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DESCRIPCION
Particulas que contienen un factor de crecimiento y usos de las mismas

[0001] La presente invencion se refiere a particulas que contienen un factor de crecimiento, y a los usos de las
mismas, en particular para el suministro espacio-temporal controlado de dicho factor de crecimiento.

[0002] También se describe un procedimiento para la preparacion de dichas particulas.

[0003] El suministro terapéutico de factores de crecimiento se ha intentado en ensayos clinicos, por ejemplo en
pacientes con enfermedad cardiovascular, pero no ha demostrado los beneficios funcionales esperados. Una razén
puede ser que los factores de crecimiento usados para estimular una respuesta se degradan rapidamente después de la
inyeccién en la circulaciéon o en el érgano diana, y que la terapia de este modo es demasiado corta de duracién para
generar un resultado durable.

[0004] Por lo tanto, las técnicas que permiten el control espacio-temporal sobre las velocidades de liberacion de
factores de crecimiento deben ser tenidas en cuenta al desarrollar nuevas terapias terapéuticas de angiogénesis, por
ejemplo, para pacientes con enfermedad cardiovascular.

[0005] A diferencia de la administracion en bolo de proteinas mediante inyecciones sistémicas o locales, el suministro
usando sistemas de suministro de liberacion lenta muestra una eficacia significativamente mejorada, permitiendo una
liberacién local y sostenida de factores de crecimiento a dosis bajas (Richardson et al. Nat. Biotechnol. 19, 1029 (2001),
AH Zisch et al. Cardiovasc. Pathol. 12, 295-310 (2003)).

[0006] Las terapias anteriores basadas en el suministro en polimero de factores de crecimiento (C. Fischbach & DJ
Mooney Adv. Polym. Sci. 203, 191-221 (2006), Richardson et al. Nat. Biotechnol. 19, 1029 (2001), FM Chen et al.
Biomateriales 31, 6279 a 6308 (2010)) han utilizado sélidos no inyectables, andamios implantables, o formulaciones de
"tipo gel" inyectables, dando lugar a un patrén de distribucién tisular no homogéneo de los factores de crecimiento y una
escasa duracion del suministro de factores de crecimiento.

[0007] \Varias particulas, preparadas a partir de polimeros sintéticos o naturales biodegradables o de Iproteinas, se
han estudiado para la encapsulacion de factores de crecimiento.

[0008] Muchos estudios tratan el uso de microesferas compuestas de alginato iénicamente reticulado como sistemas
de administraciéon de medicamentos para los factores de crecimiento.

[0009] En la solicitud de patente WO 2005/03485, biocoacervats, en una forma de un precipitado, se describen para
su uso como dispositivos de administracion de farmacos para la liberacién controlada de agentes farmacolégicamente
activos.

[0010] El uso de microparticulas de polipéptido como sistema de administracién de farmacos sin proteina correticulada
es parte del estado de la técnica (WO 2009/005718).

[0011] Las microesferas que comprenden sacdarido polimérico biocompatible y uno o mas agentes activos se
describen en la solicitud de patente WO 96/29998.

[0012] En la patente US 5 550 178, se describe una mezcla de un componente iénicamente reticulable y un
componente reticulable covalentemente, adecuada para uso en la encapsulacion de un agente bioldgico.

[0013] Las microesferas se describen también en la técnica anterior. La solicitud de patente WO 01/28524 describe
microesferas que tienen una superficie lisa que incluye una pluralidad de aberturas de canal. Estas microesferas
contienen una matriz interna que es diferente de la superficie.

[0014] Biomateriales, en forma de gel, obtenidos mediante un sistema de polimerizacion que contiene macrémeros
hidrosolubles se describen en US 2003/087985.

[0015] El objetivo de la presente invencion es proporcionar particulas que contienen al menos un factor de
crecimiento, que permiten una liberacion lenta de dicho factor de crecimiento.

[0016] EI objetivo de la presente invencion es proporcionar particulas capaces de proporcionar un efecto bioldgico
potente, localizado y prolongado, tal como crecimiento, proliferacion, diferenciacion y/o maduracién celular.

[0017] Lainvencion se define por las reivindicaciones.

[0018] La presente solicitud da a conocer una particula que contiene al menos un polisacarido reticulado
covalentemente y al menos un factor de crecimiento.
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[0019] En la literatura, se pueden encontrar procedimientos para la preparacion de particulas fabricadas de
polisacaridos reticulados covalentemente (US 4 780 321, MC Levy y MC Andry, Int J. Pharm 62, 27-35 (1990); R.
Hurteaux et al, Eur J. Pharm Sci 24, 187-197, 2005; M. Callewaert et al, Int J. Pharm 366, 103-110 (2009)). Sin
embargo, el uso de estas particulas como sistemas de suministro para factores de crecimiento ni se sugiere ni se
describe.

[0020] Un estudio realizado en microesferas de alginato de calcio rodeado con una membrana correticulada de
polisacéarido-proteina (M. Callewaert et al., Int. J. Pharm. 366, 103-110 (2009)) demostré6 que un péptido bioactivo
catiénico interactu6 con el hidrogel de alginato reticulado iénicamente interno, pero no participd en interacciones con el
material que constituye la membrana correticulada de polisacarido-proteina. Por lo tanto, el uso de particulas rodeadas
por una membrana correticulada de polisacarido-proteina, pero que carece de hidrogel de alginato reticulado
i6nicamente interno no parece para un experto en la técnica que se adecuado para la carga de factores de crecimiento.

[0021] Sorprendentemente, se encontré que las particulas cargadas con factores de crecimiento segun la invencion,
aunque carecen de hidrogel de alginato reticulado i6nicamente interno, eran capaces de liberar los factores de
crecimiento cargados de una manera controlada y prolongada.

[0022] Las particulas de la invencién son capaces de proporcionar una liberacién lenta de dicho factor de crecimiento
y los efectos biolégicos son de duracién mas larga en comparacion con el suministro del factor de crecimiento con
particulas sin dicho polisacarido reticulado covalentemente.

[0023] Las particulas de la invencion son capaces de proporcionar una liberacion de dichos factores de crecimiento en
un periodo de al menos 15 dias y, en general, en un periodo de aproximadamente 40 dias.

[0024] El uso de particulas como vectores para factores de crecimiento aporta la ventaja de dividir la dosis en
sistemas de suministro de farmacos discretos que puede propagarse sobre un territorio local para infundir las moléculas
terapéuticas mas homogéneamente, proporcionar una estimulacion de tipo mas fisiolégica. Ademas, estas particulas
también pretenden proteger los péptidos bioactivos hasta que alcanzan su diana bioldgica.

[0025] Tales particulas son particularmente ventajosas para gradientes de concentracion homogéneos de factores de
crecimiento dentro de los 6rganos diana, por ejemplo, para la estimulacién terapéutica de crecimiento de vasos
sanguineos (es decir, la angiogénesis y la arteriogénesis), para estimular la cicatrizacion de heridas, para la
regeneracion de tejidos in vivo o para la estimulacion del injerto de érganos para trasplante.

[0026] La liberacion lenta de factores de crecimiento induce, de este modo, efectos biolégicos. La estabilizacion de
estos efectos se permite por la duracién prolongada de dicha liberacion.

[0027] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "particula” se refiere a una unidad fisica agregada de
material solido.

[0028] Las particulas segun la invencion son preferiblemente microparticulas.

[0029] Las microparticulas se entienden en el presente documento como particulas que tienen una mediana del
diametro dso de menos de 1000 pm.

[0030] Tal como se usa en este documento, el término "mediana del diametro dso" se refiere al diametro de particula
de modo que el 50% del volumen de la poblacién particulas tiene un diametro mas pequerfio.

[0031] La mediana del didmetro dso segun la invencién se determina en virtud de una medicién del tamafio de
particula realizada en las suspensiones segun el procedimiento basado en la difraccién de la luz.

[0032] En una realizacién particular, una particula, segun la invencion, también llamada microcapsula, presenta una
estructura de nucleo/cubierta, también llamada una estructura de nicleo/membrana. El polisacarido reticulado esta
comprendido preferiblemente al menos en la cubierta de la particula. Ventajosamente, la cubierta de la particula es
sélida y consiste esencialmente en el polisacarido reticulado.

[0033] El ndcleo de dichas particulas es liquido, pero no puede ser un hidrogel i6nicamente reticulado.

[0034] El ndcleo sdlido de las particulas puede consistir en varias particulas de material, como polimero, metal,
mineral.

[0035] El nucleo gaseoso de las particulas puede consistir en varios gases, tales como aire, nitrogeno o argoén.

[0036] En una realizacion, una particula segin la invencion presenta una estructura de nicleo/membrana, en la que:
- la membrana comprende al menos un polisacarido reticulado covalentemente y al menos un factor de crecimiento, y
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- el ndcleo es liquido.

[0037] Segun otra realizacion, una particula segin la invencion presenta una estructura de nGecleo/membrana, en la
que:

- la membrana consiste en un polisacarido reticulado covalentemente, sobre el que se adsorbe al menos un factor de
crecimiento, y

- el ndcleo es liquido.

[0038] La membrana generalmente no comprende polisacaridos reticulados idbnicamente, tales como coacervados de
polisacaridos.

[0039] En otra realizacién particular, una particula segun la invencién presenta una estructura de matriz, formada por
una red que comprende al menos un polisacarido reticulado covalentemente.

[0040] Dicha particula también se llama microesfera. La red de dicha particula llena todo el volumen de la
particula. Ventajosamente, dicha red es sélida. Dicha particula puede contener un liquido que llena los poros de dicha
red. Dicha particula también puede contener burbujas de gas o particulas sélidas.

[0041] En otra realizacion, una particula segun la invencion presenta una estructura de matriz, en la que:

- la red constitutiva comprende al menos un polisacarido reticulado covalentemente y al menos un factor de crecimiento
adsorbido en la misma, y

- la red atrapa una solucién acuosa en sus poros.

[0042] La mediana del diametro dso de las particulas segun la invencion esta comprendida preferiblemente de 5 pm a
1 000 pm, mas preferiblemente de 50 um a 200 pm, mas preferiblemente de 75 pum a 150 pm, y mas preferiblemente de
60 pm a 100 pm.

[0043] Tal como se usa en este documento, el término "polisacarido” se refiere a estructuras de carbohidratos
poliméricos, formados de unidades de repeticion unidas entre si por enlaces glicosidicos. Estas estructuras son a
menudo lineales, pero pueden contener diversos grados de ramificacién. El término "polisacarido" se refiere a un Unico
polisacéarido o una mezcla de dos o0 mas polisacaridos.

[0044] Tal como se usa en este documento, los términos "polisacarido reticulado covalentemente" se refieren a un
polimero formado de unidades de polisacaridos unidas entre si por enlaces quimicos covalentes. Dichos enlaces
generalmente unen entre si dos cadenas de polimero de dos moléculas de polisacarido. Alternativamente, dichos
enlaces pueden unir entre si la misma molécula de polisacarido, formando asi un patrén en forma de bucle.

[0045] Dicho polisacarido reticulado covalentemente se obtiene normalmente a partir de un polisacarido, o una mezcla
de dos o mas polisacaridos diferentes, se trata en presencia de un agente de reticulacién o utilizando otro procedimiento
gue conduce a la formacion de reticulaciones covalentes entre las moléculas de polisacarido.

[0046] Un procedimiento para la preparacion de dichos polisacaridos reticulados covalentemente se describird a
continuacion.

[0047] EIl polisacéarido de la particula, segun la invencion, se elige preferiblemente del grupo que consiste en goma
arabiga, goma de xantano, goma gellan, goma de acacia, goma tragacanto, goma guar, goma de algarrobo, goma
karaya, acido alginico y derivados del mismo, sales alginicas, ésteres alginicos como alginato de propilenglicol,
pectinas, polisacéaridos sulfatados de algas como fucanos y galactanos sulfatados, agares, carragenanos, fucoidanos,
gluco- y galactomananos, arabinogalactanos, glicosaminoglicanos como el acido hialurénico, dermatan-sulfato,
queratan-sulfato y sus productos de degradacion, condroitin-4-sulfato, condroitin-6-sulfato, heparan-sulfato, heparina y
derivados de los mismos, pentosanos, dextranos, quitosano y derivados de los mismos, derivados hidrosolubles e
hidrodispersables de almiddn o celulosa como alquiléteres, hidroxialquiléteres o carboxietiléteres de almidén o celulosa,
como carboximetilalmidones, hidroxietilalmidones, carboximetilcelulosas, y mezclas de los mismos.

[0048] Ventajosamente, el polisacarido de la particula segun la invencién posee una afinidad para el factor de
crecimiento de la particula, y esta preferiblemente cargado negativamente.

[0049] ElI polisacérido de la particula segun la invencion se selecciona mas preferiblemente del grupo que consiste en
goma arabiga, acido alginico y derivados de los mismos, sales alginicas, ésteres alginicos, polisacaridos sulfatados de
algas como fucanos y galactanos sulfatados, agares, carragenanos, fucoidanos, glicosaminoglicanos como &acido
hialurénico y productos de degradacién de los mismos, condroitin-4-sulfato, condroitin-6-sulfato, dermatan-sulfato,
queratan-sulfato, heparan-sulfato, heparina y sus derivados, y mezclas de los mismos.

[0050] La goma arabiga es también llamado goma de acacia.

[0051] Los derivados de acido alginico son preferentemente sales de acido alginico, tales como sales de cation
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monovalente como sodio, litio o potasio, preferiblemente sodio.

[0052] Otros derivados de acido alginico preferentes son ésteres de acido alginico, donde algunos de los grupos
carboxilo estan esterificados con un compuesto que contiene hidroxilo, tal como un alcohol o glicol, como etilenglicol,
propilenglicol, glicerol, preferiblemente propilenglicol.

[0053] Segun una realizacion, la membrana de las particulas segin la invencién consiste en un polisacarido reticulado
covalentemente, sobre el que se adsorbe al menos un factor de crecimiento.

[0054] Segun una realizacion, el polisacarido de la particula segun la invencion se elige del grupo que consiste en
derivados de acido alginico, goma arabiga, carragenanos, y condroitin-sulfatos.

[0055] La particula segun la invencion comprende ademas una proteina que esta correticulada con el polisacarido.

[0056] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "correticulada” se refiere a una proteina unida al
polimero de polisacarido, preferiblemente mediante enlaces covalentes. La reticulacion de la proteina se puede producir
después, o durante la reticulacion de las moléculas de polisacarido.

[0057] Segun una realizacion, una particula segun la invencion presenta una estructura de nicleo/membrana, en la
que:

- la membrana consiste en un polisacarido reticulado covalentemente correticulado con una proteina, sobre el que se
adsorbe al menos un factor de crecimiento, y

- el nacleo es liquido.

[0058] Dicha proteina se elige preferiblemente del grupo que consiste en albuminas como seroalbimina, ovoalbumina
o alfa-lactoalbimina, globulinas, escleroproteinas solubilizadas, colageno, atelocolageno, gelatina, elastina,
hemoglobina, fibrinégeno, fibrina, fibroina de seda, proteinas de la leche, caseina, glicoproteinas como fibronectina o
mucina, proteinas vegetales extraidas de una planta leguminosa o proteaginosas, proteinas vegetales extraidas de un
cereal, y mezclas de las mismas.

[0059] Segln una realizacion, la proteina de la particula segun la invencion es una proteina de tipo albumina, tal como
suero-albimina, y es, por ejemplo, albumina de suero humano (HSA).

[0060] Tal como se usa en este documento, el término "factor de crecimiento” se refiere a una sustancia natural capaz
de estimular el crecimiento celular, la proliferacién celular, la diferenciacion celular y la maduracion celular, tal como, por
ejemplo, la diferenciacion de células 6seas o la diferenciacién de los vasos sanguineos.

[0061]  Segun una realizacion, el factor de crecimiento es adsorbido en el polisacarido reticulado covalentemente
comprendido en la membrana o el volumen total de la particula segun la invencién.

[0062] Ventajosamente, dicho polisacarido reticulado covalentemente forma una red y el factor de crecimiento se une
a dicha red, preferentemente mediante interacciones electrostaticas.

[0063] Segun otra realizacién, la membrana de las particulas segun la invencién consiste en un polisacarido reticulado
covalentemente, correticulado con una proteina, sobre el que se adsorbe al menos un factor de crecimiento.

[0064] Una particula segun esta realizacion comprende alginato de propilenglicol como polisacéarido reticulado, y
albumina de suero humano como proteina co-reticulada con el polisacérido.

[0065] Otra particula segun esta realizacién comprende goma arabiga reticulada covalentemente, co-reticulada con
albumina de suero humano.

[0066] Otra particula segun esta realizacion comprende condroitin-sulfato reticulado covalentemente, co-reticulado
con albumina de suero humano.

[0067] Otra particula segin esta realizacion comprende alginato de propilenglicol y alginato de sodio como
polisacaridos reticulados, y albamina de suero humano como la proteina co-reticulada con los polisacaridos.

[0068] Segun una realizacion, la particula segun la invencién comprende al menos dos factores de crecimiento.
[0069] Las particulas segun esta realizacion comprenden preferiblemente dos factores de crecimiento diferentes.
[0070] Dichas particulas permiten el suministro espacio-temporal controlado de diferentes factores de crecimiento, que

inducen diferentes efectos terapéuticos segun la diferente cinética de liberacion. Se ha observado que dichas particulas
mejoran sinérgicamente los efectos terapéuticos de cada factor de crecimiento.
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[0071] Segun esta realizacion, es preferible seleccionar la naturaleza de las particulas con el fin de ajustar la cinética
de liberacion de cada factor de crecimiento.

[0072] Segun esta realizacion, también es preferible asociar en la misma particula, dos factores de crecimiento con
una cinética desplazada de liberacion.

[0073] Segun una realizacién, la membrana de las particulas segun la invencion consiste en un polisacarido reticulado
covalentemente, sobre el que se adsorben al menos dos factores de crecimiento.

[0074] Seguln esta realizacion, la membrana de las particulas consiste en alginato de propilenglicol, goma arabiga,
carragenano o condroitin-sulfato reticulados covalentemente.

[0075] Segun otra realizacion, la membrana de las particulas segun la invencién consiste en un polisacarido reticulado
covalentemente, co-reticulado con una proteina, sobre el que se adsorben al menos dos factores de crecimiento.

[0076] Una particula segun esta realizacién comprende alginato de propilenglicol como polisacarido reticulado, y
albimina de suero humano como proteina co-reticulada con el polisacarido.

[0077] Otra particula segun esta realizacién comprende goma arabiga reticulada covalentemente, co-reticulada con
alblmina de suero humano.

[0078] Oftra particula seglin esta realizacion comprende condroitin-sulfato reticulado covalentemente, co-reticulado
con albumina de suero humano.

[0079] Otra particula segun esta realizacion comprende alginato de propilenglicol y alginato de sodio como
polisacaridos reticulados, y la albumina de suero humano como la proteina co-reticulada con los polisacaridos.

[0080] En las particulas segun la presente invencion, las especies que forman la membrana (polisacaridos y proteinas
opcionales) estan esencialmente reticuladas covalentemente, dejando asi a los sitios cargados negativamente de la
membrana totalmente disponibles para interactuar con los factores de crecimiento, especialmente con sus sitios
cargados positivamente.

[0081] Por el contrario, en una particula reticulada iénicamente, la mayoria de los sitios polarizados de la membrana
estan ya acoplados en un enlace i6nico con otro sitio de polaridad opuesta. Estos sitios estan por lo tanto menos
disponibles y dichas particulas presentan una afinidad mas débil con factores de crecimiento.

[0082] Ademas, las proteinas comprenden diversos grupos funcionales capaces de unir moléculas a través de
interacciones iénicas o hidréfobas. La presencia de una proteina co-reticulada en la membrana de las particulas de la
invencion aporta sitios de union adicionales para los factores de crecimiento, lo que permite una modulaciéon de su
liberacion.

[0083] El factor de crecimiento de la particula segun la invencion se selecciona del grupo que consiste en factores de
crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), factores de crecimiento derivados de
plaguetas (PDGF), factores de crecimiento endotelial vascular (VEGF), angiopoyetinas (Ang), factor estimulante de
colonias de granulocitos (G-CSF), factores de crecimiento transformante (TGF), factores de crecimiento placentario
(PIGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento derivado del estroma (SDF-1), factores de
crecimiento similar a insulina (IGF), factor de crecimiento nervioso (NGF), osteogenina, u hormonas, tales como leptina,
hormona de crecimiento (GH), estrégeno, o citocinas, tales como interleucinas 1, 6, u 8, y mezclas los mismos.

[0084] En una realizacion, el factor de crecimiento de la particula segun la invencién se elige preferiblemente del
grupo que consiste en FGF-2, HGF, PDGF-BB y VEGF-A.

[0085] En una realizacién, la particula segun la invencion comprende dos factores de crecimiento
diferentes. Preferiblemente, la particula segin la invencion comprende HGF y FGF-2 como factores de
crecimiento. Preferiblemente, la particula segin la invencion comprende PDGF-BB y FGF-2 como factores de
crecimiento.

[0086] En otra realizacion, la particula segun la invencién comprende mas de dos factores de crecimiento diferentes.

[0087] La particula segun la invencién es un sistema de suministro de factores de crecimiento capaz de suministrar
combinaciones de factores de crecimiento con diferente cinética, produciendo efectos sinérgicos.

[0088] Dentro de la presente invencion, se encontré que los polisacaridos son apropiados para el suministro de factor
o factores de crecimiento.

[0089] Dentro de la presente invencion, se encontré que el alginato, un polisacarido de origen natural, es
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particularmente adecuado para el suministro de proteinas cargadas positivamente, tales como FGF-2, HGF, VEGF-A y
PDGF-BB, ya que contiene grupos carboxilicos cargados negativamente disponibles para interacciones electrostaticas
con los factores de crecimiento cargados positivamente, ralentizando asi su liberacion.

[0090] Ademas, se encontré que la albimina de suero humano, una proteina biocompatible y biodegradable, aporta
mayor resistencia mecanica a la red de particulas, e influye en la cinética de liberacion de los factores de crecimiento.

[0091] De hecho, los hidrogeles de alginato reticulados i6nicamente han sido ampliamente utilizados para el
suministro de factor de crecimiento angiogénico (Ruvinov et al Biomaterials 31, 4573 (2010); Hao et al Cardiovascular
Research 75, 178 (2007)), pero, en general muestran una degradacion incontrolada que conduce a una cinética de
liberacién impredecible.

[0092] Por el contrario, las particulas de la invencién que comprenden polisacarido reticulado covalentemente y
particulas que comprenden ademas proteinas co-reticuladas al polisacarido previenen la disolucion impulsada por
hidroélisis y retrasan la degradaciéon impulsada por proteasas, dando lugar a particulas mas estables con tasas de
liberacién del farmaco reproducibles.

[0093] Las particulas compuestas de polisacaridos aniénicos reticulados, tales como alginato, y proteinas
opcionalmente co-reticuladas, tales como HSA, de este modo se pueden utilizar para controlar la liberacion de factores
de crecimiento diferentes. Ademas, la asociacion de los polisacaridos a proteinas en una red reticulada retrasa la
degradacion de las particulas por las proteasas, lo cual es muy Util para la encapsulacion de factores de crecimiento con
semividas cortas.

[0094] Otra particula segun la invencion comprende condroitin-sulfato como polisacarido reticulado, y albimina de
suero humano como proteina correticulada con el polisacarido.

[0095] Este glicosaminoglicano natural (condroitin-sulfato) es probable que una mas especificamente factores de
crecimiento que se unen a heparina, y permite la encapsulaciéon de mas factores de crecimiento durante un periodo de
tiempo incluso mas largo de suministro.

[0096] Las particulas segun la invencién son estables, biocompatibles y biodegradables.

[0097] Debido a los enlaces covalentes fuertes que mantienen su membrana, las particulas reticuladas
covalentemente segun la invencion son mas estables que las particulas reticuladas iénicamente de la técnica anterior.

[0098] Las particulas segun la invencion son inyectables, permitiendo el control espaciotemporal sobre los niveles del
factor de crecimiento, y representan un sistema de suministro menos invasivo que los sistemas de suministro
implantables.

[0099] También son un sistema de suministro mas potente para factores de crecimiento, y por lo tanto son de interés
clinico, por ejemplo para el tratamiento de pacientes con enfermedad cardiovascular, para el tratamiento de
enfermedades degenerativas, para el tratamiento de enfermedades de la piel relacionadas con el envejecimiento, o para
la ingenieria de tejidos de cultivo celular in vitro.

[0100] Las particulas segun la invencion son particulas discretas, que pueden dispersarse de forma independiente en
el tejido durante su administracion, lo que conduce a gradientes de concentracion favorables, y se evitan los problemas
asociados con dosis locales demasiado altas, incluyendo la formaciéon de angioma o vasos sanguineos disfuncionales
aberrantes.

[0101] De hecho, se descubrié que no es la cantidad total de factor o factores de crecimiento lo que determina los
resultados del tratamiento, sino mas bien que los gradientes de concentracion microambientales locales juegan un papel
importante (Ozawa et al, J. Clin. Invest. 2004, 113 (4), 516-527).

[0102] Las particulas segun la invencion permiten una mejor distribucién tisular de los factores de crecimiento
alrededor del sitio de la inyeccion.

[0103] Las particulas segun la invencion también previenen una distribucion de amplia propagacién indeseada de los
factores de crecimiento en el interior del 6rgano diana o en la circulacion.

[0104] Su propiedad de liberacién lenta también permite la reduccion de la dosis requerida para alcanzar un cierto
efecto biolégico, mediante el aumento de la semivida de los factores de crecimiento y mediante su proteccién de la
protedlisis. Esto da lugar a la reduccion de costes para el tratamiento, pero también de forma destacada conduce a una
reduccion significativa del riesgo de efectos secundarios graves a causa del tratamiento.

[0105] En un aspecto adicional, la invencién esta dirigida a un procedimiento de preparacion de las particulas segun la
invencion, que comprende una etapa de reticular covalentemente un polisacarido, con el fin de proporcionar particulas
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gue contienen al menos un polisacarido reticulado covalentemente.

[0106] La etapa de reticulacion del procedimiento segin la invencion se lleva a cabo habitualmente mediante un
procedimiento seleccionado del grupo que comprende reticulacion entre fases (“interfacial”) usando dicloruros de acido
o dianhidridos de acido, reticulacién usando una reaccién de transacilacion entre un éster de polisacarido y una proteina
o un polisacarido, reticulacion por aldehidos o polialdehidos, diisocianatos, diacrilatos, carbodiimidas, trimetafosfato
trisédico, diglicidil éteres, epiclorhidrina, reticulacién por radiacion inducida por haz de electrones o exposicidn a rayos
gamma, fotoreticulacion, reticulacién enzimatica.

[0107] Alternativamente, la etapa de reticulacion puede llevarse a cabo mediante cualquier otro procedimiento que
permita la formacién de enlaces covalentes entre las moléculas de polisacarido, al menos en la superficie de una gotita
acuosa, con el fin de proporcionar particulas que contienen al menos un polisacarido reticulado covalentemente.

[0108] Un primer procedimiento para la etapa de reticulacion es la reticulacion entre fases (“interfacial”) usando
dicloruros de acido como cloruro de tereftaloilo, cloruro de sebacoilo, cloruro de succinilo, cloruro de glutarilo o cloruro
de adipoilo.

[0109] El siguiente protocolo ilustra este primer procedimiento.

[0110] Una solucién acuosa del polisacarido, o de la mezcla de polisacaridos, se divide en pequefias gotitas, mediante
emulsion en un liquido hidréfobo afiadido con tensioactivo. A continuacién, se afiade una solucién del dicloruro de acido
en el mismo liquido hidréfobo a la emulsion. El dicloruro de acido se difunde a través de la emulsion y se une a los
grupos funcionales del polisacarido en la superficie de las gotitas acuosas a través de una reaccion de acilacion, lo que
lleva a la aparicion de reticulaciones entre los polisacaridos cuando la unién del agente de reticulacion bifuncional se
produce en dos moléculas de polisacarido diferentes. La reaccién de acilacion puede referirse a grupos hidroxilo, grupos
amino, grupos acido carboxilico, del polisacarido, lo que conduce a la formacion de enlaces éster, enlaces amida y
enlaces anhidrido, respectivamente. Una membrana fabricada de polimero reticulado se forma progresivamente
alrededor de cada gotita acuosa, lo que conduce a la individualizacién de microcapsulas. La reaccion se detiene
mediante la dilucion de la emulsién con disolvente organico. Las particulas se separan del medio de reaccion mediante
centrifugacion y se someten a una serie de lavados con el fin de eliminar residuos de disolventes y tensioactivos.

[0111] Otro procedimiento para la etapa de reticulacion es de reticulacién usando una reaccion de transacilacion entre
un éster de polisacarido como alginato de propilenglicol o pectina y una proteina o un polisacarido.

[0112] El siguiente protocolo ilustra este otro procedimiento.

[0113] En este procedimiento, una solucién acuosa que contiene la proteina, por ejemplo albdmina, y el polisacarido,
por ejemplo, alginato de propilenglicol (PGA), se divide en pequefias gotitas, mediante emulsion en un liquido hidréfobo
afiadido con tensioactivo. A continuacion, se afiade una solucién de un agente alcalino, tal como hidroxido de sodio
diluido, a la emulsién. El agente alcalino se difunde a través de la emulsién y se inicia la reaccién de transacilacion entre
grupos éster de polisacarido y grupos amino de la proteina, lo que conduce a la aparicién de reticulaciones amida entre
las dos moléculas. Una membrana fabricada de polisacarido y proteina reticulados se forma progresivamente alrededor
de cada gotita acuosa, lo que conduce a la individualizacién inicial de microcapsulas. Cuando la reaccién avanza hacia
el centro de cada gotita acuosa, la red formada de proteina y polisacarido reticulados progresa hasta el centro también,
lo que conduce a la formaciéon de microesferas. La reaccion se detiene mediante la adicion de una solucién acida a la
emulsion. Las particulas se separan del medio de reaccién mediante centrifugacion y se someten a una serie de lavados
con el fin de eliminar residuos de disolventes y tensioactivos.

[0114] Segun una realizacién, el procedimiento de preparacion de las particulas segun la invencion comprende
ademas una etapa de imbibicién de las particulas que contienen al menos un polisacarido reticulado covalentemente,
con una solucién que contiene al menos un factor de crecimiento.

[0115] Dicha etapa de imbibicién se lleva a cabo preferiblemente después de la etapa de reticulacion.

[0116] Tal como se usa en este documento, el término "particulas cargadas” se refiere a particulas obtenidas después
de la etapa de imbibicion con un factor de crecimiento.

[0117] Enlarealizacién en la que las particulas presentan un nucleo liquido, los factores de crecimiento pueden estar
unidos a la membrana de las particulas cargadas y también puede estar presente en la solucion que forma el ndcleo
liquido de las particulas cargadas.

[0118] En otra realizacion en la que las particulas presentan una estructura de matriz, los factores de crecimiento
pueden estar unidos a la red que constituye las particulas cargadas y también pueden estar presentes en la solucion
que rellena los poros de la red que constituye las particulas cargadas.

[0119] Las particulas liofilizadas se cargan con uno o mas factores de crecimiento (por ejemplo HGF, FGF-2, PDGF-
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BB, y VEGF-A) mediante imbibicién, utilizando soluciones de dichos factores de crecimiento, con el fin de proporcionar
particulas cargadas, conteniendo dichas soluciones uno o mas factores de crecimiento.

[0120] En una realizacion, dos (o mas) fracciones del lote de particulas se separan y se cargan por separado con
diferentes factores de crecimiento antes de asociarse en una composicion, en particular en una composicién
farmacéutica inyectable. Este procedimiento permite una gran versatilidad para ajustar con precision las proporciones y
la carga de las diferentes fracciones, dependiendo de la cinética de liberacién secuencial deseada.

[0121] Segun una realizacién, el procedimiento de preparacion de las particulas segun la invencion comprende
ademas una etapa de liofilizacién de las particulas.

[0122] Dicha etapa de liofilizacion de las particulas se lleva a cabo preferiblemente después de la etapa de
reticulacion y antes de la etapa de imbibicién.

[0123] El procedimiento de preparacion de las particulas es muy versatil y un experto en la técnica puede adaptar este
procedimiento para la preparacion de particulas dentro de un intervalo de tamafio grande y con diversos grados de
reticulacion.

[0124] El siguiente protocolo ilustra la formacion de particulas mediante el procedimiento de reticulacion ente fases.

[0125] Una proteina y un polisacéarido, por ejemplo, albimina de suero humano y alginato de propilenglicol, se
disuelven en una fase acuosa. Esta fase acuosa se emulsiona por agitacion en una fase organica que contiene un
agente tensioactivo. A continuacion, se afiade una solucion organica de dicloruro de acido a la emulsion y se deja que
se desarrolle la reaccién de reticulacion.

[0126] La reaccién se detuvo mediante dilucion del medio de reaccidn. Las particulas se separan de la fase organica
por centrifugacion, y se lavan.

[0127] Por ultimo, las particulas se liofilizan mediante liofilizacion.

[0128] Las particulas liofilizadas se cargan con uno o mas factores de crecimiento (por ejemplo HGF, FGF-2, PDGF-
BB y/o VEGF) por imbibicion, utilizando soluciones de dichos factores de crecimiento, con el fin de proporcionar
particulas cargadas, conteniendo dichas soluciones al menos un factor de crecimiento.

[0129] En una realizacién, dicha etapa de imbibiciéon se lleva a cabo por separado con dos o mas fracciones de
particulas, utilizando dos 0 més soluciones de factores de crecimiento.

[0130] En un aspecto adicional, la solicitud da a conocer el uso de las particulas segun la invencion para el suministro
espacio-temporal controlado de al menos un factor de crecimiento.

[0131] En otro aspecto, la solicitud da a conocer las particulas segun la invencion para el suministro de al menos un
factor de crecimiento a las células cultivadas in vitro para la ingenieria de tejidos.

[0132] En otro aspecto, la invencién también se refiere a las particulas segun la invencién para su uso para estimular
la cicatrizacion de heridas, tales como en heridas cutaneas isquémicas, Ulceras diabéticas, Ulceras gastricas, o en
heridas de quemaduras, o para la regeneracion tisular in vivo, tal como la angiogénesis terapéutica, la regeneracion
Osea, la regeneracion nerviosa, la regeneracion muscular, la regeneracion de tejido hepatico, la regeneracion de un
aparato con tejido hibrido, tal como periodonto, o para estimular el injerto en el trasplante de érganos.

[0133] En otro aspecto, la invencién también se refiere a las particulas segun la invencién para su uso para el
tratamiento de enfermedades cardiovasculares, tales como la enfermedad cardiaca isquémica, insuficiencia cardiaca
cronica, isquemia de las extremidades o isquemia cerebral.

[0134] En otro aspecto, la solicitud da a conocer las particulas segin la invencion para su uso para el tratamiento del
linfedema mediante estimulacion de la linfangiogénesis.

[0135] En otro aspecto, la solicitud da a conocer las particulas segun la invencion para su uso para el tratamiento de
enfermedades degenerativas, tales como la artrosis, osteonecrosis, osteoporosis o periodontitis, o enfermedades
neurodegenerativas tales como Alzheimer.

[0136] En otro aspecto, la solicitud da a conocer las particulas segun la invencién para su uso para el tratamiento de
cambios de la piel relacionados con el envejecimiento.

[0137] En un aspecto adicional, la invencién esta dirigida a una composicion farmacéutica que comprende particulas
segun la invencién, en asociacién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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[0138] En un aspecto adicional, la invencién se refiere a una composicion farmacéutica que comprende n series de
particulas segun la invencion, en asociacion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, estando cada una de dicha
serie de particulas cargada con un factor de crecimiento diferente, siendo n 2, 3, 4 0 mas.

[0139] Segun una realizacion, la composicion farmacéutica de la invencién comprende una primera serie y una
segunda serie de particulas segun la invencion, en la que la primera serie de particulas se carga con un primer factor de
crecimiento y la segunda serie de particulas se carga con un segundo factor de crecimiento, en la que el segundo factor
de crecimiento es diferente del primera factor de crecimiento.

[0140] Dicha composicién farmacéutica permite el suministro espacio-temporal controlado de diferentes factores de
crecimiento, lo que induce diferentes efectos terapéuticos segun diferentes cinéticas de liberacion. Se ha observado que
dicha composicion farmacéutica mejora sinérgicamente los efectos terapéuticos de cada factor de crecimiento.

[0141] Segln esta realizacion, es preferible seleccionar la naturaleza de las particulas con el fin de ajustar la cinética
de liberacion de cada factor de crecimiento.

[0142] Segun esta realizacién, también es preferible asociar en la misma composicién farmacéutica, dos factores de
crecimiento con una cinética desplazada de liberacion.

FIGURAS

[0143]

Figura 1

Figura 1a representa la distribucién de tamafio de particulas de albumina-alginato del Ejemplo 1.

Las particulas tienen un diametro medio de 100 um, tal como se observa por granulometria.

La Figura 1b representa la velocidad de liberacién in vitro del factor crecimiento de particulas de albumina-alginato del
Ejemplo 1, cargadas con FGF-2 (triangulo), HGF (cuadrado negro), PDGF-BB (cuadrado blanco) o VEGF-A (puntos
negros), evaluada cada dos dias durante 6 semanas. Las cantidades se indican como ng de factor de crecimiento
liberado por dia por mg de particulas.

La Figura 1c representa la velocidad de liberaciéon in vitro del factor de crecimiento de VEGF-A por particulas de
albumina-goma arabiga del Ejemplo 2 (cuadrado negro), particulas de carragenano del Ejemplo 3 (triangulo blanco),
particulas de condroitina del Ejemplo 3 (puntos blancos) y particulas de albimina-condroitina del Ejemplo 2 (cuadrado
blanco), cargadas con VEGF-A. Las cantidades se indican como ng de factor de crecimiento liberado por mg de
particulas por dia.

La Figura 1d representa la velocidad de liberacion in vitro del factor de crecimiento de HGF por particulas de albimina-
alginato del Ejemplo 1 (cuadrado negro) o particulas de alginato del Ejemplo 3 (puntos blancos), cargados con HGF. Las
cantidades se indican como ng de factor de crecimiento liberado por mg de particulas por dia.

La figura 1e representa la liberacion del factor de crecimiento in vitro de VEGF por las particulas de albumina-alginato
del Ejemplo 1 preparadas mediante el procedimiento de reticulacién entre fases (cuadrado negro) o particulas de
albumina-alginato del Ejemplo 6 preparadas mediante el procedimiento de transacilacién (puntos blancos), cargadas
con VEGF. Las cantidades se indican como ng de factor de crecimiento liberado por mg de particulas por dia.

Figura 2

La Figura 2 representa la estimulacion de la migracion celular vascular, inducida sinérgicamente por FGF-2 y HGF.

La migracion de HMEC-C (Figura 2a) HME (Figura 2b) y SMC (Figura 2c) se ensaya en camaras de Boyden durante 6
horas.

Las células, pretratadas o no con FGF-2 o HGF, se estimularon o no con HGF o FGF-2.

Figura 3

La figura 3 representa la estimulacion de la proliferacion celular vascular, inducida sinérgicamente por FGF-2 y HGF.

La figura 3a representa la proliferacién de células HMEC-C pretratadas con FGF-2 estimulada o no con HGF.

La figura 3b representa la proliferacién de células HME pretratadas con FGF-2 estimulada o no con HGF.

La figura 3c representa la proliferacion de las SMC pretratadas con HGF, estimulada o no con FGF-2.

La figura 3d representa la proliferacién de células HMEC-C pretratadas con HGF estimulada o no con FGF-2.

Los datos de proliferacion se presentan como numero de veces de incremento sobre el nimero de células iniciales
(media + SEM, n = 6 por grupo). * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.

Figura 4

La figura 4 representa la angiogénesis y la arteriogénesis in vivo inducida sinérgicamente por el suministro de FGF-2 y
HGF a través de particulas de albumina-alginato del Ejemplo 1.

[0144] La formacion de vasos, inducida por el suministro de microcapsulas de FGF-2 y/o HGF, se analiz6 en tapones
de Matrigel en ratones mediante el doble marcaje inmunchistoquimico para CD31 (Figura 4a) y aSMA (Figura 4b).

[0145] La densidad vascular (Figura 4a) y densidad de los vasos maduros (Figura 4b), cuantificada a 10x, se describe
como el nimero de vasos CD31*y de SMA* por mm?, respectivamente. El contenido de vasos en el tapon, cuantificado
a 2,5x, se presenta como porcentaje de area vascularizada con respecto al area total de la seccién (Figura 4c).

[0146] Los datos se presentan como determinantes promedio (x SEM; n = 5 ratones por grupo). *P <0,05; **P
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<0,01; **P <0,001.
EJEMPLOS

Preparacion y caracterizacion de las particulas

Ejemplo 1. Preparaciéon de particulas de albumina-alginato cargadas con factor de crecimiento utilizando el
procedimiento de reticulacion entre fases

[0147] Las particulas de albumina-alginato se pueden preparar segun el siguiente procedimiento de reticulacién entre
fases.

[0148] Se disuelven albimina de suero humano (HSA, LFB) al 4% (p/v) y alginato de propilenglicol (PGA, ISP) al 2%
(p/v) en un tampon de fosfato de pH 7,4. Esta fase acuosa se emulsiona en ciclohexano (SDF) que contiene trioleato de
sorbitan (Sigma) al 2% (p/v), a una velocidad de agitacién de 2.000 rpm. A continuacion, se afiade una solucion al 2,5%
(p/v) de cloruro de tereftaloilo (Acros) en una mezcla de cloroformo-ciclohexano (1:4 v/v) a la emulsién y se deja que se
desarrolle la reaccion de reticulacion durante 30 min.

[0149] La reaccién se detuvo mediante dilucion del medio de reaccidn. Las particulas se separan de la fase organica
por centrifugaciéon, y se lavan sucesivamente con ciclohexano, con etanol (Charbonneaux-Brabant) que contiene
polisorbato (Sigma) al 2% (p/v), con etanol al 95% (v/v) y finalmente tres veces con agua pura.

[0150] Las mediciones del diametro se realizan utilizando difraccion de laser (Particle Sizer LS200, Beckman-
Coulter). Después de la tincién con azul de metileno, las particulas se pueden observar con un microscopio 6ptico
(Olympus, BH-2) equipado con contraste de fase interferencial. Las observaciones de SEM (JSM-5400LV, JEOL) se
pueden hacer después de la deshidratacion con alcohol de la suspension de particulas seguido por el recubrimiento con
Au/Pd. Finalmente, las particulas se liofilizan mediante liofilizacién en un Freezone 6 (Labconco, temperatura del
condensador: -45 °C, presion < 0,5 mbar).

[0151] Las particulas liofilizadas se cargan con factores de crecimiento (HGF, FGF-2 y/o PDGF-BB) por imbibicién,
utilizando 0,5-2 ug de factor de crecimiento por mg de particulas (aproximadamente 35'000 particulas), durante una
incubacion de 1h-1h30 a + 4 °C.

[0152] Las particulas del Ejemplo 1 contienen una membrana delgada de albimina de suero humano (HSA) y alginato
de propilenglicol (PGA) reticulados covalentemente que rodea un centro liquido. Las mediciones de difraccion laser y las
observaciones microscépicas revelaron que estas particulas de albimina-alginato tenian un didmetro promedio de 100
pum y eran aproximadamente esféricas (Figura 1a). La deshidratacion causé un colapso parcial y reversible, lo que dio
lugar a la aparicion de una superficie con pliegues en particulas desecadas, tal como se observa por microscopia
electrénica de barrido.

Ejemplo 2 Preparaciéon de particulas mediante reticulacién entre fases de diversos polisacaridos asociados a la
albuimina sérica humana

[0153] El procedimiento descrito en el Ejemplo 1 se puede usar para preparar particulas a partir de la asociacion de la
albimina de suero humano (HSA) a otros polisacaridos usando un procedimiento de reticulacion entre fases.

[0154] Los parametros de preparacion que difieren de los del Ejemplo 1 se presentan en la siguiente tabla.

Preparacion de la solucién acuosa Concentracion de cloruro de de tereftaloilo en la mezcla
de cloroformo-ciclohexano (1:4 v/v)

Alginato de sodio (Sigma, 2% m/V) y HSA (LFB, 4% m/V) 2,5% m/V

en tampon fosfato, pH 7,4

Goma arabiga (Spraygum AB, CNI, 20% m/V) y HSA (4% 2,5% m/V

m/V) en tampdn fosfato, pH 7,4

Condroitin-sulfato (Sigma, 10% m/V) y HSA (4% m/V) en 5% m/V

NaOH 0,1N

[0155] Las particulas, a continuacion, se lavan, se liofilizan y se cargan con factores de crecimiento, tal como se
describe en el Ejemplo 1.

[0156] Las mediciones de difraccion de laser y observaciones microscopicas revelaron que las particulas de alginato
de sodio/HSA, goma arabiga/HSA, y sulfato de condroitina tenian un didmetro promedio (+/- SD) de 86,02 (+/- 44,34)
micras, 68,38 (+/- 20,92) micras y 101,9 (+/- 38,91) micras respectivamente, y eran mas o menos esféricas.

Ejemplo 3. Preparacién de particulas mediante reticulaciéon entre fases de diversos polisacaridos sin la adicién de una
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proteina

[0157]  EIl procedimiento descrito en el Ejemplo 1 se puede usar para preparar particulas de diversos polisacaridos
utilizando un procedimiento de reticulacion entre fases sin la adicién de una proteina.

[0158] Los parametros de preparacion que difieren de los del ejemplo 1 se presentan en la siguiente tabla.

Preparacion de la solucién acuosa Etapa de emulsion: velocidad de | Concentracion de cloruro de de
agitacién y fase organica tereftaloilo en la mezcla de
cloroformo-ciclohexano (1:4 v/v)
Alginato de propilenglicol (Profoam, 4000 rpm en ciclohexano + trioleato 2,5% m/V
FMC Biopolymer) 5% m/V en NaOH 1 de sorbitan al 1 % (m/V)
N
Alginato de sodio (Sigma) 3% m/V en 4000 rpm en ciclohexano + trioleato 2,5% m/V
NaOH 1N de sorbitan al 1 % (m/V)
Goma arabiga (Spraygum AB, CNI) 1500 rpm en ciclohexano + trioleato 2,5% m/V
10% m/V en NaOH 1N de sorbitan al 2 % (m/V)
Carragenano (Sigma) 2% m/V en 2800 rpm en ciclohexano + trioleato 2,5% m/V
NaOH 1 N a60 °C de sorbitan al 2 % (m/V)
Condroitin-sulfato (Sigma) 10% m/V 3500 rpm en ciclohexano + trioleato 5% m/V
en NaOH 1N de sorbitan al 2 % (m/V)

[0159] Las particulas se lavan a continuacion, se liofilizan y se cargan con factores de crecimiento como se describe
en el Ejemplo 1.

[0160] Las mediciones de difraccion de laser y observaciones microscopicas revelaron que las particulas de alginato
de propilenglicol, goma arabiga, y sulfato de condroitina tenian un diametro promedio (+/- SD) de 73,48 (+/- 42,38)
micras, 63,86 (+/- 35,21) micras, y 101,3 (+/- 69,26) micras respectivamente, y eran mas o menos esféricas.

Ejemplo 4. Preparacion de particulas de albumina-alginato cargadas con factor de crecimiento utilizando el
procedimiento de transacilacién

[0161] La fase acuosa se preparé disolviendo PGA al 2% (m/V) (Profoam, FMC Biopolymer) y HSA (LFB) al 20%
(m/V) en agua destilada. A continuacién, 6 ml de esta solucién acuosa se emulsionan en 40 ml de miristato de isopropilo
(SDF) suplementado con trioleato de sorbitan (Sigma) al 5% (m/V) a una velocidad de agitacién de 3.000 rpm. Después
de 5 minutos de agitacién, se afiaden a la emulsiéon 2 ml de una solucién al 2% (m/V) de hidréxido sédico en etanol al
95% (V/V) (Charbonneaux Brabant). La emulsion se neutraliza después de 15 minutos mediante la adiciéon de 2 ml de
una solucién 8,5 (V/V) de acido acético en etanol al 95% (V/V). La agitacién se detiene después de 15 minutos. A
continuacion, las particulas se separan del medio de reaccion mediante centrifugacion y, a continuacion, el sedimento
se resuspende en una solucion acuosa al 2% (m/V) de polisorbato (Seppic) y tres veces en agua pura.

[0162] A continuacion, las particulas se liofilizan y se cargan con factores de crecimiento, tal como se describe en el
Ejemplo 1.

[0163] Las mediciones de difraccion de laser y observaciones microscopicas revelaron que las particulas de alginato
de propilenglicol/HSA tenian un diametro promedio (+/- SD) de 92,23 (+/- 47,36) micras y fueron mas o menos esféricas.

Ejemplo 5 Preparaciéon de una composicién que contiene dos fracciones de particulas cargadas por separado con dos
factores de crecimiento para la liberacién prolongada secuencial in vivo

[0164] Se preparan soluciones madre de factores de crecimiento (aproximadamente 100 ng/pl), tal como se sugiere
por el fabricante en PBS o H20 en funcion del factor de crecimiento especifico. Las soluciones madre se almacenan a -
80 °C hasta su uso. Se carga una cantidad definida de particulas en un tubo Eppendorf con un factor de crecimiento a la
dosis de 1 pg de factor de crecimiento por mg de particulas (correspondiente a aproximadamente 35.000 particulas). El
volumen total para la carga se mantiene a aproximadamente 15-20 pl por mg particulas (ajustado mediante la adicion
del tampén de liberacién, RB). Las particulas se incuban en hielo durante 1,5 h. A continuacién, se afiade tampon de
liberacién para preparar una suspension para inyeccién o para los analisis de la liberacién del factor de crecimiento.

[0165] Para la administracion in vivo, se prepararon las siguientes suspensiones:
FGF-2 solo: relacion de polimero/tamp6én de liberacién mg/ml 7,246
HGF solo: relacion de polimero/tampon de liberacion mg/ml 1,812

[0166] En cada caso, se inyectaron 23 pl de esta solucién en tres puntos del ventriculo izquierdo de ratas haciendo

que la dosis total por corazén fura de 500 ng de FGF2 o 125 ng de HGF.
FGF-2 para la combinacién: relacion de polimero/tampén de liberaciéon mg/ml 10.417
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HGF para la combinacion: relacién de polimero/tampén de liberacion mg/ml 5.952

16 pl de suspension de particulas cargadas con FGF-2 se mezclaron con 7 pl de la suspension de particulas cargadas
con HGF, y 23 pul de esta suspension mixta se inyecté en tres puntos del ventriculo izquierdo haciendo que la dosis total
por corazon fuera de 500 ng de FGF-2 + 125 ng de HGF.

[0167] Para los estudios en ratones, las particulas se cargaron a 1 o 2 ug del factor de crecimiento por mg de
particulas y se prepararon las siguientes soluciones para la inyeccién en el modelo de matrigel in vivo:

PDGF-BB solo: relacion de polimero/tampon de liberacién mg/ml 10,0

VEGF-A solo: relacién de polimero/tampén de liberacion mg/ml 10,0

HGF para la combinacién: relacion de polimero/tampon de liberacion mg/ml 6,897

FGF-2 para la combinacién: relacion de polimero/tampén de liberaciéon mg/ml 6,897

31 pl de suspension de particulas cargadas con FGF-2 se mezclaron con 8 pl de la suspension de particulas cargadas
con HGF, y 40 pl de esta suspension mixta se inyectd en cuatro puntos en el ventriculo izquierdo haciendo que la dosis
total por corazon fuera de 500 ng de FGF-2 0 125 ng de HGF.

Ejemplo 6. Cinética de liberacion del factor de crecimiento de diversas particulas

[0168] Las particulas del Ejemplo 1 liberan secuencialmente FGF-2, HGF, PDGF-BB, o VEGF-A durante mas de 1
mes, aumentando significativamente sus efectos angiogénicos in vivo.

[0169] Con el fin de lograr una liberacién controlada espaciotemporalmente de factores de crecimiento angiogénicos,
se utilizan sistemas de suministro inyectables, en forma de particulas.

[0170] Las particulas cargadas con factor de crecimiento se resuspenden a 4 mg de particulas/ml en tampén de
liberacién que mimetiza el fluido extracelular (EFM-RB; KCI 5 mM, NaCl 125 mM, Hepes 20 mM, MgCI2 1,5 mM, CacCl2
1,5 mM, pH 7,4) y se incuban bajo rotacion continua (6 rpm) durante 40 dias a 37 °C. Cada dos dias, los tubos se
centrifugan (300 g, 8 min) para sedimentar las particulas. Una muestra del sobrenadante se recoge y se almacena a -80
°C. El volumen inicial en el tubo de ensayo se restaura mediante la adicion de EFM-RB fresco para simular las
condiciones de difusion ilimitadas. La liberacion del factor de crecimiento se cuantifica mediante ELISA segun las
instrucciones del fabricante (VEGF-A, HGF y PDGF-BB, RnD systems; FGF-2, Invitrogen). Los datos se presentan como
la cantidad promedio (ng) del factor de crecimiento liberado por dia por mg de particulas (n = 3).

[0171] Las particulas del Ejemplo 1 se ensayaron in vitro para la liberacion de factores de crecimiento angiogénicos en
condiciones que se aproximan al entorno de tejido vivo. Mientras que la liberacion de FGF-2 y VEGF-A de las particulas
comenz6 inmediatamente, la liberacion de HGF y del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)-BB se retrasé
mas de 1 semana (Figura 1b). Ademas, mientras que la liberacion de PDGF-BB duré 4 semanas, la de FGF-2, HGF y
VEGF-A duré 6 semanas. Ademas, se confirmé que los factores de crecimiento liberados a partir de las particulas
retuvieron su bioactividad completa utilizando un ensayo in vitro de migracion celular.

[0172] Las particulas de los Ejemplos 2 y 3 también se ensayaron in vitro para la liberacion de factores de crecimiento
angiogénicos en condiciones que se aproximan al entorno de tejido vivo.

[0173] La figura 1C muestra que las particulas de polisacarido co-reticulado con HSA exhiben un primer nivel de
liberacién durante las dos primeras semanas, mas alta que las particulas de polisacéaridos reticulados sin proteina.

[0174] La Figura 1D muestra que las particulas de alginato, correticulado con HSA o no, exhiben velocidades de
liberacién similares de HGF, aunque la velocidad de liberacion de particulas de alginato-albimina es ligeramente
superior, pero comienza pocos dias después que las particulas de alginato.

[0175] La Figura 1E muestra que el procedimiento de reticulacién afecta a la velocidad de liberacion del factor de
crecimiento. El procedimiento de reticulacion entre fases permite una liberacion lenta, pero constante, mientras que el
procedimiento de reticulacion por transacilacién permite una liberacion rapida pero decreciente.

Ejemplo 7. Formacién de imagenes confocales de la distribucién del factor de crecimiento

[0176] Para determinar la localizacién del factor de crecimiento, se realizaron andlisis confocales de particulas
cargadas con FGF-2 o HGF marcados con fluorescencia.

[0177] Se marcaron fluorescentemente veinte pg de rhFGF-2 o rmHGF utilizando un kit Alexa-555 segun las
instrucciones del fabricante (kit de marcaje de proteinas a microescala, Invitrogen). Las particulas liofilizadas
preparadas, tal como se describe en el ejemplo 1, se cargaron con los factores de crecimiento fluorescentes, utilizando
1 ug de factor de crecimiento por mg de particulas, como antes. Las particulas cargadas con factor de crecimiento se
resuspendieron a 4 mg de particulas/ml en tampén de liberacion que mimetiza el fluido extracelular (EFM-RB, como
antes). Después de la incubacién durante la noche, las particulas se introdujeron en matrigel y se tomaron imagenes
utilizando un microscopio confocal invertido Leica TCS SP5 X a 20x. Las imagenes fueron procesadas utilizando el
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software Leica LAS AF (version 2.2.0). Los resultados muestran que ambos factores de crecimiento se unieron a la capa
de superficie de la microcapsula, lo que confirma sus interacciones con la membrana de proteina-polisacarido
reticulado. Sin embargo, el FGF-2 también estaba presente en el centro liquido de la microcapsula. Estos hallazgos
pueden explicar, en parte, por qué las particulas presentan diferentes perfiles de liberacion para FGF-2 y HGF.

Resultados biol6gicos

Ejemplo 8. FGF-2 y HGF estimulan sinérgicamente la migracion y proliferacién celular vascular

[0178] La migracion y la proliferacion celular: La quimiotaxis puede ensayarse usando una camara de 48 pocillos de
migracion Boyden modificada (AP48; Neuro Probe Inc., Gaithersburg, EE.UU.).

[0179] Brevemente, las membranas se recubren con gelatina al 0,15% durante 1 hora a 37 °C. Las células, suero
privado de alimento durante 24 horas en FCS al 1% (sin suplementos de MV bullet para HMEC-C y PmT-EC), se
estimularon con factor de crecimiento durante 24 horas en el caso de pre-tratamiento con FGF-2 (25 ng/ml para HME,
PmT y RAOSMC; 50 ng/ml para HMEC-C) o HGF (25 ng/ml para HMEC-C; 50 ng/ml para HME, PmT y RAOSMC). A
continuacion, las células se tratan con tripsina y se resuspenden en medio fresco suplementado con BSA al 0,25%. En
cada pocillo superior se anadieron 1x10* células. Los pocillos inferiores contenian FGF-2 (12,5 ng/ml para HME vy
RAOSMC; 25 ng/ml para PmT-EC y HMEC-C) o HGF (12,5 ng/ml para HME, PmT-EC y RAOSMC; 5 ng/ml para HMEC-
C). Las células se incuban en la camara durante 6-12 h a 37 °C, después de lo cual las células unidas a la membrana se
fijan en metanol y se tifien con hematoxilina. Se utilizan seis muestras replicadas en cada experimento y los
experimentos se llevan a cabo al menos dos veces. Las células que migran se analizan usando un microscopio 6ptico y
se informa del nimero de células migrantes por campo Optico. Para los analisis de proliferacion celular, HME, HMEC-C,
y RAOSMCs se tratan previamente o no durante 24 horas con FGF-2 (25 ng/ml para HME; 50 ng/ml para HMEC-C y
RAOSMCs) o HGF (25 ng/ml para HMEC-C; 50 ng/ml para HME y RAOSMCSs). A continuacion, se afiaden 1x10* células
a cada pocillo de placas de 24 pocillos y se incuban durante 2 horas a 37 °C. Después de la union celular, el medio se
reemplaza con medio fresco que contiene FGF-2 (25 ng/ml para HME; 10 ng/ml para HMEC-C; 50 ng/ml para
RAOSMCs) o HGF (1 ng/ml para HME; 25 ng/ml para HMEC-C; 50 ng/ml para RAOSMCSs). La proliferacion celular se
ensaya después de 24 h, 48 h, 72 h o usando el ensayo de WST-1 segun las instrucciones del fabricante (Roche).

[0180] En primer lugar, se encuentra que FGF-2 (factor de crecimiento fibroblastico-2) y HGF (factor de crecimiento de
hepatocitos) sinérgicamente estimulan la migracion y proliferacién celular vascular in vitro, y la angiogénesis in vivo.

[0181] Los efectos de FGF-2 y/o HGF son evaluados in vitro utilizando células endoteliales microvasculares de
corazébn murino (HME), células endoteliales microvasculares embrionarias murinas (PmT-EC), células endoteliales
cardiacas microvasculares humanas (HMEC-C) y células de musculo liso aédrtico de rata (SMC).

[0182] Aunque FGF-2 y HGF utilizados solos indujeron la migracion (figura 2) y la proliferacion (figura 3) de células
endoteliales (EC) y SMC, el pretratamiento con HGF potencié significativamente la respuesta de la motilidad de EC a
FGF-2 (Figura 2a, 2b).

[0183] En consecuencia, el pretratamiento con FGF-2 mejoré la migraciéon inducida por HGF (Figura 2a, 2b). Del
mismo modo, en las SMC, FGF-2 aumentd notablemente las respuestas de motilidad a HGF, aunque HGF no altero la
migracion inducida por FGF-2 (Figura 2c).

[0184] Ademas, el pretratamiento de HMEC-C (Figura 3a) o HME (Figura 3b) con FGF-2 aument6 significativamente la
proliferacién celular inducida por HGF. Por el contrario, el pretratamiento de HMEC-C (Figura 3d) o SMC (Figura 3c) con
HGF aumenté significativamente las respuestas de proliferacion celular a FGF-2.

[0185] Estos datos muestran que el FGF-2 y HGF sinérgicamente estimulan la migracién y proliferacién celular
vascular, lo que indica que la combinacién de estos factores de crecimiento puede ser util para la angiogénesis
terapéutica.

Ejemplo 9. Efecto de particulas cargadas con factor de crecimiento en respuestas angiogénicas y arteriogénicas in vivo
(modelo plug de matrigel de ratén)

[0186] Se puede utilizar una matrigel reducida de factor de crecimiento (BD, Bedford, Massachusetts, EE.UU.) para
evaluar las respuestas angiogénicas in vivo. Brevemente, se mezclan 500 ul de matrigel se mezcla con 0,125, 0,5, 0 1
mg de particulas del ejemplo 1 cargadas con factores de crecimiento, como antes. Los controles contenian matrigel
mezclada con tampén o particulas sin factores de crecimiento. La mezcla de Matrigel se inyecta por via subcutanea a
formar tapones (“plugs”) dorsales en ratones macho Balb/c anestesiados mediante inyeccion intraperitoneal de ketamina
(90 mg/kg, Bayer, Francia) y xilazina (3,6 mg/kg). Después de 3 semanas, los tapones de Matrigel se recogen, se
insertan congelados inmediatamente en Tissue-Tek (Sakura Finetek, Torrance, EE.UU.) y se almacenan a -80 °C.

[0187] Microscopia de fluorescencia semicuantitativa: se determinaron los niveles de expresion de la proteina
receptora del factor de crecimiento angiogénico en vasos sanguineos pequefios y mas grandes en secciones
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histolégicas de tapones (“plugs”) de Matrigel implantados con particulas cargadas con FGF-2 o HGF, como antes. En
resumen, se marcaron por duplicado criosecciones fijadas con acetona de 10 um de grosor para c-Met (anti c-Met de
raton de conejo, 1:300, sc162, Santa Cruz Biotech, EE.UU.) o FGFR1 (anti FGFR1 humano de conejo, 1: 100, Sigma),
en combinacion con CD31 (anti-CD31 de raton de rata biotinilado, 1:100, BD). Los reactivos secundarios incluyeron un
anti-Cy3 de conejo de burro (1:300, Jackson ImmunoResearch Laboratories) y SA-FITC (1: 200, Sigma). Después de
contratincion con colorante de Hoescht (1:10'000) y montaje en Vectashield, las secciones se visualizaron usando un
microscopio confocal invertido Leica TCS SP5 X a 40x (NA = 1,25) y las imagenes se adquirieron en un modo
secuencial. Las configuraciones confocales se mantuvieron estrictamente idénticas entre las series. Adicionalmente; la
homogeneidad de iluminacién del campo y la salida de potencia del laser se verificaron antes y después de los
experimentos para garantizar unas condiciones estables de adquisicion. Las imagenes se analizaron usando el software
Bitplane Imaris (version 6.10) para determinar los niveles relativos maximos de intensidad de la sefial en las regiones de
interés (ROI) centradas en los vasos sanguineos individuales. En total, se analizaron 3-5 animales por grupo, y para
cada animal 5-7 imagenes, cada una incluyendo 7-50 ROI.

[0188] Para determinar si el sistema de liberacion lenta de la invencion influiria en el efecto angiogénico de FGF-2 o
HGF in vivo, se estudi6 la comparacion del tratamiento con particulas cargadas con factor de crecimiento frente a
factores de crecimiento desnudos usando el modelo de plug de matrigel de ratén. Se encontrdé que el suministro de
factores de crecimiento por las particulas era 2-6 veces mas potente para inducir la angiogénesis, en comparacion con
el suministro en bolo de factores de crecimiento.

[0189] Las interacciones estimuladoras reciprocas observadas entre FGF-2 y HGF en las células vasculares
sugirieron que estos factores de crecimiento pueden regular de forma cooperativa el crecimiento de vasos. Para
investigar esta posibilidad, se inyectaron particulas que contienen FGF-2 y/o HGF en tapones de Matrigel en ratones. En
cada caso, se utiliz6 la dosis mas baja del factor de crecimiento que da como resultado un efecto angiogénico
sustancial. Mientras que cada factor de crecimiento usalo solo indujo una respuesta angiogénica moderado, FGF-2 y
HGF utilizados en combinacién estimularon sinérgicamente la angiogénesis y arteriogénesis, como demuestra el
aumento de la densidad vascular (Figura 4a), la madurez vascular (Figura 4b), y el area vascularizada (Figura 4c) en
comparacion con los tratamientos de factores de crecimiento individuales.

[0190] Se obtuvieron resultados similares con particulas que contienen PDGF-BB y/o FGF-2. Mientras que cada factor
de crecimiento usado solo indujo una respuesta angiogénica moderada, PDGF-BB y FGF-2 utilizados en combinacién
estimularon sinérgicamente la angiogénesis y arteriogénesis, como se evidencia por un aumento de la densidad
vascular, la madurez vascular, y el area vascularizada en comparacion con los tratamientos de factores de crecimiento
individuales.

[0191] La combinacién del factores de crecimiento angiogénicos mas potente descrita hasta la fecha es la asociacion
de FGF-2 y PDGF-BB (Cao et al Nat. Med. 2003, 9 (5), 604-613). Para comparar estas combinaciones de dos factores
de crecimiento diferentes, se inyectaron particulas que contienen FGF-2 y/o PDGF-BB en los tapones de Matrigel en
ratones. Se encontré que mientras que la densidad de los vasos inducida por la combinacion de FGF-2 y PDGF-BB fue
moderadamente mayor que la inducida por FGF-2 en combinaciéon con HGF, el nimero de vasos maduros no difirio.

[0192] Sin embargo, mientras que la combinacién de FGF-2 y PDGF-BB solamente dieron como resultado un 30% del
area de tapon total vascularizado, la combinacién de FGF-2 y HGF en particular dieron lugar a un contenido de vasos en
el tapon de matrigel de alrededor de 80%.

[0193] Estos resultados revelan las particulas de albumina-alginato son particularmente eficientes para el suministro
del factor de crecimiento in vivo. Ademas, segun los datos in vitro, la combinacion de FGF-2 y HGF indujeron
sinérgicamente la angiogénesis y arteriogénesis a un nivel comparable o superando la de la combinacién mas potente
de factores de crecimiento angiogénicos descritos actualmente.

Ejemplo 10. Efecto de particulas cargadas con factor de crecimiento después de inyeccién intramiocardica

[0194] Se indujo infarto de miocardio (MI) en ratas Wistar macho anestesiadas (ketamina, 3,6 mg/kg; gas isoflurano,
2%), ventiladas mecanicamente mediante ligadura de la arteria coronaria izquierda proximal después de una
toracotomia izquierda (n = 22 ratas/grupo) como se describe previamente 2% 28, Las ratas con infartos que abarcan 20-
50% del ventriculo izquierdo (VI) se incluyeron en el estudio. Inmediatamente después, las particulas cargadas con
factores de crecimiento como se describe anteriormente se inyectaron en tres puntos (23 ul/punto) a lo largo de la zona
fronteriza del infarto en el lado anterior derecho de la pared libre del VI adyacente al septum. La cantidad total de factor
de crecimiento administrada por corazén fue 125 ng HGF o 500 ng de FGF-2 solo o la combinacién de ambos. Los
controles fueron inyectados con las mismas cantidades de particulas sin factor de crecimiento. El térax se cerro en tres
capas Yy las ratas se dejaron recuperar en un cojin de calentamiento antes de ser devueltos a sus jaulas (2-3
ratas/jaula). En el momento del sacrificio, las ratas fueron administradas con una dosis letal de anestesia (metohexital
sédico) seguido por la rapida escision del corazén a través de una toracotomia ventral. Los corazones fueron detenidos
en diastole por inmersion en tampon de cloruro de potasio saturado enfriado con hielo. Los pulmones y el corazon se
pesaron y el VI se diseccion6 antes de ser cortado transversalmente a nivel de los misculos papilares y se introdujeron
congelados inmediatamente en Tissue-Tek y se almacené a -80 ° C.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2784192 T3

[0195] Histoquimica: Se deteminaron el tamafio Ml y la densidad de colageno en criosecciones de corazon en serie de
10 um de grosro fijados en fijador de Carnoy y tefiidas con rojo sirio. Se examinaron los portaobjetos y se fotografiaron
con un microscopio 6ptico (Zeiss) a 40 aumentos. Las areas ricas en colageno se identificaron utilizando Imagen Pro
Plus (version 6.3). El contenido de colageno se calculé como porcentaje del area de colageno con respecto al area total
de la imagen (n = 14-16 animales/grupo). El tamafio del infarto se analiz6 en videomicrofotografias de las secciones
utilizando Adobe Photoshop (CS3 version extendida 10) para delinear los perimetros de VI epicardico y endocardico y el
perimetro de infarto. El tamafio del infarto se calculé como: perimetro de infarto total/(perimetro de VI epicardico +
peimetro de VI endocardico) x 100. Para los andlisis inmunohistoquimicos, se fijaron posteriormente criosecciones de 10
micras en acetona y se tifieron segun los protocolos estandar utilizando anti-CD31 raton derata (PECAM-1, 1:100,
BD); antiCD31 rata de ratén biotinilado (PECAM-1, 1: 100, BD); anti SMA-FITC humano de ratén (a actina de musculo
liso, 1:200, Sigma); anti Ki67 humano de conejo (1:500, Novocastra Laboratories, Newcastle, Reino Unido); y WGA-
A488 (aglutinina de germen de trigo, 1:100, Invitrogen). Los reactivos secundarios incluyeron: estreptavidina (SA) -
Fluoprobe 547 (1:1500, Interchim, Francia), SA-Cy5 (1:1000, GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Suecia), anti-Cy3
conejo de burro (1:300, Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc., West Grove, EE.UU.), o kit Vectastain® ABC que
contiene anti-lgG de rata conjugado con HRP (Vector Laboratories, Burlingame, EE.UU.) que se utiliza con el kit de
sustrato DAB (Vector Laboratories) para la tincién de peroxidasa. Las secciones se contratifieron durante 2 min con el
colorante de Hoescht (1:10'000, Sigma). Las micrografias (n = 2-4 secciones/animales, 5-15 animales/grupo) fueron
capturadas utilizando los objetivos 10x, 20x 0 40x en un microscopio de fluorescencia (Zeiss Axiolmager Z1) equipado
con un Apotome, o usando un objetivo 2,5x en un microscopio 6ptico (Leica). Las imagenes fueron procesadas por un
operador que desconocia los grupos de tratamiento usando Imagen Pro-Plus, AxioVision (version 4.6), o el software de
andlisis de imagenes Adobe Photoshop. La densidad de los vasos y la madurez de los vasos se cuantificaron como el
nimero de vasos CD31*y vasos SMA* por mm?, respectivamente. El contenido de vasos en el tapon de Matrigel se
calculé como el porcentaje del area vascularizada con respecto al area de seccion total. La proliferacion endotelial se
analizé mediante doble marcaje con Ki67 y CD31 y se presentd como el nimero de células endoteliales Ki67* por
mm?Z. Los tamafios de cardiomiocitos se midieron en secciones tefiidas con WGA. La proporcién de vasos con respecto
a cardiomiocitos se calcul6 como el nimero de casos con respecto al nimero de cardiomiocitos por mm?2.

[0196] MRI: Se evaluo la perfusion cardiaca mediante MRI con marcaje de spin arterial usando un pequefio iman de
animal de 4,7T (Biospec 47/40 avanzada lIl, Brucker, Ettlingen, Alemania) equipado con un inserto de gradiente
(BGA12S 400MT/m) y una bobina de radiofrecuencia de transmision/recepcion en el modo en cuadratura con diametro
interno de 86 mm (Brucker).

[0197] Brevemente, los animales se anestesiaron con metohexital y se colocaron en una posicién supina sobre una
cuna de calentamiento. Se monitoriz6 la sefial ECG mediante la colocacion de dos electrodos subcutdneos en cada lado
del pecho conectados a un pequefio sistema de vigilancia y activacién de los animales (modelo 1025-S-50, SA
Instruments Inc., NY, EE.UU.) para la sincronizacion de MRI. Después de la optimizacion de la sefial de radiofrecuencia,
la secuencia de perfusion se ejecut6 en el plano del eje corto permitiendo la determinacion de la perfusion del tejido de
miocardio. Se obtuvieron mapas globales, asi como mapas T1* de recuperacion de inversion de spin selectivo de
muestra fina (constante de tiempo ajustada). Durante la adquisicion se realizaron promedios de 32 sefiales que resulta
en una duracion de formacion de imagenes de aproximadamente 20 min por animal 4’. La perfusion regional en la zona
tratada del VI se calcul6 como P=((0,95/Tlinterno) X (T1* giobal/ T1*selectiva) -1) de ROI donde Tl inerma €S la sefial en la
sangre “. Las imagenes de perfusion se analizaron con el software Paravision 5.0 (Brucker) por dos observadores
independientes.

[0198] Ecocardiografia: Se examinaron animales (n = 15-17 ratas/grupo, y 8 ratas con operacion simulada de igual
edad) en 1 mes y 3 meses después de MI mediante ecocardiografia transtoracica. Se obtuvieron registros de imagenes
en 2D y en modo M guiado por 2D, modo Doppler M y Doppler de onda pulsada a partir de vistas del eje corto
parasternal (nivel de musculos papilares), usando un ecdgrafo Vivid 7 Ultrasound (GE Healthcare) con una sonda lineal
M12L operada a 14 MHz, y se analizaron usando software Echopac PC. El diametro diastélico final (EDD) y el diametro
sistdlico final (ESD) de VI se midieron mediante la convencién del primer eco y se utilizaron para calcular la fraccién de
acortamiento (FS) a través de la ecuacién FS = [([EDD-ESD)/EDD] x 100. La integral velocidad-tiempo (VTI) se midié a
nivel de la arteria pulmonar mediante Doppler de onda pulsada. Se midieron el grosor diastdélico final AW (AWT ED) y el
grosor sistélido final AW (AWT ES) de la pared libre del VI en el modo TM capturado en las vistas del eje corto, y se
usaron para calcular la fraccién del grosor de la pared anterior de VI (AW FT) mediante la ecuacion AW FT = [(AWT ES-
AWT ED)/AWT ED] x 100. La velocidad de acortamiento circunferencial (VCFc) corregida por la frecuencia se calcul6
como VCFc =% FS/LVET x (R - R), donde LVET = tiempo de eyeccién de VI (ms) y R-R = intervalo R-R de ECG. La
media de tres ciclos cardiacos consecutivos se usé para todas las mediciones en cada animal. Las mediciones,
realizadas por un solo ecocardiografista ciego a los grupos de tratamiento, se realizaron segun las convenciones de la
Sociedad Americana de Ecocardiografia.

Resultados:
[0199] EIl suministro intramiocardico de FGF-2 y HGF estimula la angiogénesis y la arteriogénesis y evita la hipertrofia

cardiaca y la fibrosis inducida por MI.
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[0200] Para evaluar el efecto de FGF-2 en combinacién con HGF en un entorno de enfermedad cardiovascular, se
realiz6 un exprimento aleatorizado, ciego, em ratas supervivientes a ligadura de la arteria coronaria (n = 102) o cirugia
simulada (n = 11).

[0201] EI modelo MI experimental conduce al desarrollo de CHF en 3 meses. Las particulas del Ejemplo 1, cargadas o
no con FGF-2 y/o HGF, fueron inyectadas localmente en la pared libre viable que bordea la zona de infarto del
ventriculo izquierdo (V1) inmediatamente después de MI.

[0202] En 1 o 3 meses después de MI, los efectos cardiacos angiogénicos y arteriogénicos se evaluaron mediante
inmunohistoquimica.

[0203] En 1 mes después de M, las ratas de control no tratadas mostraron rarefacciéon de los vasos de miocardio,
incluyendo niveles reducidos de vasos sanguineos maduros, en comparacion con simulados sanos. Debido a una
respuesta angiogénica compensatoria inherente, evidenciada por el aumento de la proliferacion de EC en 1 mes, las
densidades de vasos totales y vasos maduros mejoraron ligeramente en los corazones de control no tratados a los 3
meses. La monoterapia con FGF-2 resulté en un incremento adicional en la angiogénesis y la arteriogénesis a nivel local
en el area de VI tratada, lo que conduce a una densidad de vasos ligeramente aumentada y una densidad de vasos
maduros significativamente aumentada a 1 mes en comparacion con los controles. Sin embargo, los efectos se
perdieron a los 3 meses.

[0204] La monoterapia con HGF, por otra parte, que muestra los efectos arteriogénicos limitados a 1 mes, tendian a
aumentar la proliferacion de EC y la densidad vascular a los 3 meses.

[0205] En cambio, el tratamiento de combinacion indujo una respuesta angiogénica y arteriogénica potente, de nuevo
limitada estrictamente a la zona de VI tratada, con mas de una duplicacion del nimero de EC proliferantes y 3 veces
mas vasos sanguineos maduros en comparacion con los controles no tratados en 1 mes después de MI. De manera
destacada, a los 3 meses, la densidad de los vasos del miocardio en el grupo de combinacién habia alcanzado niveles
normales de rata simulada. Ademas, la densidad de los vasos maduros en el grupo tratado por FGF-2 y HGF en
combinacion incluso supero la de las simulaciones.

[0206] A continuacion, se evalud la extension de la hipertrofia y la fibrosis cardiaca mediante analisis histolégicos de
tamafios de cardiomiocitos y densidad de colageno, respectivamente. Mientras que el tratamiento con FGF-2 no tuvo
ningun efecto sobre estos parametros, tanto HGF solo como el tratamiento de combinacién redujo la fibrosis cardiaca y
la hipertrofia a los 3 meses. En particular, la disminucion coordinada en tamafios de cardiomiocitos y aumento de la
densidad de vasos sanguineos generado por el tratamiento de combinacién dieron lugar a una normalizacion de la
proporcién cardiomiocitos:vaso. Ademas, como se observd que los efectos terapéuticos se limitaban a la zona de VI
inyectada, lo que sugiere que los factores de crecimiento de hecho habian sido dirgidos espacialmente de manera
exitosa, la distribucién cardiaca de los vehiculos de suministro lento se verificé utilizando particulas marcadas con
fluorescencia del Ejemplo 1. Los corazones se evaluaron histolégicamente a las 6 h, 1 o 2 semanas después de la
inyeccion intramiocardica. Se encontrd que las particulas se confinaban estrictamente a una pequefia area que rodeaba
los tres puntos de inyeccién, que se extiende al maximo de 1-2 mm en el miocardio subepicardico. Las particulas se
extienden sobre un area que representa alrededor del 8% de una seccién transversal del VI a nivel del masculo papilar
después de 6 h, disminuyendo progresivamente a alrededor de 6% después de 1 semana y el 4,5% después de 2
semanas.

[0207] Estos resultados confirman i) una distribucién de microcapsula localizada centrada alrededor de los puntos de
las inyecciones en concordancia con los observados efectos observados en VI restringidos de las terapias; ii) una linea
de tiempo comparable de la degradacion de la microcapsula en el corazon tal como se observa in vitro.

[0208]  EI suministro intramiocardico de FGF-2 y HGF mejora la perfusién cardiaca regional y la funcién cardiaca
después de un Ml.

[0209] Para evaluar si los vasos sanguineos inducidos por las terapias angiogénicas resultaron en una mejora
funcional en perfusion cardiaca, se empled la obtencion de imagenes por resonancia magnética (MRI). Los resultados,
obtenidos 3 meses después de MI, demuestran que mientras que los controles no tratados muestran una perfusién
cardiaca significativamente reducida en comparacion con los animales sanos con operacién simulada, solo el
tratamiento de combinacién aumentoé la perfusion cardiaca regional en la zona tratada del VI.

[0210] A continuacion, para investigar si las multiples alteraciones miocardicas beneficiosos inducidas por terapias
angiogénicas se correlacionaban con la mejora de la funcién cardiaca, a pesar de que los tamafos de infarto de
miocardio fueron similares en todos los grupos, se realizaron andlisis ecocardiograficos a 1 y 3 meses después de MI.

[0211] Los controles no tratados mostraron una disfuncion cardiaca severa, caracterizada por un adelgazamiento de
la pared del VI a 1 mes y la dilatacion progresiva del VI asociada con el desarrollo de CHF. La contractilidad cardiaca
tanto regional como global se redujo, como se evidencia en 1 mes por una disminucién de la fraccion de acortamiento
(FS) y la velocidad de acortamiento circunferencial de fibra (VCFc). La monoterapia con HGF sélo mejord ligeramente
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los parametros de VI en 3 meses, evidenciado por una disminucion de LVESD vy los volimenes diastélicos y sistélicos
finales y una tendencia de aumento de FS y VCFc en comparacion con controles no tratados. La monoterapia con FGF-
2, por otro lado, redujo significativamente la dilatacion de VI, y en 3 meses después de Ml aument6 FS y VCFc.

[0212] A diferencia de estos efectos moderados de monoterapias, la combinacién de FGF-2 y HGF redujo la dilatacion
de VI y la disfuncion de VI ya en 1 mes después de MI, tal como se muestra por un aumento de FS y VCFc en
comparacién con controles no tratados. Esto se asocié con un aumento del grosor de la pared sistélica final anterior de
VI, y una tendencia para un mayor engrosamiento de la pared. A los 3 meses, el grupo de tratamiento de combinacién
mostré un aumento importante en el grosor de la pared del VI y el engrosamiento de la pared en comparacion con los
controles no tratados y los grupos de factores de crecimiento individuales. Por otra parte, la dilatacion LV se redujo aun
mas, y se asocio con una recuperacion marcada de la funcién del VI, evidenciada por un aumento de la FS y VCFc en
comparacion con ambos controles no tratados y los animales tratados con HGF, lo que indica que se evitd parcialmente
el desarrollo de CHF.

Material y Procedimientos

Reactivos y Animales

[0213] Las células endoteliales microvasculares de corazén murino (HME) fueron una donacién del Dr. Marco Presta
(Universita di Brescia, ltalia). Las células endoteliales microvasculares embrionarias murinas (PmT-EC) fueron una
donacién de los Dres. Karin Aase y Lars Holmgren (Instituto Karolinska, Suecia). Las células endoteliales cardiacas
microvasculares humanas primarias (HMEC-C) y células del musculo liso aértico de rata (SMC) se adquirieron de
Lonza. Todas las lineas celulares se mantuvieron en DMEM (Gibco, Invitrogen, Paisley, Reino Unido) que contiene FBS
al 10%, excepto PmT-EC y HMEC-C, que se mantuvieron en medio EGM-2 suplementado con kit MV bullet (Lonza). Se
utilizaron cultivos de células primarias para los experimentos entre pasajes 4-8. Todas las células se mantuvieron a 5%
de CO2y 95% de aire a 37 °C. Los factores de crecimiento, rhFGF-2 (mondémero, 157 aa), rmHGF (dimero, 463 y 232
aa), rhHGF (dimero, 697 aa), rhPDGF-BB (dimero, 109 aa), se obtuvieron de RnD Systems Inc. (Minnesota, Estados
Unidos). Los ratones macho Balb/c (20-22g) y las ratas Wistar macho (200-220g) se adquirieron de Janvier (Le Genest
St Isle, Francia). Los experimentos con animales se realizaron segun las directrices del NIH, la normativa comunitaria de
la UE y la legislacion nacional francesa.

Estadisticas

[0214] Los datos se presentan como determinantes promedio + SEM. La prueba t de Student (dos colas) se utilizé
para comparar dos grupos de muestras independientes. Para comparaciones mdltiples, se empledé andlisis de la
varianza de una via (ANOVA) utilizando el software GraphPad Prism (version 5.0), seguido de la prueba post-hoc de
Tukey, a excepcion de los datos ecocardiograficos donde se empled ANOVA de dos vias con mediciones repetidas,
seguido de prueba post-hoc de Bonferroni. Un p < 0,05 se consideré significante.
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REIVINDICACIONES

1. Particula que contiene al menos un polisacarido reticulado covalentemente y al menos un factor de crecimiento,
comprendiendo ademas dicha particula una proteina que esta correticulada con el polisacéarido y siendo:

- una microcapsula que tiene una estructura de ndcleo/membrana, en la que dicho nicleo es liquido, o

- una microesfera, estando el factor de crecimiento adsorbido al polisacarido reticulado covalentemente del volumen
total de la microesfera.

2. Particula, segun la reivindicacion 1, en la que el polisacarido se selecciona del grupo que consiste en goma de
xantano, goma gellan, goma de acacia, goma tragacanto, goma guar, goma de algarrobo, goma karaya, acido alginico y
derivados del mismo, sales alginicas, ésteres alginicos, pectinas, polisacaridos sulfatados de algas, agares,
carragenanos, fucoidanos, glucomananos y galactomananos, arabinogalactanos, glicosaminoglicanos, condroitin-4-
sulfato, condroitin-6-sulfato, heparan-sulfato, heparina y derivados de los mismos, pentosanos, dextranos, quitosano y
derivados de los mismos, derivados hidrosolubles e hidrodispersables de almidén o celulosa, hidroxialquiléteres o
carboxietiléteres, y mezclas de los mismos.

3. Particula, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en la que la proteina se selecciona de grupo que consiste
en albuminas, globulinas, escleroproteinas solubilizadas, colageno, atelocolageno, gelatina, elastina, hemoglobina,
fibrinégeno, fibrina, fibroina de seda, proteinas de la leche, caseina, glicoproteinas, proteinas vegetales extraidas de
una planta leguminosa o proteaginosas, proteinas vegetales extraidas de un cereal, y mezclas de los mismos.

4. Particula, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el factor de crecimiento se selecciona del grupo
gue consiste en factores de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), factores de
crecimiento derivados de plaquetas (PDGF), factores de crecimiento endotelial vascular (VEGF), angiopoyetinas (Ang),
factor estimulante de colonias de granulocitos (GCSF), factores de crecimiento transformante (TGF), factores de
crecimiento placentario (PIGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento derivado del estroma
(SDF-1), factores de crecimiento similar a insulina (IGF), factor de crecimiento nervioso (NGF), osteogenina, u
hormonas, tales como leptina, hormona de crecimiento (GH), estrégeno, o citocinas, y mezclas de los mismos.

5. Particula, segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que contiene al menos dos factores de crecimiento.

6. Particula, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que el diametro de la particula esta comprendida de 5
pm a 1000 pm, preferiblemente de 50 um a 200 pm.

7. Procedimiento de preparacion de las particulas, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende una
etapa de reticular covalentemente un polisacarido, con el fin de proporcionar particulas que contienen al menos un
polisacarido reticulado covalentemente.

8. Procedimiento, segun la reivindicacion 7, en el que la etapa de reticulacion se lleva a cabo mediante un procedimiento
seleccionado del grupo que comprende reticulacion entre fases usando dicloruros de acido o dianhidridos de acido,
reticulacién usando una reaccion de transacilacion entre un éster de polisacarido y una proteina o un polisacarido,
reticulacién por aldehidos o polialdehidos, diisocianatos, diacrilatos, carbodiimidas, trimetafosfato trisédico, diglicidil
éteres, epiclorhidrina, reticulaciéon por radiacion inducida por haz de electrones o exposicion a rayos gamma,
fotoreticulacion, reticulacion enzimatica.

9. Procedimiento, segun la reivindicacion 7, en el que la etapa de reticulacién se lleva a cabo mediante reticulacion entre
fases usando dicloruros de acido como cloruro de tereftaloilo, cloruro de sebacoilo, cloruro de succinilo, cloruro de
glutarilo o cloruro de adipoilo, o en el que la etapa de reticulacién se lleva a cabo usando una reaccién de transacilacién
entre un éster de polisacarido como alginato de propilenglicol o pectina y una proteina o un polisacarido.

10. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, que comprende una etapa de imbibicion de las
particulas que contienen al menos un polisacarido reticulado covalentemente, tal como se obtiene en la reivindicacion 8,
con una solucién que contiene al menos un factor de crecimiento.

11. Particula, segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para su uso para estimular la cicatrizacion de heridas, o
para la regeneracion tisular in vivo, o para estimular el injerto en el trasplante de érganos.

12. Particula, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para su uso para el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares.

13. Composicion farmacéutica que comprende particulas, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en asociacion
con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

14. Composicién farmacéutica que comprende, en asociacién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, una
primera serie y una segunda serie de particulas, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que la primera
serie de particulas se carga con un primer factor de crecimiento y la segunda serie de particulas se carga con un
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segundo factor de crecimiento, en la que el segundo factor de crecimiento es diferente del primer factor de crecimiento.
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