del grupo control de vehiculo 1M; figura 5B - raton del grupo
sulfato de dextrano 3M 30 mg/kg repetido; figura 5C - ratdén del grupo sulfato de dextrano 4M 30 mg/kg
Unico). Los diagramas de la izquierda ilustran tincion de CD34 y los diagramas de la derecha ilustran
tincion de dextrano etiquetado con FITC.
La figura 6 es un diagrama que ilustra la puntuacién de la funcion de las extremidades en animales
lesionados con HLI tratados con sulfato de dextrano. En el dia 0, se indujo HLI mediante ligacion y escision
de la arteria femoral. El tratamiento comenzé en el dia 8 con vehiculo, o 10 o 30 mg/kg de sulfato de
dextrano, una vez a la semana (1x/sem) o 3 veces por semana (3x/sem). A la puntuaciéon de las
extremidades se le asigné los grados 0-3, donde 3 es el peor (arrastre de pies). El sulfato de dextrano
indujo una mejora significativa desde el dia 21 en adelante (analisis en los dias 7, 14, 21, 28 y 35),
calculada mediante ANOVA de dos vias.
La figura 7 es un diagrama que ilustra la densidad de capilares de los grupos en el estudio de isquemia
critica de las extremidades de la actina de musculo liso (SMA) de marcador endotelial. Significancia
estadistica de acuerdo con ANOVA de dos vias seguido de comparaciones multiples de Bonferroni.
La figura 8 compara el flujo sanguineo medido en dos ratones con imagenes de laser Doppler sin contacto
35 dias después de la ligacion de la arteria femoral de la extremidad posterior izquierda. La panel inferior
se traté con vehiculo (grupo 1M), el panel superior recibié tratamiento con sulfato de dextrano (grupo 3M).
La figura 9 ilustra la distribucion del peso corporal en los grupos utilizados para el estudio de indice de
apoplejia tMCAO.
La figura 10 ilustra Neuroscore por grupo de tratamiento en todo el estudio de indice de apoplejia tMCAO.
La figura 11 ilustra la prueba de paso por grupo de tratamiento en todo el estudio de indice de apoplejia
tMCAO.
La figura 12 ilustra la prueba de colocacion de extremidades superiores por grupo de tratamiento en todo el
estudio de indice de apoplejia tMCAO.
La figura 13 ilustra el estudio de balanceo del cuerpo delta (giro a la izquierda-giro a la derecha) por grupo
de tratamiento en todo el estudio de indice de apoplejia tMCAO.
La figura 14 ilustra la proporcion de flujo sanguineo cerebral y el cambio porcentual de diametro promedio
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de los vasos en ambos grupos de sulfato de dextrano en comparacion con el control de vehiculo el dia 29.
La figura 15 ilustra la densidad capilar de SMA en ratas tratadas con 15 mg/kg de sulfato de dextrano
diariamente en comparacion con el control de vehiculo el dia 30.

La figura 16 ilustra el area GFAP (area de células positivas en micrones cuadrados por campo x10) en
grupo tratado con sulfato de dextrano contra el grupo de vehiculo de control el dia 30.

Las figuras 17A y 17B ilustran el efecto del tratamiento en la densidad de capilares para una rata del grupo
de control de vehiculo (figura 17A) y del grupo de sulfato de dextrano (15 mg/kg, diariamente) (figura 17B).
La figura 18 ilustra el tamafio del infarto 35 dias después de la induccion de MI.

La figura 19 compara la tincion de SMA 35 dias después de la induccion de MI para el tratamiento con
sulfato de dextrano (15 mg/kg 3 veces/semana durante 3 semanas) y el grupo de control de vehiculo.

Las figuras 20A-20C ilustran la tincion de SMA para la densidad vascular para dos ratas tratadas con
sulfato de dextrano (15 mg/kg 3 veces/semana durante 3 semanas) (figuras 20A, 20B) y una rata de
control de vehiculo (figura 20C).

La figura 21 ilustra el flujo sanguineo medio en un modelo de HLI de rata.

La figura 22 ilustra las puntuaciones de extremidades en un modelo de HLI de rata.

La figura 23 ilustra la densidad capilar de SMA y el factor 8 en una pierna lesionada con HLI.

La figura 24 ilustra puntuacion de capilares de angiografia en una pierna lesionada con HLI.

Las figuras 25A-25D ilustran imagenes de capilares de angiografia del animal de control de vehiculo (figura
25A) y animales en los grupos de tratamiento 2M, 3M y 4M (figuras 25B-25D).

Todas las figuras muestran el promedio + error estandar de la media
DESCRIPCION DETALLADA

Las presentes realizaciones se refieren, en general, a angiogénesis y, en particular, al uso de sulfato de dextrano
para inducir angiogénesis en un sujeto.

Las presentes realizaciones se basan en el descubrimiento de que el sulfato de dextrano dentro de un peso
molecular promedio particular tiene un efecto de induccidon de angiogénesis y un efecto de aumento de flujo
sanguineo cuando se administra a un sujeto, preferentemente un sujeto mamifero y méas preferentemente un sujeto
humanao.

Este efecto del sulfato de dextrano de las realizaciones fue altamente sorprendente a la luz de la técnica anterior
gue describe que los polisacéaridos sulfatados inhiben la angiogénesis in vivo y que el sulfato de dextrano con un
peso molecular promedio de 500 000 Da es angiostatico, es decir, inhibe la angiogénesis.

Los datos experimentales que se presentan en la presente en claro contraste muestran que el sulfato de dextrano
de las realizaciones tiene efectos in vivo en la induccién de angiogénesis como se observa al aumentar
significativamente el flujo sanguineo medio, disminuir la gravedad de la isquemia, aumentar la densidad capilar en
un modelo de isquemia y en un modelo de apoplejia, y reducir el tamafio del infarto en un modelo de infarto de
miocardio (MI). Ademas, el sulfato de dextrano de las realizaciones es capaz de formar selectivamente vasos
sanguineos en el tejido isquémico, sin provocar ninguna formacion significativa de vasos en el tejido no isquémico.

Por consiguiente, un aspecto de las realizaciones se refiere a sulfato de dextrano, o un derivado farmacéuticamente
aceptable de este, que tiene un peso molecular promedio inferior a 10 000 para su uso en la induccién de la
angiogénesis en un sujeto.

En lo siguiente, la referencia al peso molecular (promedio) y al contenido de azufre del sulfato de dextrano aplica
también a cualquier derivado farmacéuticamente aceptable de sulfato de dextrano. Por ende, el derivado
farmacéuticamente aceptable de sulfato de dextrano preferentemente tiene el peso molecular promedio y el
contenido de azufre como se describe en las siguientes realizaciones.

Se cree que el sulfato de dextrano fuera del intervalo de las realizaciones tiene efecto de angiogénesis inferior o
incluso no tiene en absoluto. De hecho, por ejemplo, heparina, otro polisacarido sulfatado, con un peso molecular
promedio de 2,4 kDa inhibi6 la angiogénesis tanto como lo hicieron las moléculas de sulfato de dextrano mas
grandes (Pathophysiology of Haemostasis y Thrombosis 23, 141-149 (1993);patente estadounidense n.° 5.135.920).

Ademas, el sulfato de dextrano de un peso molecular que supera 10 000 Da, en general, tiene un efecto menor

contra el perfil de efectos secundarios en comparacion con el sulfato de dextrano que tiene un peso molecular
promedio inferior. Esto significa que la dosis maxima de sulfato de dextrano que se puede administrar de forma
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segura a un sujeto es inferior para moléculas de sulfato de dextrano mas grandes (>10 000 Da) en comparacion con
moléculas de sulfato de dextrano que tienen un peso molecular promedio dentro del presente intervalo. Como
consecuencia, dichas moléculas de sulfato de dextrano mas grandes son menos adecuadas en usos clinicos
cuando el sulfato de dextrano es para ser administrado a sujetos in vivo. Ademas, las moléculas de sulfato de
dextrano grandes tienen, de hecho, el efecto opuesto en comparacién con el sulfato de dextrano de las
realizaciones, tal como se demuestra en la patente estadounidense n.° 5.135.920.

Por ende, parece haber un intervalo muy estrecho con respecto al peso molecular promedio del sulfato de dextrano
dentro del cual el sulfato de dextrano tiene efecto de angiogénesis cuando se administra a un sujeto y las moléculas
de sulfato de dextrano fuera del intervalo de las realizaciones no tienen efecto de inhibicion de la angiogénesis.

El sulfato de dextrano es un polisacarido sulfatado y, en particular, un glucano sulfatado, es decir, polisacarido
hecho de muchas moléculas de glucosa. El peso molecular promedio como se define en la presente indica que los
polisacéaridos sulfatados individuales pueden tener un peso molecular diferente de su peso molecular promedio,
pero que el peso molecular promedio representa el peso molecular medio de los polisacéridos sulfatados. Esto
ademas implica que habra una distribucién natural de los pesos moleculares alrededor de este peso molecular
promedio para una muestra de sulfato de dextrano.

El peso molecular promedio (My) de sulfato de dextrano se determina, normalmente, utilizando procedimientos
indirectos, tales como cromatografia de exclusion/penetracion en gel, dispersién de luz o viscosidad. La
determinacién del peso molecular promedio utilizando dichos procedimientos indirectos dependeran de la cantidad
de factores, incluida la eleccion de la columna y el eluyente, la velocidad de flujo, los procedimientos de calibracién,
etc.

Peso molecular promedio

. ZMEN;
(M) I MN;'

tipico para procedimientos sensibles al tamafio molecular en lugar del valor numeérico, p. €j., procedimientos de
cromatografia de exclusién por tamafio (SEC) y dispersién de luz. Si se asume una distribucion normal, un mismo
peso en cada lado de My, es decir, el peso total de las moléculas de sulfato de dextrano en la muestra que tiene un
peso molecular inferior a My, es igual al peso total de las moléculas de sulfato de dextrano en la muestra que tiene
un peso total superior a My,.

En una realizacion, el sulfato de dextrano o el derivado farmacéuticamente aceptable de este tiene un peso
molecular promedio dentro de un intervalo de entre 2 000 y 10 000 Da. En una realizacion, el peso molecular
promedio se encuentra dentro de un intervalo de entre 2 500 y 10 000 Da. En una realizacién preferida particular, el
peso molecular promedio se encuentra dentro de un intervalo de entre 3 000 y 10 000 Da.

En una realizacion opcional pero preferida, menos del 40 % de las moléculas de sulfato de dextrano tienen un peso
molecular inferior a 3 000 Da, preferentemente menos del 35 %, tal como menos del 30 % o menos del 25 % de las
moléculas de sulfato de dextrano tienen un peso molecular inferior a 3 000 Da. Ademas, o alternativamente, menos
del 20 % de las moléculas de sulfato de dextrano tienen un peso molecular superior a 10 000 Da, preferentemente
menos del 15 %, tal como menos del 10% o menos del 5 % de las moléculas de sulfato de dextrano tienen un peso
molecular superior a 10 000 Da. Por ende, en una realizacién particular, el sulfato de dextrano tiene una distribucion
de peso molecular sustancialmente estrecho alrededor del peso molecular promedio.

En una realizacion particular, el peso molecular promedio de sulfato de dextrano, o el derivado farmacéuticamente
aceptable de este, se encuentra dentro de un intervalo de entre 3 500 y 9 500 Da, tal como dentro de un intervalo
de entre 3500 y 8 000 Da.

En otra realizacion particular, el peso molecular promedio de sulfato de dextrano, o el derivado farmacéuticamente
aceptable, se encuentra dentro de un intervalo de entre 4 500 y 7 500 Da.

En otra realizacion particular, el peso molecular promedio de sulfato de dextrano, o el derivado farmacéuticamente
aceptable, se encuentra dentro de un intervalo de entre 4 500 y 5 500 Da.

Por ende, en una realizacion actualmente preferida, el peso molecular promedio de sulfato de dextrano, o el
derivado farmacéuticamente aceptable de este, es preferentemente de aproximadamente 5 000 Da o al menos
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sustancialmente cerca de 5 000 Da, tal como 5 000 + 500 Da, por ejemplo, 5 000 + 400 Da, preferentemente 5 000
+ 300 Da o0 5 000 * 200 Da, tal como 5 000 + 100 Da. Por ende, en una realizacién, el peso molecular promedio de
sulfato de dextrano, o el derivado farmacéuticamente aceptable de este, es de 4,5 kDa, 4,6 kDa, 4,7 kDa, 4,8 kDa,
4,9 kDa, 5,0 kDa, 5,1 kDa, 5,2 kDa, 5,3 kDa, 5,4 kDa o0 5,5 kDa.

En una realizacion particular, el peso molecular promedio de sulfato de dextrano, o el derivado farmacéuticamente
de este, como se presento anteriormente es My, promedio, y se determina preferentemente mediante cromatografia
de exclusion/penetracion en gel, cromatografia de exclusion por tamafio, dispersion de luz o procedimientos
basados en viscosidad.

En una realizacion particular, el sulfato de dextrano, o el derivado farmacéuticamente aceptable de este, consiste,
en promedio, en aproximadamente o ligeramente superior a 5 unidades de glucosa y tiene un nimero de sulfato
promedio por unidad de glucosa de al menos 2,0, tal como de al menos 2,5.

El sulfato de dextrano es un derivado polianiénico de dextrano y contiene azufre. El contenido de azufre promedio
para sulfato de dextrano de las realizaciones es preferentemente de entre el 15y el 20 % y mas preferentemente de
aproximadamente el 17 %, correspondiente, en general, a aproximadamente dos grupos de sulfato por residuo de
glucosilo. En una realizacion particular, el contenido de azufre del sulfato de dextrano es preferentemente igual o al
menos cercano al grado posible maximo de contenido de azufre de las moléculas de dextrano.

En una realizacién particular, el sulfato de dextrano de las realizaciones tiene un peso molecular promedio en
numero (M), segun lo medido mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR), dentro de un
intervalo de entre 1850 y 2000 Da.

En otra realizacién particular, el sulfato de dextrano de las realizaciones tiene en promedio 5,1 unidades de glucosa
y un nimero de sulfato promedio por unidad de glucosa de entre 2,6 y 2,7, lo que normalmente conlleva un peso
molecular promedio en nimero (M,), segun lo medido mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(NMR), dentro de un intervalo de entre 1850 y 2000 Da.

Peso molecular promedio en nimero

. L MiN
(M) N’

normalmente derivado mediante ensayos de grupo extremo, p. €j., cromatografia o espectroscopia de NMR. Si se
asume una distribucién normal, se puede encontrar un mismo nimero de moléculas de sulfato de dextrano en cada
lado de M, es decir, el nimero de moléculas de sulfato de dextrano en la muestra que tiene un peso molecular
inferior a M, es igual al nimero de moléculas de sulfato de dextrano en la muestra que tiene un peso molecular
superior a Mp.

El sulfato de dextrano de acuerdo con las realizaciones puede proporcionarse como un derivado farmacéuticamente
aceptable de sulfato de dextrano. Dichos derivados farmacéuticamente aceptables incluyen sales y solvatos de
sulfato de dextrano, p. €j., una sal de sodio o potasio.

El sulfato de dextrano, o el derivado farmacéuticamente aceptable de este, de las realizaciones se administra
preferentemente por inyeccion al sujeto y, en particular, por inyeccion intravenosa (i. v.), inyeccién subcutanea (s.
c.) o inyeccion intraperitoneal (i. p.), preferentemente inyeccion i. v. o s. ¢. Otras vias de administracion parenteral
que pueden utilizarse incluyen inyeccion intramuscular e intraarticular. La inyeccion de sulfato de dextrano, o el
derivado farmacéuticamente aceptable de este, se podria realizar alternativamente, o ademas, directamente, por
ejemplo, en un tejido u érgano isquémico u otro lugar en el cuerpo del sujeto, en el cual se llevara a cabo la
angiogénesis y el aumento del flujo sanguineo.

El sulfato de dextrano, o el derivado farmacéuticamente aceptable de este, de las realizaciones se formula
preferentemente como una solucién de inyeccién acuosa con un disolvente o excipiente seleccionado. El disolvente
es ventajosamente un disolvente acuoso y, en particular, una solucion amortiguadora. Un ejemplo no taxativo de
una solucién amortiguadora tal es un tampoén de &cido citrico, tal como tamp6n de monohidrato de acido citrico
(CAM), o un tampodn de fosfato. Por ejemplo, el sulfato de dextrano de las realizaciones puede disolverse en
solucién salina, tal como solucién salina de NaCl al 0,9 % y luego, opcionalmente, puede tamponarse con CAM
75 mM, ajustando el pH a aproximadamente 5,9 utilizando hidréxido de sodio. También son posibles soluciones no
amortiguadas, incluidas soluciones de inyeccién acuosas, tal como solucién salina, es decir, NaCl (ac.). Ademas, se
pueden utilizar otros sistemas amortiguadores diferentes de CAM si se desea una solucién tamponada.
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Las realizaciones no se limitan a inyecciones y se pueden utilizar otras vias de administracién de forma alternativa,
incluidas via oral, nasal, bucal, rectal, dérmica, traqueal, bronquial o tépica. El principio activo, sulfato de dextrano,
luego se formula con un excipiente o vehiculo adecuado que se selecciona en funcion de la via de administracion
particular.

Los intervalos de dosis adecuados para el sulfato de dextrano de las realizaciones puede variar de acuerdo con el
tamafio y el peso del sujeto, la afeccion por la cual se trata al sujeto y otras consideraciones. En particular para
sujetos humanos, un intervalo de dosificacion posible puede ser entre 1 ug/kg y 150 mg/kg de peso corporal,
preferentemente entre 10 pg/kg y 100 mg/kg de peso corporal.

En realizaciones preferidas, el sulfato de dextrano, o el derivado farmacéuticamente aceptable de este, se formula
para ser administrado en una dosificacion en un intervalo entre 0,05 y 50 mg/kg de peso corporal del sujeto,
preferentemente entre 0,05 o 0,1 y 40 mg/kg de peso corporal del sujeto, y mas preferentemente entre 0,050 0,1y
30 mg/kg, o entre 0,1 y 25 mg/kg, o entre 0,1 y 15 mg/kg, o entre 0,1 y 10 mg/kg de peso corporal del sujeto. La
administracion de sulfato de dextrano, o el derivado farmacéuticamente aceptable de este, de las realizaciones se
inicia preferentemente lo antes posible después de la lesién u otra afeccidon que provoca la isquemia, apoplejia o
una enfermedad cardiovascular en el sujeto o que provoca una afeccién médica que se podria tratar o al menos
aliviar mediante induccién de la angiogénesis desencadenada por la administracion de sulfato de dextrano, o el
derivado farmacéuticamente aceptable de este.

La administracion de sulfato de dextrano, o el derivado farmacéuticamente aceptable de este, no tiene que estar
necesariamente limitada al tratamiento de una afeccion médica presente sino que, alternativamente, o
adicionalmente, puede ser utilizada para profilaxis. En otras palabras, el sulfato de dextrano de las realizaciones se
puede administrar a un sujeto que se va a someter a un procedimiento médico, como una cirugia, que puede
provocar isquemia local u otro efecto médico que se puede tratar, inhibir o aliviar mediante la induccion de la
angiogénesis y/o aumento del flujo sanguineo.

El sulfato de dextrano de las realizaciones puede administrarse en una sola ocasion de administracion, tal como en
forma de una inyeccién de bolo Unica. La dosis de bolo puede inyectarse con bastante rapidez al paciente pero se
infunde ventajosamente con el tiempo, de modo que la solucion de sulfato de dextrano se infunde al paciente en
unos pocos minutos de tiempo, tal como durante 5 a 10 minutos.

Alternativamente, el sulfato de dextrano de la realizacién puede administrarse en mdaltiples, es decir, al menos dos,
ocasiones, durante un periodo de tratamiento. La duracion de dicho periodo de tratamiento estd relacionada
tipicamente con el periodo enddgeno de la cicatrizacion de una herida en los diferentes tipos y el tipo de lesion.
Para obtener mas informacién sobre los periodos de tratamiento adecuados, se puede consultar Capitulo 1
Overview of Wound Healing in Different Tissue Types, paginas 3-40 de Indwelling Neural Implants: Strategies for
Contending with the In Vivo Environment, ed. William M. Reichert, 2008 de Taylor & Francis Group, LLC (ISBN: 978-
0-8493-9362-4).

Por ende, el sulfato de dextrano de las realizaciones se puede administrar una o varias veces al dia, una o varias
veces a la semana, una o varias veces al mes como ejemplos ilustrativos.

En general, para enfermedades agudas, por ejemplo que provocan isquemia aguda, por ejemplo, en la apoplejia,
infarto de miocardio (MI), trasplante de células y 6rganos, la duracion del periodo de tratamiento puede ser una sola
administracion, pero preferentemente es en forma de varias administraciones durante un periodo de tratamiento de,
por ejemplo, una semana, algunas semanas 0 un mes. Los periodos de tratamiento méas largos, de hasta tres
meses o incluso un afio, pueden mejorar ain mas la curacion y la recuperacion.

Para las afecciones isquémicas de tipo intermitente, puede existir la opcion de utilizar el tratamiento como profilaxis
(prevencion) o tratamiento directamente después de la exacerbacion de la enfermedad. Este tipo de protocolo de
administracion podria ser adecuado para enfermedades como la esclerosis multiple (MS), la esclerosis lateral
amiotréfica (ALS) y la enfermedad de células falciformes. Los periodos de tratamiento pueden ser de hasta 1-3
meses para el tratamiento después de la exacerbacion. Para la profilaxis de la enfermedad, se pueden utilizar
opcionalmente periodos de tratamiento mas largos.

La induccion de la angiogénesis en un sujeto mediante la administracion de sulfato de dextrano, o el derivado
farmacéuticamente aceptable de este, de las realizaciones se produce preferentemente en un sujeto humano que
sufre una enfermedad, trastorno o afecciéon médica que provoca isquemia en el cuerpo del sujeto humano.
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La isquemia es una restriccion en el suministro de sangre a los tejidos, que provoca una escasez de oxigeno y
glucosa necesarios para el metabolismo celular. La isquemia generalmente es causada por problemas con los
vasos sanguineos, con el consiguiente dafio o disfuncién del tejido u 6rgano. También significa anemia e hipoxia
local en una parte determinada del cuerpo, a veces como resultado de la congestion, tal como vasoconstriccion,
trombosis o embolia.

Un tratamiento efectivo de la isquemia o un enfoque efectivo para prevenir o al menos reducir el riesgo de sufrir
isquemia es inducir la angiogénesis. La angiogénesis provoca un aumento del flujo sanguineo en el tejido pertinente
y, por lo tanto, puede contrarrestar cualquier restriccion en el suministro de sangre al tejido provocada por la
enfermedad, trastorno o afeccion médica.

Algunos ejemplos no exhaustivos sino ilustrativos de enfermedades, trastornos o afecciones médicas que pueden
provocar isquemia incluyen cicatrizacion de heridas, isquemia periférica, como isquemia posterior al trasplante de
organos, tejidos o células, enfermedad arterial periférica, isquemia de las extremidades, piernas inquietas, sindrome
de Raynaud, enfermedad de células falciformes o tromboangeitis obliterante; isquemia coronaria, como la
provocada por insuficiencia cardiaca congestiva, infarto de miocardio o enfermedad arterial coronaria;
enfermedades isquémicas en nifios, como enfermedades perinatales o neonatales, enfermedades infantiles, p. ej.
lesion cerebral hipoxica o isquémica neonatal, encefalopatia por asfixia, paralisis cerebral; isquemia en el sistema
nervioso central, como la provocada por lesion cerebral traumatica, arteritis temporal, hipoxia provocada por
esclerosis multiple, apoplejia, esclerosis lateral amiotréfica; o enfermedad distréfica muscular; isquemia provocada
por lesiones trombdticas, hemorragicas o traumaticas.

La cicatrizacion de heridas generalmente implica cuatro fases, que normalmente se denominan fase temprana, fase
inflamatoria, fase proliferativa y fase de maduracion y remodelacion. La angiogénesis es uno de los procesos que se
producen durante la fase proliferativa. La administracion de sulfato de dextrano, o el derivado farmacéuticamente
aceptable de este, puede favorecer el efecto de la angiogénesis que tiene lugar como uno de los subprocesos de la
cicatrizacion de heridas. El proceso de la angiogénesis se produce simultaneamente con la proliferacion de
fibroblastos durante la cicatrizacion de heridas, cuando las células endoteliales migran a la zona de la herida. Como
la actividad de los fibroblastos y las células epiteliales requiere oxigeno y nutrientes, la angiogénesis es
imprescindible para otras etapas de la cicatrizacion de heridas, como la migracion epidérmica y de fibroblastos.

La isquemia periférica generalmente denota estados isquémicos que tienen lugar en tejidos y érganos diferentes del
corazon (isquemia coronaria) y del sistema nervioso central (isquemia del SNC). Puede haber diversas causas de
isquemia periférica. Un ejemplo tipico es el trasplante de 6rganos o tejidos a un sujeto. El érgano o tejido
trasplantado se suele exponer a la isquemia durante el proceso inicial de injerto que tiene lugar desde el momento
del trasplante hasta que se forman nuevos vasos sanguineos alrededor del 6rgano o tejido trasplantado. Existe un
alto riesgo de dafio o disfuncion del 6rgano o tejido debido a la isquemia y la hipoxia si no se establece un
suministro suficiente de sangre poco después del trasplante. Por lo tanto, la induccion de la angiogénesis por el
sulfato de dextrano, o el derivado farmacéuticamente aceptable de este, de acuerdo con las realizaciones referidas
al trasplante, puede reducir significativamente el riesgo de dafio o disfuncion del 6rgano o tejido trasplantado debido
a isquemia y/o hipoxia. La administraciéon del sulfato de dextrano, o el derivado farmacéuticamente aceptable de
este, de acuerdo con las realizaciones se puede producir antes del trasplante para inducir la angiogénesis y
proporcionar un aumento del flujo sanguineo en el sitio de trasplante antes del evento de trasplante real. En tal
caso, el aumento del flujo sanguineo inducido por el sulfato de dextrano de las realizaciones puede ser suficiente
para prevenir o al menos reducir los dafios isquémicos al érgano o tejido trasplantado.

La enfermedad vascular periférica (PVD), cominmente conocida como enfermedad arterial periférica (PAD) o
enfermedad oclusiva de las arterias periféricas (PAOD) o arteriopatia obliterativa periférica, se refiere a la
obstruccién de arterias grandes que no estan dentro de la arteria coronaria, la vasculatura del arco aértico o el
cerebro. La PVD puede ser el resultado de la aterosclerosis, procesos inflamatorios que producen estenosis,
embolia o formacién de trombos. Provoca isquemia aguda o crénica. Un tratamiento eficiente de la PVD es
restaurar el flujo sanguineo mediante la administracion de sulfato de dextrano, o el derivado farmacéuticamente
aceptable de este, de acuerdo con las realizaciones.

La isquemia de las extremidades, que a menudo se conoce como isquemia aguda de las extremidades, se produce
cuando hay una falta repentina de flujo sanguineo a una extremidad. La isquemia aguda de las extremidades se
debe tipicamente a una embolia 0 a una trombosis. La trombosis suele ser provocada por enfermedad vascular
periférica (enfermedad aterosclerética que conduce a la obstruccidon de los vasos sanguineos), mientras que una
embolia puede deberse al aire, traumatismo, grasa, liquido amniético o un tumor. Los sujetos que sufren de
isquemia de las extremidades se beneficiarian de la administracion de sulfato de dextrano, o del derivado
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farmacéuticamente aceptable de este, de las realizaciones.

En medicina, el fendmeno de Raynaud es la reduccion excesiva del flujo sanguineo en respuesta al frio o al estrés
emocional, lo que provoca la decoloracion de los dedos de las manos y de los pies y, ocasionalmente, de otras
areas. El fenbmeno de Raynaud por si mismo es solo un signo (hipoperfusién) acompafiado por un sintoma.
Cuando se relaciona con la patogénesis, puede formar parte de la enfermedad de Raynaud (también conocida
como fenémeno de Raynaud primario), cuya causa se desconoce, o parte del sindrome de Raynaud (fenémeno de
Raynaud secundario), que es un sindrome provocado por una enfermedad primaria conocida, mas cominmente
trastornos del tejido conectivo como el lupus eritematoso sistémico. Es una hiperactivacion del sistema nervioso
simpatico que provoca una vasoconstriccion extrema de los vasos sanguineos periféricos, lo que provoca hipoxia
tisular. Los casos cronicos y recurrentes del fenémeno de Raynaud pueden provocar atrofia de la piel, los tejidos
subcutaneos y los musculos, lo que puede causar Ulceras y gangrena isquémica. La administracién de sulfato de
dextrano, o el derivado farmacéuticamente aceptable de este, de las realizaciones puede ser un medio eficiente
para reducir el riesgo de sufrir, tratar o al menos aliviar los sintomas del sindrome de Raynaud o de la enfermedad
de Raynaud.

La enfermedad de células falciformes (SCD), o la anemia de células falciformes (SCA) o la drepanocitosis, es un
trastorno hereditario de la sangre, caracterizado por la presencia de glébulos rojos que adoptan una forma anormal,
rigida y falciforme. La anemia falciforme disminuye la flexibilidad de los glébulos rojos y da lugar a un riesgo de flujo
de sangre inadecuado a una parte del cuerpo. La induccion de la angiogénesis utilizando sulfato de dextrano, o el
derivado farmacéuticamente aceptable de este, de las realizaciones se puede utilizar para reducir el riesgo de
desarrollar isquemia periférica en sujetos que sufren SCD.

La tromboangeitis obliterante, también conocida como enfermedad de Buerger o gangrena presenil, es una
inflamacién progresiva recurrente y trombosis (coagulacion) de las arterias y venas pequefias y medianas de las
manos y los pies. Por lo tanto, la tromboangeitis obliterante puede causar isquemia en las manos y los pies debido
a la restriccién del flujo sanguineo en estas extremidades. La administracion de sulfato de dextrano, o el derivado
farmacéuticamente aceptable de este, de las realizaciones puede ser un medio eficiente para aumentar el flujo
sanguineo a las manos y los pies.

La isquemia coronaria es un término médico que se refiere a la falta de sangre suficiente a través de las arterias
coronarias. La isquemia coronaria esta relacionada con enfermedades cardiacas y ataques cardiacos. También se
conoce como isquemia cardiaca. La enfermedad arterial coronaria (CAD) se produce cuando las sustancias grasas
se adhieren a las paredes de las arterias coronarias, lo que estrecha las arterias y restringe el flujo sanguineo. Esto
provoca una falta de oxigeno y sangre en el corazén, lo que puede provocar un infarto de miocardio (ataque
cardiaco). La CAD provoca estrechamiento de las arterias, lo que provoca una falta de flujo sanguineo a través de
las arterias, asi como de oxigeno, un proceso que se denomina ateroesclerosis. La aterosclerosis es la causa mas
comun de isquemia coronaria. El aumento del flujo sanguineo en el masculo cardiaco a través de la induccion de la
angiogénesis desencadenada por la administracion de sulfato de dextrano, o el derivado farmacéuticamente
aceptable de las realizaciones, puede ser importante para reducir el riesgo o reducir el dafio provocado por la
isquemia coronaria. La trombosis también puede ser causa de isquemia coronaria.

El infarto de miocardio (Ml) o el infarto de miocardio agudo (AMI), comUunmente denominado ataque cardiaco, se
produce cuando el flujo sanguineo se detiene en una parte del corazén y provoca dafio al musculo cardiaco. La
mayoria de los Ml se producen debido a la enfermedad arterial coronaria. El mecanismo de un Ml suele comprender
la ruptura de una placa aterosclerética, lo que produce un bloqueo completo de una arteria coronaria. La
administracion del sulfato de dextrano, o el derivado farmacéuticamente aceptable de este, de las realizaciones
reduce el tamafio del infarto. Por consiguiente, los dafios permanentes a los musculos cardiacos provocados por el
MI se pueden reducir significativamente de acuerdo con las realizaciones.

La isquemia en el SNC se puede deber a diversas causas. Por ejemplo, una lesion cerebral traumatica puede
provocar una obstruccion o restriccion del flujo sanguineo a una parte del cerebro. Dicha restriccion en el flujo
sanguineo puede tener consecuencias graves si la hipoxia se produce en el cerebro. El aumento del flujo sanguineo
provocado por la administracion de sulfato de dextrano, o el derivado farmacéuticamente aceptable de este, de las
realizaciones, se puede utilizar para reducir el riesgo de dafios cerebrales permanentes provocados por la isquemia
después de una lesidn cerebral traumatica.

La arteritis temporal, también conocida como arteritis de células gigantes (GCA), arteritis craneal o enfermedad de

Horton, es una enfermedad inflamatoria de los vasos sanguineos que afecta con mayor frecuencia a las arterias
grandes y medianas de la cabeza, mayoritariamente las ramas de la arteria carotida externa. Es una forma de
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vasculitis. La inducciéon de la angiogénesis y el aumento del flujo sanguineo como consecuencia de la
administracion de sulfato de dextrano, o del derivado farmacéuticamente aceptable de este, de las realizaciones
puede ser beneficioso para los sujetos que sufren arteritis temporal.

La apoplejia, a veces denominada accidente cerebrovascular (CVA), ataque cerebrovascular (CVI) o coloquialmente
ataque cerebral, es la pérdida de la funcion cerebral debido a una alteracion en el suministro de sangre al cerebro.
Esta alteracion se debe a una isquemia 0 una hemorragia. La isquemia es causada por la obstruccién de un vaso
sanguineo mediante trombosis o embolia arterial, o por hipoperfusion sistémica. La apoplejia hemorragica es
provocada por el sangrado de los vasos sanguineos del cerebro, ya sea directamente en el parénquima cerebral o
en el espacio subaracnoideo que rodea el tejido cerebral. Los sujetos que sufren apoplejia se beneficiarian de un
tratamiento que aumente el flujo sanguineo al cerebro para reducir el riesgo de dafios causados por un suministro
insuficiente de sangre. Como consecuencia, la administracion de sulfato de dextrano, o el derivado
farmacéuticamente aceptable de este, de las realizaciones se da de forma beneficiosa a los sujetos que sufren una
apoplejia.

Diversos trastornos neurolégicos pueden provocar una restriccién en el suministro de sangre al SNC, como parte
del cerebro. Por ejemplo, Mdltiple Sclerosis International 2013, 1-6 (2013) describe que las lesiones de esclerosis
multiple (MS) tempranas estan asociadas con la hipoxia. Por lo tanto, los sujetos que sufren MS pueden
beneficiarse del aumento del flujo sanguineo para tratar o al menos reducir o inhibir la hipoxia asociada con la MS.

La esclerosis lateral amiotréfica (ALS), también denominada enfermedad de la neurona motora (MND) y
enfermedad de Lou Gehrig, es una enfermedad neurodegenerativa con diversas causas. Se caracteriza por una
debilidad que avanza rapidamente debido a la atrofia muscular y la espasticidad muscular, la dificultad para hablar
(disartria), para tragar (disfagia) y para respirar (disnea). Los experimentos han demostrado que la ALS esti
asociada con una reduccion del flujo sanguineo, por ejemplo, en las regiones premotoras del I6bulo frontal, Acta
Neurolégica Escandinavia 116, 340-344 (2007). Se especula que el aumento del flujo sanguineo a través de la
induccién de la angiogénesis podria ser beneficioso para los sujetos que sufren ALS.

La induccion de la angiogénesis de acuerdo con las realizaciones se puede utilizar ademas en relacion con el
implante de diversos dispositivos médicos, sensores, etc., donde puede ser ventajoso inducir la microcirculacion
hacia o relacionada con el implante.

El sulfato de dextrano de las realizaciones se puede utilizar para tratar, inhibir o prevenir diversas enfermedades,
trastornos y afecciones isquémicas, asi como componentes isquémicos en diversas enfermedades, trastornos y
afecciones.

Una ventaja significativa de las presentes realizaciones es que el sulfato de dextrano de las realizaciones es capaz
de inducir selectivamente la angiogénesis en un sujeto, es decir, inducir la angiogénesis en un sitio, como un tejido
0 un érgano, donde se necesita la angiogénesis. Por ejemplo, la angiogénesis se induce y se produce en el tejido
isquémico, pero no en el tejido no isquémico, como se ejemplifica en la figura 4, que muestra la presencia de
formacion de pequefios capilares (como se ilustra por CD-34) y confirma la presencia de capilares en
funcionamiento y activos (como se ilustra por DA) en la extremidad isquémica derecha, pero no en la extremidad no
isquémica izquierda.

Otro aspecto de las realizaciones se refiere a un procedimiento para inducir la angiogénesis en un sujeto. El
procedimiento comprende administrar al sujeto sulfato de dextrano, o un derivado farmacéuticamente aceptable de
este, que tiene un peso molecular promedio inferior a 10 000 Da.

Un aspecto adicional de las realizaciones se refiere al uso de sulfato de dextrano, o un derivado farmacéuticamente
aceptable de este, que tiene un peso molecular promedio inferior a 10 000 Da para la fabricacion de un
medicamento para inducir la angiogénesis en un sujeto.

Aun otro aspecto de las realizaciones se refiere a sulfato de dextrano, o un derivado farmacéuticamente aceptable
de este, que tiene un peso molecular promedio inferior a 10 000 Da para uso para aumentar el flujo sanguineo en
un sujeto que sufre isquemia.

Un aspecto relacionado de las realizaciones define un procedimiento para aumentar el flujo sanguineo en un sujeto
que sufre isquemia. El procedimiento comprende administrar al sujeto sulfato de dextrano, o un derivado
farmacéuticamente aceptable de este, que tiene un peso molecular promedio inferior a 10 000 Da. Otro aspecto
relacionado de las realizaciones define el uso de sulfato de dextrano, o un derivado farmacéuticamente aceptable
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de este, que tiene un peso molecular promedio inferior a 10 000 Da para la fabricacion de un medicamento para
aumentar el flujo sanguineo en un sujeto que sufre isquemia.

En una realizacion particular, el sulfato de dextrano, o el derivado farmacéuticamente aceptable de este, es capaz
de aumentar el flujo sanguineo en un tejido u érgano isquémico del sujeto.

El tejido o el 6rgano puede ser un érgano periférico, el corazén o tejido del SNC, como el cerebro, como se planted
anteriormente.

Aun otro aspecto de las realizaciones se refiere a sulfato de dextrano, o un derivado farmacéuticamente aceptable
de este, que tiene un peso molecular promedio inferior a 10 000 Da para vascularizar el tejido isquémico en un
sujeto.

Un aspecto relacionado de las realizaciones define un procedimiento para vascularizar el tejido isquémico en un
sujeto. El procedimiento comprende administrar al sujeto sulfato de dextrano, o un derivado farmacéuticamente
aceptable de este, que tiene un peso molecular promedio inferior a 10 000 Da. Otro aspecto relacionado de las
realizaciones define el uso de sulfato de dextrano, o un derivado farmacéuticamente aceptable de este, que tiene un
peso molecular promedio inferior a 10 000 Da para la fabricacion de un medicamento para vascularizar el tejido
isquémico en un sujeto.

El tejido isquémico puede ser un organo periférico, el corazon o tejido del SNC, como el cerebro, como se planted
anteriormente.

La vascularizacién, es decir, la formacién de pequefios capilares, inducida o desencadenada por el sulfato de
dextrano de las realizaciones, es selectiva en términos de que tiene lugar en el tejido isquémico de un sujeto, pero
no en el tejido no isquémico, es decir, sano, del sujeto. La vascularizacién inducida de acuerdo con las realizaciones
se produce en el sitio donde se necesita, mientras que el tejido sano no se ve afectado (sin formacion significativa
de vascularizacion).

El sujeto es preferentemente un sujeto mamifero, mas preferentemente un primate y en particular un sujeto
humano. La presente realizacion, sin embargo, se puede utilizar también en aplicaciones veterinarias. Algunos
ejemplos no taxativos de sujetos animales incluyen primate, gato, perro, cerdo, caballo, ratén, rata.

Las realizaciones también se pueden aplicar a un tratamiento in vitro y/o ex vivo de tejidos y/u Organos
vascularizados para inducir la angiogénesis en el tejido y/u 6rgano vascularizado, aumentar el flujo sanguineo en el
tejido y/u érgano vascularizado y/o vascularizar un tejido y/u érgano vascularizado.

En tal caso, el sulfato de dextrano, o un derivado farmacéuticamente aceptable de este, se puede agregar al tejido
y/u érgano vascularizado en diversas aplicaciones in vitro oex vivo. Por ejemplo, el sulfato de dextrano, o un
derivado farmacéuticamente aceptable de este, se puede agregar a un medio de cultivo en el cual el tejido y/u
organo vascularizado se sumerge 0 se pone en contacto in vitro. Alternativa o adicionalmente, el tejido y/u érgano
vascularizado se puede rociar con una solucidbn que comprende sulfato de dextrano, o un derivado
farmacéuticamente aceptable de este. Ademas, si el tejido y/u 6érgano vascularizado se conecta a una bomba de
circulacion extracorpérea o dispositivo de oxigenacién por membrana extracorpdrea (ECMO), entonces el sulfato de
dextrano, o un derivado farmacéuticamente aceptable de este, se puede agregar a la sangre que se bombea a
través del tejido y/u érgano vascularizado.

EXPERIMENTOS
EJEMPLO 1
Evaluacion de la angiogénesis en un modelo de ratdn con isquemia critica de extremidades posteriores

La enfermedad arterial periférica (PAD) es una forma de enfermedad vascular periférica (PVD) en la cual hay una
obstruccion parcial o total del suministro de sangre a una extremidad, generalmente la pierna, lo que lleva a un
deterioro del flujo sanguineo y a la hipoxia en el tejido. Cuando la PAD avanza, alcanza la etapa de isquemia critica
de las extremidades (CLI) con Ulceras cutaneas, gangrena y amputaciones inevitables. La angiogénesis terapéutica
surgié como un medio no invasivo de promover la neovascularizacion en los tejidos isquémicos. Como se describe
en el presente estudio, la administracién subcutanea sistémica de sulfato de dextrano promueve la angiogénesis y
provoca la formacion de pequefios vasos sanguineos y la proliferacion de células endoteliales. En el presente
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estudio, se aplicé un modelo de isquemia grave estable (Journal of Experimental and Clinical Medicine 31, 128-132
(2006)) para evaluar la seguridad y la eficacia del sulfato de dextrano sobre la angiogénesis y el resultado funcional.

Materiales

El sulfato de dextrano con un peso molecular promedio dentro de un intervalo de entre 5-7 kDa se obtuvo de pK
Chemicals A/S, Dinamarca. En las figuras 1-4, 6, 7, el sulfato de dextrano se indica como TM-700.

El dia anterior al inicio del estudio se preparé una solucién de inyeccion de sulfato de dextrano. Como vehiculo, se
utilizé NaCl al 0,9 % (solucién salina) (Teva Pharmaceutical Industries Ltd). La solucién de inyeccion se prepard
agregando el volumen correspondiente de NaCl al compuesto pesado para obtener una concentracion objetivo para
la administracion (10 o 30 mg/kg de peso corporal). El sulfato de dextrano se disolvié mediante agitacién en voértex o
simplemente girando el tubo unas cuantas veces. Se almacend la solucién a 2-8 °C durante la noche para que los
agregados se estabilizaran. Al dia siguiente, se agité en vortex el tubo y se filtro la solucién a través de un filtro de
0,2 um para obtener una solucion estéril. Se prepararon las soluciones en el dia 7, para usar en los dias 8-21, y se
realizé una segunda preparacion en el dia 21, para usar en los dias 22-35. Se almacené la solucién a 2-8 °C entre
las fechas de aplicacion.

En total 60 ratones Balb/c macho, de 9 semanas, con un peso corporal promedio de 24,7 g en el inicio del estudio
(dia 0) se obtuvieron de Harlan Laboratories, Israel. El peso minimo y maximo registrado en cada grupo se
encontraba dentro del intervalo de +20 % de la media del grupo. Los animales se manipularon de acuerdo con el
Instituto Nacional de Salud (NIH) y la Asociacién para la Evaluacion y Acreditacion del Cuidado de los Animales de
Laboratorio (AAALAC). Los animales se colocaron en jaulas de polisulfona (PSU) (5/jaula) que median 42,5 x 265,6
x 18,5 cm, con parrilla superior de acero inoxidable con instalaciones para alimentos granulados y agua potable en
botella de policarbonato transparente; lecho: se utilizé cascara de arroz esterilizada al vapor (Harlan, Sani-chip, n.°
de cat.: 106S8216) y el material del lecho se cambié junto con la jaula al menos dos veces por semana. Los
animales se alimentaron ad libitum con alimento para roedores comercial (Teklad Certified Global 18 % Protein Diet
n.° de cat.: 106S8216). Los animales tenian acceso libre a agua potable esterilizada en autoclave y acidificada (pH
entre 2,5 y 3,5) obtenida del suministro municipal. Los animales se mantuvieron en condiciones estandar de
laboratorio, con aire acondicionado y filtrado (HEPA F6/6) con suministro adecuado de aire fresco (minimo 15
cambios de aire/hora). Los animales se mantuvieron en un ambiente con clima controlado. El intervalo de
temperaturas era 20-24 °C y el intervalo de RH era 30-70 % con un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad.

Procedimiento quirargico

El dia de la cirugia, se indujo la anestesia mediante isoflurano a entre el 1,5y el 3,0 %, N,O al 1,5% y O, al 0,5 % .
Bajo anestesia, los ratones se colocaron con el lado ventral hacia arriba. Se realizé una incisién de 0,5-1,0 cm en la
piel en el area inguinal. La arteria femoral se ligé proximalmente justo después de la parte distal de la arteria iliaca y
distalmente después de la bifurcacion con la arteria femoral profunda con hilo de seda 6-0, se seccioné y se extirpo
entre dos ligaduras. Se cerro la herida con hilo de seda 4-0 y se dejo que los ratones se recuperaran.

Tratamiento con sulfato de dextrano

En el dia 8, semana 2 después de la cirugia, cada animal en los grupos 2M y 3M se inyecté con solucién de sulfato
de dextrano s.c. tres veces por semana. Los animales en el grupo 4M se inyectaron s.c. una vez por semana y los
del grupo 1M recibieron tratamiento de vehiculo (NaCl), véase la tabla 1.

Tabla 1 - Asignacién de grupos

Grupo Tratamiento Volumen |Via de administracién

1M (n=15) |Control de vehiculo

2M (n=15) | Sulfato de dextrano 10 mg/kg s.c. repetido tres veces por semana
3M (n=15) | Sulfato de dextrano 30 mg/kg 10 mikg

4M (n=15) | Sulfato de dextrano 30 mg/kg s.c. repetido una vez por semana

Mediciones de peso corporal
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El peso corporal se midi6 el dia del estudio -1 antes de la cirugia y una vez por semana a partir de ese momento.
Entre el dia 0 y el dia 7, se observé una pequefia reduccién en el peso corporal medio en todos los grupos de
animales 1M, 2M, 3M y 4M que oscila entre 1,1 g y 1,6 g, véase la figura 1. A partir del dia 14, se observo un
aumento gradual del peso. En consecuencia, entre el dia 0 y el dia 35, el aumento medio en el peso corporal oscilé
entre 0,4 gy 1,7 g, véase la tabla 2.

Tabla 2 - Cambio medio con respecto a la referencia en el peso corporal por grupo de estudio

Grupo | Tratamiento Cambio en el peso corporal medio desde el dia 0

1M
2M

3M

4M

hasta el dia 35 (g)
Vehiculo 3 veces/semana 0,4

Sulfato de dextrano 10 mg/kg 31,0
veces/semana

Sulfato de dextrano 30 mg/kg 31,7
veces/semana

Sulfato de dextrano 30 mg/kg 1 1,0
vez/semana

Mediciones de flujo sanguineo

Los flujos sanguineos en las piernas de ambos lados se midieron con un Doppler laser sin contacto antes de la
cirugia en el dia -1 y en los dias: 1, 7, 14, 21, 28 y 35 después de la operacién. Las mediciones del flujo sanguineo
se expresaron como la relacion entre el flujo en la extremidad isquémica y el de la extremidad normal.

Todos los grupos de animales 1M, 2M, 3M y 4M presentaron un aumento en el flujo sanguineo medio en la
extremidad operada entre el dia 1 y el dia 35, véase la figura 2. El flujo sanguineo medio aumenté desde la
referencia después de la cirugia en el grupo tratado con sulfato de dextrano 2M (10 mg/kg 3 veces/semana) en 46,7
unidades; en el grupo tratado con sulfato de dextrano 3M (30 mg/kg 3 veces/semana) en 59,3 unidades y en el
grupo tratado con sulfato de dextrano 4M (30 mg/kg 1 vez/semana) en 51,1 unidades en comparaciéon con un
aumento de 19,5 unidades en el grupo de control de vehiculo 1M. Esto representa un aumento de 2,2, 3,0y 2,8
veces respectivamente en el flujo sanguineo medio debido al tratamiento con sulfato de dextrano, véase la tabla 3 y

la figura 2.

Tabla 3 - Cambio medio en el flujo sanguineo por grupo de estudio

Grupo | Tratamiento Cambio medio en el flujo sanguineo en el dia 35
frente al dia 1
1M Vehiculo 3 veces/semana 19,5
2M Sulfato de dextrano 10 mg/kg 3 46,7
veces/semana
3M Sulfato de dextrano 30 mg/kg 3 59,3
veces/semana
4M Sulfato de dextrano 30 mg/kg 1 51,1
vez/semana
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La figura 8 compara el flujo sanguineo medido en un ratén de control (grupo 1M) y un ratén tratado con sulfato de
dextrano de acuerdo con el grupo 3M. La figura muestra imagenes de un Doppler laser sin contacto 35 dias
después de la ligacion de la arteria femoral de la extremidad posterior izquierda.

Evaluacion macroscopica de la gravedad isquémica

La evaluacion macroscopica de la extremidad isquémica se realiz6 en el dia 7 y una vez por semana a partir de ese
momento utilizando grados morfoldgicos para el area necrotica, véase la tabla 4.

Tabla 4 - Grados morfolégicos para el area necrética

Grado Descripcion
0 ausencia de necrosis

1 necrosis que se limita al dedo del pie (pérdida del dedo del pie)

2 | necrosis que se extiende hasta el dorsum pedis (pérdida del pie)
3 |necrosis que se extiende hasta raiz (pérdida de la rodilla)

4 | necrosis que se extiende hasta el muslo (pérdida total del miembro posterior)

Se evalué macroscépicamente la extremidad isquémica semanalmente desde el dia 7 hasta el dia 35 utilizando
escalas morfolégicas graduadas para el area necrética, véase la tabla 4. En todos los grupos de animales tratados
con vehiculo y sulfato de dextrano se encontrd necrosis en los dedos de los pies o amputacion de los pies
(clasificacién de 1 a 2, véase la tabla 6). Las tasas porcentuales de amputacion de pies en cada grupo de
tratamiento se muestran en la tabla 5 y en la tabla 6. Se encontré6 amputacion de pies en el grupo de control tratado
con vehiculo 1M (15,4 %) y en el grupo tratado con sulfato de dextrano 4M (30 mg/kg 1 vez/semana) (7,1 %). La
tasa de necrosis de los dedos de los pies en el grupo de control tratado con vehiculo 1M fue de 23,1 % animales.
En los grupos de animales tratados con sulfato de dextrano 2M y 3M, 35 dias después de la induccion de HLI, la
tasa de necrosis de los dedos de los pies fue de 21,4 % y 14,3 % respectivamente. En el grupo de animales 4M
tratado con sulfato de dextrano no se produjo incidencia de necrosis de los dedos de los pies (tabla 6).

Tabla 5 - Incidencia de ratones con necrosis en los dedos de los pies y las extremidades en el dia 7

Grupo | Incidencia de ratones con necrosis en los |Incidencia de ratones con amputacion de

dedos de los pies (%) extremidades (%)
M 7,6 0,0
2M 0,0 0,0
3M 0,0 0,0
4M 0,0 0,0

Tabla 6 - Incidencia de ratones con necrosis en los dedos de los pies y las extremidades en el dia 35

Grupo |Incidencia de ratones con necrosis en los |Incidencia de ratones con amputacion de

dedos de los pies (%) extremidades (%)
1M 23,1 15,4
2M 21,4 0,0
3M 14,3 0,0
4M 0,0 7,1

Evaluacién in vivo de la funcion de las extremidades y el dafio isquémico
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Se realiz6 una evaluaciéon semicuantitativa del uso inadecuado de la extremidad isquémica una vez por semana
después de la cirugia utilizando la siguiente escala, véase la tabla 7.

Tabla 7 - Evaluacién de la funcion de las extremidades

Grado |Descripcion

0 flexionar el dedo del pie para resistir la traccion suave de la cola
1 flexion plantar

2 sin arrastre pero sin flexién plantar

3 arrastre de pie

La funcién de las extremidades se calific6 como "no aplicable” en el caso de amputacion parcial o total de las
extremidades. En tal caso, las mediciones del flujo sanguineo no se incluyeron en el andlisis estadistico.

En paralelo con las mediciones del flujo sanguineo y en comparacion con el grupo de control de vehiculo 1M, todos
los grupos tratados con sulfato de dextrano 2M, 3M y 4M presentaron mejores resultados en la mejora funcional de
las extremidades, véase la tabla 8 y la tabla 9 abajo y la figura 6.

Tabla 8 - Incidencia de ratones con puntuaciones de funcion de extremidades 0, 1, 2y 3 en el dia 7

Incidencia de |Incidencia de |Incidencia de |Incidencia de
ratones con |ratones con |ratones con |ratones con

Grupo | puntuacion de | puntuacion de |puntuacion de |puntuacion de
funcién de |funcién de |funcion de |funcion de
extremidades 0 (%) |extremidades 1 (%) |extremidades 2 (%) |extremidades 3 (%)

M 0,0 0,0 0,0 100,0

2M 0,0 0,0 21,4 79,6

3Mm 0,0 0,0 21,4 79,6

4M 0,0 0,0 7,1 92,9

Tabla 9 - Incidencia de ratones con puntuaciones de funcion de extremidades 0, 1, 2 y 3 en el dia 35

Incidencia de |Incidencia de |Incidencia de |Incidencia de
ratones con |ratones con |ratones con |ratones con

Grupo |puntuacion de | puntuacion de | puntuacion de | puntuacion de
funcién de | funcion de |funcion de |funcidn de
extremidades 0 (%) |extremidades 1 (%) |extremidades 2 (%) |extremidades 3 (%)

1M 9,1 72,7 0,0 18,2

2M 50,0 42,9 7,1 0,0

3M 72,4 215 7,1 0,0

aM 69,2 30,8 0,0 0,0

Inmunohistoquimica y andlisis de la densidad de capilares

Se sacrificaron los ratones al final del estudio el dia 36 Se inyectd conjugado de isotiocianato de fluoresceina (FITC)
- dextrano 500000 Da 10 mg/ml i.v. en una dosis de 200 pul por ratén 5 minutos antes del sacrificio de todos los
animales. El misculo del cuadriceps se disec6 en la parte coronaria. Se fijé el misculo en paraformaldehido nuevo
al 2,5 % (pH 7,4) durante 24 horas y después se incrustd en parafina para la actina de musculo liso (SMA) con
anticuerpos monoclonales de raton (Ab-1 anti-SMA, clon 1A4, 1:800, Thermo scientific) y CD34 con inmunotincién
anti CD34 (1:200, Cedralene). La incrustacidon en parafina se realizé segun el procedimiento de incrustacién
estandar.
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Se evaluaron las secciones manchadas y se fotografiaron con un microscopio de fluorescencia (E600; Nikon, Tokio,
Japon) equipado con objetivos plan flior conectados a una camara CCD (DMX1200F; Nikon). En estas condiciones
Cy3 muestra fluorescencia roja brillante: Ex (max.): 543 nm; Em (max.) 570 nm mientras que el dextrano de
fluoresceina muestra fluorescencia verde intensa (Ex (méax.): 488 nm; Em (max.): 530 nm). Las imagenes digitales
se recogieron y analizaron utilizando el software Image Pro+. Se tomaron cuatro secciones de muestras de muasculo
de las mismas areas de ocho animales de los grupos 1M, 3M y 4M. Se midié el area de los vasos sanguineos. La
densidad se expres6 como el nimero medio de capilares por campo de vista. Los vasos totales representaron todos
los vasos sanguineos en el area medida.

La cantidad de capilares positivos de CD34 fue mayor en los grupos tratados con sulfato de dextrano 3M y 4M en
comparacion con el grupo de control 1M en el dia 35 del estudio, véase las figuras 3, 4 y 5A-5C. La tincion positiva
de CD34 se consider6 como un indicio para la formacion de capilares pequefios y, por ende, los resultados
obtenidos respaldaron la mejora del flujo sanguineo observada en los grupos de animales tratados con sulfato de
dextrano. La tincion de dextrano confirmé que estos capilares estan en funcionamiento y activos. La tincion de SMA
revel6 el mismo aumento en las formaciones de capilares que la tinciéon de CD34, véase la figura 7.

La figura 4 muestra claramente que el sulfato de dextrano de las realizaciones solo induce la angiogénesis en el
tejido isquémico, es decir, en la extremidad derecha, y no en el tejido no isquémico, es decir, la extremidad
izquierda. Por ende, el sulfato de dextrano de las realizaciones provoca una induccién selectiva de la angiogénesis
solo donde se necesita.

Angiogénesis inadecuada es una de las caracteristicas de las enfermedades isquémicas. La diana mas establecida
para angiogénesis terapéutica ha sido VEGF y sus receptores. Sin embargo, los ensayos clinicos para aliviar la
isquemia fueron decepcionantes, lo que indica la necesidad de nuevas dianas terapéuticas para tratar
enfermedades isquémicas.

En el presente estudio, se examind la mejora del flujo sanguineo en el modelo de isquemia de extremidades
posteriores de raton para evaluar la eficacia del sulfato de dextrano. La administracion de sulfato de dextrano
repetida (tres veces por semana) o (una vez por semana) en una dosis de 30 mg/kg s.c. restaurd significativamente
la perfusion sanguinea en comparacion con el control tratado con vehiculo. En el dia 35, se observaron valores de
perfusion de flujo sanguineo de dos y medio a tres veces mas altos en los grupos tratados con sulfato de dextrano
en comparacion con el grupo de control, con un efecto estadisticamente significativo a partir de los catorce dias
después del tratamiento.

Los datos agrupados del estudio confirmaron la eficacia terapéutica del sulfato de dextrano administrado s.c. para el
tratamiento de la enfermedad arterial periférica oclusiva en el modelo animal de ratén Balb/c. Las amputaciones
espontaneas o la tasa de necrosis de los dedos del pie también disminuyeron en los animales tratados con sulfato
de dextrano en comparacién con el grupo de control. El tratamiento con sulfato de dextrano mejoro la restauracion
funcional de las extremidades en todo el grupo de animales tratado con farmacos en comparacion con el control
tratado con vehiculo. El tratamiento con sulfato de dextrano no provocd ningun efecto adverso en los animales
tratados.

Los hallazgos de inmunohistoquimica confirmaron los resultados in vivo. En conjunto, los datos de este estudio
confirmaron la eficacia terapéutica del sulfato de dextrano para el tratamiento de la enfermedad arterial periférica
oclusiva en el modelo de raton.

El tratamiento con sulfato de dextrano en ratones con isquemia de extremidades posteriores dio como resultado una
recuperacion rapida y significativa del flujo sanguineo, medida por Doppler laser y demostrada también por la
disminucion de la gravedad isquémica de las extremidades y una mejora mas rapida de la funciéon de las
extremidades.

No se registré ningun efecto adverso sobre la salud general en ninguno de los grupos. Estos datos se confirmaron
por la evaluaciéon inmunohistoquimica. Los hallazgos reflejan los cambios en la morfologia de los vasos sanguineos,
es decir, el aumento de la densidad de los capilares y la angiogénesis de los vasos sanguineos.

EJEMPLO 2

Evaluacion de la eficacia de la angiogénesis en un modelo de apoplejia en ratas
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El modelo de ratas de tMCAO de apoplejia se utilizé para evaluar la eficacia del tratamiento con sulfato de dextrano.
Se trataron las ratas con sulfato de dextrano durante 28 dias mediante inyecciones subcutaneas, comenzando dos
horas después del procedimiento quiriirgico, ya sea con 30 mg/kg tres veces por semana o con una dosis diaria de
15 mg/kg. Durante el estudio, se monitorizaron las funciones neurolégicas, motoras y somatosensoriales en una
bateria de pruebas de comportamiento.

Se demostraron diferencias claras entre los grupos tratados con sulfato de dextrano y el grupo de control tratado
con el vehiculo. Se demostré mejora en las funciones motoras, segun lo evaluado por Neuroscore, la prueba de
paso y la prueba de balanceo corporal, en ambos grupos tratados con farmacos. Las funciones motoras sensoriales
también se recuperaron después del tratamiento con sulfato de dextrano. Es probable que el efecto de los
tratamientos con sulfato de dextrano deba atribuirse a su actividad angiogénica. Esta conclusién fue apoyada por un
aumento en la perfusion sanguinea cerebral y en la densidad de los capilares positivos de actina de musculo liso
(SMA) en el hemisferio afectado. El tratamiento con sulfato de dextrano también redujo la respuesta inflamatoria en
comparacion con el control tratado con vehiculo.

A la luz de estos hallazgos, se puede concluir que el tratamiento con sulfato de dextrano mejor6 claramente los
déficits motores y somatosensoriales, asi como la perfusion sanguinea cerebral y la actividad angiogénica en el
modelo de apoplejia de ratas.

La apoplejia es una causa importante de discapacidad grave a largo plazo y la tercera causa principal de muerte en
Estados Unidos. Se estima que los costos totales de salud por discapacidad debido a apoplejias son de 53,6 mil
millones de dolares anuales. Las apoplejias isquémicas comprenden mas del 88% de todas las apoplejias, lo que
las convierte en el tipo mas comun de lesion cerebrovascular. Las afecciones isquémicas en el cerebro provocan la
muerte neuronal, lo que produce déficits sensoriomotores permanentes. Ahora estd claro que el tratamiento
inmediato para los pacientes con apoplejias a menudo es imposible en el &mbito clinico. Los médicos necesitan de
forma urgente nuevas estrategias de tratamiento para los tratamientos de apoplejias.

Se han utilizado varios modelos animales para estudiar la isquemia cerebral en un esfuerzo por comprender su
fisiopatologia e identificar estrategias terapéuticas para reducir al minimo la gravedad del dafio isquémico. La
isquemia focal provoca un infarto cerebral localizado y es inducida por la oclusién de la arteria cerebral media
(MCAO) en las ratas. Ha obtenido una aceptacion cada vez mayor como modelo para el infarto hemisférico en los
seres humanos. Después de MCAO se produce un infarto cortical y estriatal con evoluciéon temporal y espacial
dentro del territorio vascular suministrado por la arteria cerebral media.

En la Ultima década, se han recogido cada vez mas pruebas para la evaluacion del comportamiento en los estudios
de apoplejia en animales. Se encontré que la mejora funcional es altamente fiable como medida de la eficacia
terapéutica. Uno de los tratamientos innovadores mas prometedores para las complicaciones vasculares en la
apoplejia es la angiogénesis terapéutica, que surgi6 como un medio no invasivo para promover la
neovascularizacion en los tejidos isquémicos.

En este estudio se estudié el potencial neuroprotector y rehabilitador del sulfato de dextrano en el modelo de
apoplejia en ratas MCAO transitorio.

Materiales

El sulfato de dextrano con un peso molecular promedio dentro de un intervalo de entre 5-7 kDa se obtuvo de pK
Chemicals A/S, Dinamarca. En las figuras 9-16, el sulfato de dextrano se indica como TM-700.

Se disolvio sulfato de dextrano en NacCl al 0,9 % (solucion salina) (Teva Pharmaceutical Industries Ltd) hasta una
concentracion de 60 mg/ml para la inyeccién tres veces por semana y 30 mg/ml para la inyeccion diaria. La
formulacion se mantiene estable durante una semana. Los animales recibieron 0,5 ml/kg, igual a 30 y 15 mg/kg de
peso corporal.

En total, 46 ratas SD macho con un peso corporal promedio de 342 g en el inicio del estudio (dia 0) se obtuvieron
de Harlan Laboratories, Israel. El peso minimo y maximo registrado en cada grupo se encontraba dentro de un
intervalo de +20 % del peso medio del grupo. Los animales se manipularon de acuerdo con las directrices del
Instituto Nacional de Salud (NIH) y la Asociacion Internacional para la Evaluacion y Acreditacién del Cuidado de
Animales de Laboratorio (AAALAC). Los animales se colocaron en jaulas de polietileno (5/jaula) que median 35 x
30 x 15 cm, con parilla superior de acero inoxidable que facilitaba alimento granulado y agua potable en botella de
plastico; material de lecho: se utilizd vaina de arroz paddy limpia esterilizada con vapor (Harlan, Sani-chip n.° de
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cat..:2018SC+F) y es cambi6 el material de lecho junto con la jaula al menos dos veces por semana. Los animales
se alimentaron ad libitum con alimento para roedores comercial (Teklad Certified Global 18 % Protein Diet n.° de
cat.: 106S8216). Los animales tenian acceso libre a agua potable esterilizada en autoclave y acidificada (pH entre
2,5y 3,5) obtenida del suministro municipal. Los animales se colocaron en jaulas en condiciones de laboratorio
estandar, se climatizaron con aire acondicionado y se filtraron (HEPA F6/6) con suministro de aire fresco adecuado
(minimo 15 cambios de aire/hora). Los animales se mantuvieron en un entorno controlado climatizado. El intervalo
de temperaturas era 20-24 °C y el intervalo de RH era 30-70 % con un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad.

Procedimiento quirGrgico

El dia de la cirugia, se indujo la anestesia con isoflurano al 4 % en una mezcla de N2O al 70 %y O, al 30 % y se
mantuvo con isoflurano al 1,5-2 %.

Se realiz6 la oclusion de la arteria cerebral media transitoria de acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente
enStroke 29, 2162-2170 (1998). La arteria car6tida comin derecha (CCA) se expuso a través de una incision en el
cuello de la linea media y se disecciond cuidadosamente, sin los nervios y fascias circundantes, desde su
bifurcaciéon hasta la base del craneo. Las ramas de la arteria occipital de la arteria carétida externa (ECA) se
aislaron, y estas ramas se disecaron y se coagularon. El ECA se disecé mas distalmente y se coagul6 junto con las
ramas terminales de las arterias lingual y maxilar, que luego se dividieron. Se aisl6 la arteria carétida interna (ICA) y
se separé cuidadosamente del nervio vago adyacente, y se ligo la arteria pterigopalatina cerca de su origen con una
sutura de nylon 5-0 (SMI, Bélgica). A continuacion, se atdé suavemente una sutura de seda 4-0 alrededor del mufién
ECA movilizado y se insert6 una sutura de nylon de monofilamento 4-0 de 4 cm de largo (la punta de la sutura se
suavizé con una llama y se recubrié la sutura con polilisina antes de la insercién) a través de la parte proximal de
ECA dentro de ICA y luego dentro del circulo de Willis, lo cual efectivamente obstruy6 la MCA. La herida quirtrgica
se cerr6 y los animales se devolvieron a las jaulas para recuperarse de la anestesia. Dos horas después de la
oclusién se volvieron a anestesiar las ratas, se retiré el monofilamento para permitir la reperfusion, se cerr6 la herida
quirdrgica y las ratas volvieron a sus jaulas.

Una hora después de la oclusion, los animales se sometieron a una evaluacion neuroldgica utilizando los
"Neuroscore for exclusion criteria". Solamente se incluyeron en el estudio animales con una puntuacién global = 10.

Tratamiento con sulfato de dextrano

Comenz6 dos horas después de la oclusion (inmediatamente después de la reperfusion), los animales en los grupos
2My 3M (sulfato de dextrano en dosis de 30 mg/kg tres veces por semana o0 15 mg/kg diariamente) y los animales
en el grupo 1M (control de vehiculo) se inyectaron por via subcutanea, véase la tabla 10.

Tabla 10 - Asignacion de grupos

Grupo Tratamiento Dosis Administracion Duracion del tratamiento
(dias)

1M Vehiculo 0 s.c. 3 veces por

(n=13) semana

2M Sulfato de |30 28

(n=15) dextrano mg/kg

3M Sulfato de |15 s.c diariamente

(n=15) dextrano mg/kg

Andlisis de datos

A menos que se especifique lo contrario, todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando ANOVA de dos vias
para mediciones repetidas, seguido de pruebas de comparacion post-hoc de Bonferroni.

Pesos corporales

A lo largo del estudio, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el peso corporal entre los
distintos grupos de tratamiento, véase la figura 9.
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Puntuacion de la prueba neurolégica (Neuroscore)
Evaluacion: antes de la operacién, una hora después de la oclusién y en los dias 7, 14, 21y 28

Se realizé la escala de calificacion neurolégica modificada (MNRS). La persona que hizo las evaluaciones de
comportamiento no estaba al tanto del farmaco/dosis administrado (prueba a ciegas). Se realiz6 Neuroscore con
una puntuacion total de 18 de acuerdo con Stroke 32, 1005-1011 (2001).

El Neuroscore incluyd un conjunto de pruebas clinico-neurolégicas (compuesto de pruebas motoras, sensoriales, de
reflejos y de equilibrio) que se utilizaron para evaluar el efecto de los tratamientos evaluados. El Neurocoscore se
calificé en una escala de 0 a 18 (en la que la puntuacién normal es 0 y la puntuacion de déficit maxima esta
representada por 18). Como se esperaba, en todos los grupos de ratas se observd una fuerte disminucion de las
funciones neurolégicas dos horas después de la inducciéon de tMCAO, con una mejora espontanea a lo largo del
tiempo a partir de ese momento. Se mostraron diferencias estadisticamente significativas en los grupos tratados con
2M con 30 mg/kg de sulfato de dextrano tres veces por semana y 3M tratados con 15mg/kg de sulfato de dextrano
diariamente, en comparacion con el control tratado con vehiculo, desde la primera prueba en el dia 7 a lo largo del
estudio hasta el dia 28, véase la figura 10. No se encontraron diferencias estadisticas entre los dos programas de
dosificacion 2M y 3M.

Prueba de paso

Evaluacidn: antes de la operaciéon y en los dias 7, 14, 21y 28

Se analizaron los animales para detectar acinesia de extremidad anterior utilizando la prueba de paso. El animal se
sujeté con las extremidades traseras y una de las extremidades delanteras fijadas con una mano, y la pata
delantera sin sujetar se arrastré a lo largo de la mesa. Se conté la cantidad de pasos de ajuste mientras el animal se
movia lateralmente a lo largo de la superficie de la mesa (85 cm en aproximadamente cinco segundos), en la
direccién de la derecha y del revés para ambas extremidades anteriores.

Se analizaron los animales para detectar acinesia de las extremidades anteriores en la prueba de paso,
comunmente utilizada para la medicion de la funcién neuromuscular, como un indice para la funcién motora del
animal. Se observo cierta mejora en la funcién motora con el tiempo en todos los animales que fueron sometidos a
tMCAO, principalmente como resultado de la recuperacion funcional espontanea. Sin embargo, la mejora funcional
en ratas tratadas con sulfato de dextrano fue mas pronunciada en comparacion con los controles tratados con
vehiculos. En ambos grupos de animales tratados, el grupo 2M y el 3M, esta mejora alcanzd significancia
estadistica en comparacion con el control a partir de la primera prueba en el dia 7 y continué mejorando hasta la
finalizacion del estudio en el dia 28, véase la figura 11. No se encontraron diferencias estadisticas entre los dos
programas de dosificacion 2M y 3M.

Colocacion de las extremidades anteriores
Evaluacidn: antes de la operacion y en los dias 7, 14, 21y 28

Para la prueba de colocacion de las extremidades anteriores, el examinador sostiene la rata cerca de un tablero y
califica la capacidad de la rata de colocar la extremidad anterior en el tablero en respuesta a una estimulacion en los
bigotes, visual, tactil o proprioceptiva. Se obtuvieron subpuntuaciones separadas para cada modo de entrada
sensorial y se sumaron para obtener las puntuaciones totales (0 = normal, 12 = deterioro maximo).

Prueba de colocacion de las extremidades anteriores (0-12):
Colocacién de bigotes (0-2);
Colocacion visual (hacia adelante (0-2), hacia los lados (0-2))
Colocacion tactil (dorsal (0-2), lateral (0-2))
Colocacion proprioceptiva (0-2).

Para cada subprueba, los animales se puntuaron de la siguiente manera:
0,0 = respuesta inmediata
0,5 = respuesta en 2 segundos
1,0 = respuesta de 2-3 segundos
1,5 = respuesta de >3 segundos
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2,0 = sin respuesta

La prueba de colocacién de las extremidades anteriores se utilizé para evaluar las deficiencias somatosensoriales y
sensoriales motoras. De manera similar a las otras pruebas, se observé cierta mejora espontanea en los déficits
motores sensoriales a lo largo del tiempo en todos los animales que se sometieron a tMCAO. Sin embargo, todas
las ratas tratadas con sulfato de dextrano mostraron una mejora estadisticamente significativa en comparacion con
el tratamiento con control de vehiculo, comenzando el dia 14 y hasta la finalizacién del estudio el dia 28, véase la
figura 12. En el grupo 3M, la mejora de los déficits motores sensoriales ya alcanz6 significancia estadistica en la
primera prueba del dia 7.

Estudio de balanceo del cuerpo
Evaluacion: antes de la operacion y en los dias 7, 14, 21y 28

La rata se sostuvo aproximadamente a una pulgada de la base de la cola. Después se elevé a una pulgada por
encima de la superficie de una mesa. La rata se mantuvo en el eje vertical, definido como no méas de 10° a la
izquierda o a la derecha. Se registr6 un balanceo cuando la rata mueve su cabeza fuera del eje vertical a ambos
lados. Antes de intentar otro balanceo, la rata volvié a la posicién vertical para que se contara el siguiente balanceo.
Se contaron veinte balanceos en total. Una rata normal tipicamente tiene un nimero igual de balanceos a cada
lado. Después de la isquemia focal, la rata tiende a balancearse hacia el lado contralateral (lado izquierdo en este
caso). Las puntuaciones de balanceo corporal se expresan como porcentaje de balanceos hacia la derecha sobre el
total de balanceos. Hubo una recuperacion parcial espontanea de las puntuaciones de balanceo corporal (hacia el
50%) durante el primer mes después de la apoplejia.

Los animales se sometieron a pruebas de acinesia de las extremidades anteriores en la prueba de balanceo
corporal, comunmente utilizada para la medicion de las funciones neuromusculares. Se observé cierta mejora
espontanea en la funcién motora a lo largo del tiempo en todos los animales que se sometieron a tMCAO. Sin
embargo, todas las ratas tratadas con sulfato de dextrano mostraron una mejora estadisticamente significativa en
comparacion con el tratamiento con control de vehiculo, comenzando en la primera prueba el dia 7 y hasta la
finalizacion del estudio el dia 28, véase la figura 13. No se encontraron diferencias estadisticas entre los dos grupos
de dosificacién 2M y 3M.

Evaluacidn del flujo sanguineo cerebral
Evaluacion: dia 29

La evaluacion del flujo sanguineo en la corteza cerebral y la constriccion de los vasos se llevaron a cabo utilizando
el sistema de laser Doppler Flow-R, donde se monitorizé el flujo sanguineo intracraneal y el didmetro de los vasos
(constriccion/dilatacion). Esto se llevo a cabo el dia 29 después de la iniciacion de la apoplejia. El procedimiento de
Doppler se realizé mientras los animales se encontraban con anestesia de isoflurano.

Los animales también fueron examinados para la restauracién del flujo sanguineo cerebral en el hemisferio dafiado
el dia 29. Se observo una mejora estadisticamente significativa en la tasa de perfusion sanguinea cerebral en todos
los animales que se sometieron a tMCAQ y se trataron con sulfato de dextrano (grupo 2M y 3M) frente al grupo
tratado con vehiculo de control 1M. La proporcion del didmetro de los vasos también aumentd en animales tratados
con sulfato de dextrano frente al control, véase las figuras 14 y 15.

Recoleccién de muestras y sacrificio

El dia 30 después de MCAO, las ratas se anestesiaron con ketamina/xilacina y recibieron perfusion
transcardiacamente por paraformaldehido amortiguado (PFA) al 4 %. Se recolectaron los cerebros fijos en PFA
amortiguado al 4 % para la inmunotincién y la evaluacion histolégica.

Se tomaron dos secciones de muestras de cerebro de las mismas areas de seis animales de los grupos 1My 3M.
Los capilares se contaron con microscopio en un total de tres campos aleatorios de cada seccién. La densidad se
expres6 como el nimero medio de capilares por campo de vista. El tratamiento con sulfato de dextrano 15 mg/kg
diariamente aument6 la cantidad de capilares 30 dias después de la apoplejia, en comparacion con el grupo de
control tratado con vehiculo.

Se observé una mejora en la cantidad de capilares de SMA con didmetro menor a 30 um en animales que se
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sometieron a tMCAO, y que se trataron con sulfato de dextrano 15 mg/kg diariamente, en comparacion con el grupo
de control tratado con vehiculo, como resultado del efecto angiogénico, véase la figura 16.

Las figuras 17A y 17B ilustran el efecto del tratamiento en la densidad de capilares para una rata del grupo de
control de vehiculo (figura 17A) y del grupo de sulfato de dextrano (15 mg/kg, diariamente) (figura 17B).

Mortalidad y signos clinicos

Murieron dieciocho ratas durante el estudio. Una rata muri6 justo después de la reperfusion antes de la dosificacion,
y diecisiete ratas dentro de las 10 horas después de la dosificacion (6 en el grupo 1M, 6 en el grupo 2M y 5 en el
grupo 3M). No se observaron signos clinicos adversos no relacionados con el modelo en todos los grupos de
animales.

El modelo de ratas de tMCAO de apoplejia tradicionalmente es un modelo aceptado para evaluar la eficacia
neuroprotectora y de rehabilitacién de los tratamientos con farmacos. Este modelo se utilizd en el presente estudio
para evaluar la eficacia del tratamiento con sulfato de dextrano en dos programas de dosificacion. Se trataron las
ratas con sulfato de dextrano durante 28 dias mediante inyecciones subcutaneas, comenzando dos horas después
del procedimiento quirlrgico, ya sea con 30 mg/kg tres veces por semana o con una dosis diaria de 15 mg/kg.
Durante el estudio, se monitorizaron las funciones neuroldgicas, motoras y somatosensoriales en una bateria de
pruebas de comportamiento.

Tal como se esperaba, se observo cierta recuperacion espontanea de las funciones neurolégicas durante el
seguimiento de 28 dias después de la induccion de la apoplejia. Sin embargo, se demostraron diferencias claras
entre los grupos tratados con sulfato de dextrano y el grupo de control tratado con el vehiculo. Sin embargo, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los dos cronogramas de dosificacion. Se demostrd
mejora en las funciones motoras, segun lo evaluado por Neuroscore, la prueba de paso y la prueba de balanceo
corporal, en ambos grupos tratados con farmacos (figuras 10, 11 y 13). Las funciones motoras sensoriales también
se recuperaron después del tratamiento con sulfato de dextrano (figura 12). Los efectos beneficiosos se observaron
a partir de la primera prueba el dia 7 del tratamiento y continuaron mejorando hasta la finalizacién del estudio el dia
28. Los efectos observados no pueden atribuirse a diferencias en la salud general de las ratas, ya que todos los
grupos aumentaron de peso a la misma velocidad sin diferencias significativas entre ellos (figura 9). Ademas, no se
observaron diferencias en los signos clinicos generales. Es probable que el efecto de los tratamientos con sulfato de
dextrano deba atribuirse a su actividad angiogénica. Esta conclusion fue apoyada por un aumento en la perfusiéon
sanguinea cerebral y en la densidad de los capilares positivos de SMA en el hemisferio afectado. El tratamiento con
sulfato de dextrano también redujo la respuesta inflamatoria en comparacién con el control tratado con vehiculo.

A la luz de estos hallazgos, se puede concluir que el tratamiento con sulfato de dextrano mejoré claramente los
déficits motores y somatosensoriales, asi como la perfusion sanguinea cerebral y la actividad angiogénica en el
modelo de apoplejia de ratas.

Por ende, se ha demostrado que el sulfato de dextrano de las realizaciones induce de forma selectiva la
angiogénesis en modelos de CLI (ejemplo 1) y apoplejia (ejemplo 2). Los resultados experimentales indican que
incluso un tratamiento atrasado (dia de inicio 15 después de la ligacion) es efectivo. Las dosis dentro del intervalo
de entre 3 y 30 mg/kg (s.c.) son eficaces y todos los protocolos de administracion de dosis Unica, una vez
semanalmente y 3 veces por semana son eficaces. La histologia documenta la formacion de vasos funcionales
recién formados. Por ende, el sulfato de dextrano de las realizaciones proporciona un efecto selectivo en areas
isquémicas.

EJEMPLO 3
Evaluacién de sulfato de dextrano en un modelo de infarto de miocardio

El presente estudio evalu6 la eficacia angiogénica del tratamiento con sulfato de dextrano en un modelo de rata de
infarto de miocardio.

El corazon tiene capacidad regenerativa limitada, por lo que la pérdida de musculo debido a infarto de miocardio
agudo (MI) normalmente se reemplaza por tejido cicatricial no contractil con vascularizacion limitada. La promocién
de la angiogénesis y el aumento de la perfusion del tejido es una estrategia prometedora para la reparacién
cardiaca después de MI.
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Materiales y procedimientos

El modelo de infarto de miocardio en rata implico ligaciones de la arteria coronaria izquierda permanentemente con
una sutura intramural. La cirugia provocé obstruccién del flujo sanguineo y, posteriormente, dafio isquémico grave e
infarto de las paredes cardiacas.

En total, 150 ratas SD hembra que tenian un peso corporal promedio de 178 g en el inicio del estudio (dia 0) se
obtuvieron de Harlan Laboratories, Israel. Se alimentaron animales ad libitum con una dieta para roedores comercial
(dieta de proteina al 18 % de Teklad Certified Global). Los animales tenian acceso libre a agua potable acidificada
(pH entre 2,5 y 3,5) obtenida del suministro municipal. Los animales se colocaron en jaulas en condiciones de
laboratorio estandar. El intervalo de temperaturas era 20-24 °C y el intervalo de RH era 30-70 % con un ciclo de 12
horas de luz y 12 horas de oscuridad.

El sulfato de dextrano con un peso molecular promedio dentro de un intervalo de entre 5-7 kDa se obtuvo de pK
Chemicals A/S, Dinamarca. El sulfato de dextrano se disolvi6 en NaCl al 0,9 % (salina) (Teva Pharmaceutical
Industries Ltd) para inyectarse por via subcutanea en dosis de 15 mg/kg o 3 mg/kg.

El dia de la cirugia, los animales se anestesiaron con una combinacién de 90 mg/kg de ketamina y 10 mg/kg de
xilacina. Para inducir MI, con anestesia y analgesia, se abrié el pecho de la rata mediante toracotomia izquierda, se
retird el pericardio y se ocluyd permanentemente la arteria coronaria izquierda proximal con una sutura intramural
(circulacién 117, 1388-1396 (2008)). Dos horas después de la cirugia, cada animal en todos los grupos tratados se
inyectaron s.c. con sulfato de dextrano o vehiculo salino de acuerdo con la tabla 11.

Tabla 11 - Asignacion de grupos

Grupo Tratamiento Volumen | S.C. Administracién

M . 3 veces por semana, comenzando el dia 1
_ Control de vehiculo

(n=30) durante 3 semanas

2M Sulfato de dextrano 15 3 veces por semana, comenzando el dia 1

(n=30) mg/kg durante 3 semanas

3M Sulfato de dextrano 15 |0,5 3 veces por semana, comenzando el dia 1

(n=30) mg/kg mil/kg durante 1 semana

4M Sulfato de dextrano 15 dosis tnica el dia 1

(n=30) mg/kg

5M Sulfato de dextrano 3 3 veces por semana, comenzando el dia 1

(n=30) mg/kg durante 1 semana

El dia 36 después de la induccion de M, las ratas se sacrificaron mediante inhalacion de CO; y los corazones se
recolectaron y se fijaron en solucién de formalina amortiguada al 4 %. Se realiz6 incrustacion en parafina de rutina
utilizando procedimientos histoldgicos estandar.

Para el fin de identificar el tamafio del MI, se utiliz6 tincidn tricromica de Masson. Nueve corazones de un grupo
tratado (2M) y ocho del grupo no tratado (1M) se dividieron transversalmente en cinco secciones que se incrustaron
en parafina. Se realizaron cinco secciones de parafina en 5 um en un microtomo Lika. Todas las secciones se
tiieron de acuerdo con el protocolo tricromico de Masson estandar. Las secciones se visualizaron en un sistema de
imagenes por computadora y el tamafio del infarto se marco y se calcul6 utilizando el programa ImageJ. El tamafio
del infarto se expres6 como el porcentaje de area de infarto (no tefiido) contra el area de ventriculo izquierdo total.
Para cada animal, se analizaron cinco secciones seriales, incluida una que contenia la ligadura, y se calculé el valor
medio de todas las secciones para cada corazén. Se utiliz6 marcador de inmunohistoquimica (actina de musculo
liso - SMA) para evaluar el conteo de densidad vascular.

Se realizd el conteo de densidad vascular por 1 mm cuadrado en el borde de la lesién del infarto del area de
miocardio afectada. Se tomaron imagenes utilizando un microscopio Olympus BX43 que utiliza aumento del objetivo
X40. Se realizé el conteo de densidad vascular de los vasos positivos de SMA utilizando un software de andlisis de
iméagenes - Image Pro Plus 5.1 de Media Cybernetics.
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Resultados

La figura 18 ilustra el tamafio del infarto 35 dias después de la induccién de MI. Todos los grupos de tratamiento
tuvieron tamafio de infarto promedio menor en comparacién con el grupo de control no tratado. Hubo una diferencia
considerable entre el grupo de tratamiento 2M y el grupo de control 1M.

La figura 19 compara la tincién de SMA 35 dias después de la induccién de Ml para el grupo de tratamiento 2M y el
grupo de control 1M. El tratamiento con sulfato de dextrano produjo una mayor densidad capilar de SMA en
comparacion con el control de vehiculo.

Las figuras 20A-20C ilustran imagenes de la tincion de SMA para la densidad vascular para dos ratas en el grupo
de tratamiento 2M (figuras 20A y 20B) y una rata en el grupo de control 1M (figura 20C). El tratamiento con sulfato
de dextrano produjo una mayor densidad vascular de SMA en comparacion con el control de vehiculo.

El sulfato de dextrano disminuy6 significativamente el volumen del infarto en el grupo tratado 2M después del infarto
de miocardio en ratas en comparacion con el grupo tratado con vehiculo de control. El mismo grupo tratado con
sulfato de dextrano revel6 una tendencia al aumento de la densidad de capilares en la region del infarto de los
corazones en comparacion con el grupo tratado con vehiculo de control. Por ende, el sulfato de dextrano promueve
la reparacion del miocardio y los vasos sanguineos y mejora la angiogénesis en la region del infarto después de un
infarto de miocardio. Esto puede mejorar la remodelacion ventricular izquierda a largo plazo y mejorar la
recuperacion de la funcion ventricular izquierda.

EJEMPLO 4
Evaluacidn de la eficacia de la angiogénesis en un modelo de isquemia de extremidades posteriores de rata

En el estudio descrito anteriormente en el ejemplo 1, se probd la eficacia angiogénica de sulfato de dextrano en un
modelo de isquemia grave estable en ratones. En este estudio, se aplicé un modelo de isquemia grave estable en
ratas (Toakai J Exp Clin Med 31(3), 128-13 (2006)) para evaluar la eficacia de sulfato de dextrano sobre la
angiogénesis y el resultado funcional mediante el uso de diferentes especies de animales.

Materiales

Se prepararon soluciones de sulfato de dextrano el dia antes del inicio del estudio. Se utilizé6 NaCl (salina) al 0,9 %
como vehiculo. El volumen relevante de NaCl se agreg6 al compuesto pesado para obtener la concentraciéon de 6 y
60 mg/ml, que corresponde a la administracion de 0,5 ml/kg para obtener la dosis de 3 y 30 mg/kg,
respectivamente. Se disolvid sulfato de dextrano (un peso molecular promedio dentro de un intervalo de 5-7 kDa se
obtuvo de pK Chemicals A/S, Dinamarca) mediante agitacion en vortex o simplemente girando el tubo unas cuantas
veces. Se almaceno la solucion a 4 °C durante la noche para que los agregados se estabilizaran. Al dia siguiente, el
tubo se mezclé en vortex y se filtré a través de un filtro 0,2 um para obtener una solucién estéril. La preparacion se
considerd confiable durante hasta 15 dias cuando se almacené a 4 °C. Se prepararon soluciones el dia 7 y se
utilizaron los dias 8-21; una segunda preparacion se realiz6 el dia 21 y se utiliz6 los dias 22-28.

90 ratas SD macho con un peso corporal promedio de 277 g en el inicio del estudio (dia 0) se obtuvieron de Harlan
Laboratories, Israel. Se alimentaron animales ad libitum con una dieta para roedores comercial (dieta de proteina al
18 % de Teklad Certified Global). Los animales tenian acceso libre a agua potable acidificada (pH entre 2,5y 3,5).

Los animales se manipularon de acuerdo con las directrices del Instituto Nacional de Salud (NIH) y la Asociacion
Internacional para la Evaluacion y Acreditacion del Cuidado de Animales de Laboratorio (AAALAC). Los animales se
colocaron en jaulas de polietileno (3/jaula) que median 35 x 30 x 15 cm, con parilla superior de acero inoxidable que
facilitaba alimento granulado y agua potable en botella de plastico; material de lecho: se utilizé vaina de arroz paddy
limpia esterilizada con vapor (Harlan, Sani-chip n.° de cat.: 7090A) y es cambi6 el material de lecho junto con la
jaula al menos dos veces por semana. Los animales se alimentaron ad libitum con alimento para roedores comercial
(Teklad Certified Global 18 % Protein Diet n.° de cat.: 106S8216). Los animales tenian acceso libre a agua potable
esterilizada en autoclave y acidificada (pH entre 2,5 y 3,5) obtenida del suministro municipal. Los animales se
colocaron en jaulas en condiciones de laboratorio estandar, se climatizaron con aire acondicionado y se filtraron
(HEPA F6/6) con suministro de aire fresco adecuado (minimo 15 cambios de aire/hora). Los animales se
mantuvieron en un entorno controlado climatizado. El intervalo de temperaturas fue de 20-24 °C y el intervalo de
humedad relativa (RH) fue del 30-70 % con 12 horas de luz y un ciclo oscuro de 12 horas.
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Todos los procedimientos quirlrgicos se realizaron con anestesia y analgesia (entre el 1,5 y el 3,0 % de isoflurano,
N.O al 1,5 % y O, al 0,5 %). Se realiz6 una incision de 0,5-1,0 cm en la piel en el area inguinal. La arteria femoral y
la vena se ligaron dos veces con hilo de seda 4-0 y se seccionaron transversalmente entre las ligaduras. La herida
se cerr6 con hilo de seda 3-0 y se dej6 que las ratas se recuperaran.

El dia 8, semana 2 después de la cirugia, cada animal en los grupos 1M, 2M y 3M se inyecto s.c. tres veces por
semana. Los animales en los grupos 4M y 5M se inyectaron s.c. una vez el dia 8, véase la tabla 12.

Tabla 12 - Asignacion de grupos

Grupo Tratamiento Volumen |Via de administracion

M . 0,5

(n=17) Control de vehiculo mi/kg

2M Sulfato de dextrano, 30

(n=18)  /mg/kg s.c. repetido 3 veces por semana,
3M Sulfato de dextrano, 30 comenzando en el dia 8

(n=17) mg/kg

AM Sulfato de dextrano, 30

(n=17) mg/kg

s.c. administrado una vez en el dia 9
5M Sulfato de dextrano, 3

(n=17) mg/kg
Medicién de flujo sanguineo

Se midieron los flujos sanguineos en las piernas de ambos lados con un laser Doppler sin contacto antes de la
cirugia el dia -1 y los dias: 1, 7, 14, 21 y 28 después de la operacion. Las mediciones de flujo sanguineo se
expresaron como la proporcion del flujo en la extremidad isquémica con el de la extremidad normal.

Todos los grupos de animales tratados presentaron aumento del flujo sanguineo en la extremidad operada en
comparacién con el control tratado con vehiculo entre el dia 1 y el dia 28, véase la tabla 13 y la figura 21. Hubo
diferencias estadisticamente significativas entre todos los grupos tratados con sulfato de dextrano en comparacion
con el control tratado con vehiculo.

Tabla 13 - Cambio medio en el fluio sanauineo

Grupo | Cambio medio en el flujo sanguineo desde el dia 0 hasta el dia 28 (%)

M 14,8
2Mm 47,7
3Mm 39,1
4M 44,0
5M 41,0

La figura 21 muestra la proporcion del flujo sanguineo entre la pierna lesionada con HLI contra la pierna no
lesionada medida a través de un laser Doppler sin contacto. Los diferentes grupos se compararon utilizando
ANOVA de dos vias para mediciones repetidas, seguido de prueba post-hoc de Bonferroni. La comparacion de los
grupos tratados con sulfato de dextrano 2M, 3M, 4M y 5M con el grupo de control 1M revelé diferencias
estadisticamente significativas desde el dia 14 hasta el dia 28 (*P<0,05;**P<0,01;***P<0,001).

Gravedad isquémica
Se evalué macroscopicamente la extremidad isquémica semanalmente desde el dia 7 hasta el dia 28 utilizando

escalas morfoldgicas graduadas para el area necrética (véase la tabla 4). En todos los grupos de animales tratados
con sulfato de dextrano y vehiculo, no se encontré ninguna necrosis de dedos o amputacién de pies.
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Evaluacion in vivo de la funcién de las extremidades y el dafio isquémico

Se realiz6 una evaluaciéon semicuantitativa del uso inadecuado de la extremidad isquémica una vez por semana
después de la cirugia utilizando la escala presentada en la tabla 7. Personal ciego al tratamiento realizé la
puntuacion.

Todos los grupos de animales tratados con sulfato de dextrano tuvieron una mejora funcional de las extremidades
en comparacion con el control tratado con vehiculo entre el dia 1 y el dia 28, véase la tabla 14 y la figura 22.

Tabla 14 - Incidencia de ratas con puntuaciones de funcion de extremidades 0-3 el dia 28

Incidencia de |Incidencia de |Incidencia de |Incidencia de
puntuacion de | puntuacion de | puntuacion de | puntuacion de

Grupo - - - -
funcion de |funcion de |funcion de | funcion de
extremidades 0 (%) |extremidades 1 (%) |extremidades 2 (%) |extremidades 3 (%)

M 59 35 6 0

2M 100 0 0 0

3M 88 12 0 0

aM 100 0 0 0

5M 94 6 0 0

Los diferentes grupos se compararon utilizando ANOVA de dos vias para mediciones repetidas, seguido de prueba
post-hoc de Bonferroni. La comparacion de los grupos tratados con sulfato de dextrano 2M, 3M, 4M y 5M con el
grupo de control 1M revel6 diferencias estadisticamente significativas desde el dia 14 hasta el dia 28
(*P<0,05;**P<0,01;***P<0,001).

Inmunohistoquimica y andlisis de la densidad de capilares

Se tomaron cuatro secciones de muestras de musculo de las mismas areas de seis animales de los grupos 1M, 2M,
3M, 4M, 5M y se tifieron para los vasos sanguineos utilizando anticuerpos contra SMA y el factor 8. El area de los
vasos sanguineos se evalué utilizando andlisis de imagenes. La densidad se expresé como el nimero medio de
capilares por campo de vista. Los vasos totales representaron todos los vasos sanguineos en el area medida. La
cantidad de capilares positivo de SMA y factor 8 en la extremidad isquémica derecha era mayor en todos los grupos
tratados con sulfato de dextrano 2M-5M en comparacion con el grupo de control 1M el dia 28 del estudio, véase la
figura 23. La tincion positiva de SMA y el factor 8 se consideré como un indicio para la formaciéon de capilares
pequefios en ratas y, por ende, los resultados obtenidos respaldaron la mejora del flujo sanguineo observada en los
grupos de animales tratados con sulfato de dextrano. El andlisis estadistico se realizé utilizando ANOVA de dos vias
seguido de comparaciones multiples de Bonferroni, */** indica p<0,05/0,01.

Analisis de angiografia

El nimero de intersecciones entre los vasos llenos de contraste ser determind mediante andlisis de imagenes 28
dias después de la induccion de isquemia de extremidad posterior. La angiografia revel6 una cantidad
significativamente grande de colaterales en la extremidad afectada en ratas tratadas con sulfato de dextrano en
comparacion con el grupo de control tratado con vehiculo (p<0,01 y p<0,001 de acuerdo con ANOVA de una via
seguido de prueba post-hoc de Bonferroni), véase las figuras 24 y 25A-25D.

Angiogénesis inadecuada es una de las caracteristicas de las enfermedades isquémicas. La diana mas establecida
para angiogénesis terapéutica ha sido VEGF y sus receptores. Sin embargo, los ensayos clinicos para aliviar la
isquemia fueron decepcionantes, lo que indica la necesidad de nuevas dianas terapéuticas para tratar
enfermedades isquémicas.

En el presente estudio, se examind la mejora del flujo sanguineo en el modelo de isquemia de extremidades
posteriores de rata para evaluar la eficacia del sulfato de dextrano en dos regimenes de dosis y de tratamiento
diferentes. La administracion de sulfato de dextrano en las dosis de 30 y 3 mg/kg s.c. tres veces por semana o en
dosis simple en el dia 8 se restaurd significativamente la perfusién sanguinea y mejoré la puntuacion funcional de
extremidades en comparacion con el control tratado con vehiculo del dia 14 después de la cirugia. Ambos
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regimenes de dosis y administracion fueron eficientes. No se produjo ninguna amputacion espontanea o necrosis de
dedos en ninguno de los grupos de animales tratados o de control. El tratamiento con sulfato de dextrano no
provocd ningun efecto adverso en los animales tratados. La puntuacion de angiografia (medicion de agrandamiento
de la arteria colateral) fue significativamente mayor en todos los grupos de animales tratados con sulfato de
dextrano en comparacion con los grupos tratados con vehiculo, sin diferencia estadistica entre los diversos grupos
tratados. La densidad de los capilares de SMA y factor 8 también aument6 después del tratamiento con sulfato de
dextrano. En conjunto, los datos de este estudio confirmaron la eficacia terapéutica del sulfato de dextrano para el
tratamiento de la enfermedad arterial periférica oclusiva en el modelo de isquemia de extremidades posteriores de
rata.
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REIVINDICACIONES

1. Sulfato de dextrano, o un derivado farmacéuticamente aceptable de este, que tiene un peso
molecular promedio igual o inferior a 10 000 Da para uso en la induccién de angiogénesis en un tejido u 6rgano

isquémico en un sujeto.

2. Sulfato de dextrano, o un derivado farmacéuticamente aceptable de este, que tiene un peso
molecular promedio igual o inferior a 10 000 Da para uso en el aumento del flujo sanguineo en un sujeto que sufre
isquemia.

3. Sulfato de dextrano, o dicho derivado farmacéuticamente aceptable de este, para uso de acuerdo con
la reivindicacion 2, para uso en el aumento del flujo sanguineo en un tejido u érgano isquémico de dicho sujeto.

4, Sulfato de dextrano, o un derivado farmacéuticamente aceptable de este, que tiene un peso
molecular promedio igual o inferior a 10 000 Da para uso en la vascularizacién del tejido isquémico en un sujeto.

5. Sulfato de dextrano, o dicho derivado farmacéuticamente aceptable de este, para uso de acuerdo con

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde dicho peso molecular promedio se encuentra dentro de un intervalo
de entre 2 000 y 10 000 Da, preferentemente dentro de un intervalo de entre 3 000 y 10 000 Da, y mas
preferentemente dentro de un intervalo de entre 3 500 y 9 500 Da, como dentro de un intervalo de entre 4 500 y 7
500 Da, o dentro de un intervalo de entre 4 500 y 5 500 Da.

6. Sulfato de dextrano, o dicho derivado farmacéuticamente aceptable de este, para uso de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde dicho sulfato de dextrano, o dicho derivado farmacéuticamente
aceptable de este, tiene un contenido de azufre promedio en un intervalo de entre el 15y el 20 %, preferentemente
dicho contenido de azufre promedio es de aproximadamente el 17 %,

7. Sulfato de dextrano, o dicho derivado farmacéuticamente aceptable de este, para uso de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde dicho sulfato de dextrano, o dicho derivado farmacéuticamente
aceptable de este, tiene un peso molecular promedio en nimero (Mn) segun lo medido mediante espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (NMR) dentro de un intervalo de entre 1850 y 2000 Da.

8. Sulfato de dextrano, o dicho derivado farmacéuticamente aceptable de este, para uso de acuerdo con
la reivindicacion 7, donde dicho sulfato de dextrano, o dicho derivado farmacéuticamente aceptable de este, tiene
en promedio 5,1 unidades de glucosa y un nimero de sulfato promedio por unidad de glucosa de entre 2,6 y 2,7.

9. Sulfato de dextrano, o dicho derivado farmacéuticamente aceptable de este, para uso de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde dicho sulfato de dextrano, o dicho derivado farmacéuticamente
aceptable de este, se formula para ser administrado en una dosificacion en un intervalo entre 0,05 y 50 mg/kg de
peso corporal de dicho sujeto, preferentemente entre 0,05 y 30 mg/kg de peso corporal de dicho sujeto, y mas
preferentemente entre 0,1 y 15 mg/kg o entre 0,1 y 10 mg/kg de peso corporal de dicho sujeto.

10. Sulfato de dextrano, o dicho derivado farmacéuticamente aceptable de este, para uso de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde dicho sujeto es un sujeto humano que sufre una enfermedad,
trastorno o afeccion médica que provoca isquemia en el cuerpo de dicho sujeto humano.

11. Sulfato de dextrano, o dicho derivado farmacéuticamente aceptable de este, para uso de acuerdo con
la reivindicacién 10, donde dicha enfermedad, trastorno o afeccion médica se selecciona del grupo que consiste en
cicatrizacion de heridas, isquemia periférica, preferentemente isquemia posterior al trasplante de un 6rgano, tejido
ylo células, enfermedad arterial periférica, isquemia de las extremidades, piernas inquietas, sindrome de Raynaud,
enfermedad de células falciformes o tromboangeitis obliterante; isquemia coronaria, preferentemente insuficiencia
cardiaca congestiva, infarto de miocardio o enfermedad arterial coronaria; una enfermedad isquémica en nifios,
preferentemente una enfermedad perinatal o neonatal, lesioén cerebral hipdxica o isquémica neonatal, encefalopatia
por asfixia, paralisis cerebral; isquemia en el sistema nervioso central, preferentemente lesion cerebral traumatica,
arteritis temporal, hipoxia provocada por esclerosis multiple, apoplejia, esclerosis lateral amiotréfica; enfermedades
distréficas musculares; isquemia provocada por lesiones trombéticas, hemorragicas o traumaticas.

12. Sulfato de dextrano, o dicho derivado farmacéuticamente aceptable de este, para uso de acuerdo con

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, donde dicho derivado farmacéuticamente aceptable de este es una sal de
sulfato de dextrano, preferentemente una sal de sodio de sulfato de dextrano.
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Fig. 18
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