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Sintesis

SINTESIS

Las enfermedades cardiovasculares constituyen la primera causa de muerte en los paises
desarrollados y también en Cuba. Una proporcién significativa de los pacientes con enfermedades
vasculares isquémicas permanecen refractarios a las terapias farmacologicas y no son candidatos
adecuados para las intervenciones de revascularizacion percutaneas o quirdrgicas. Esta situacion
ha conducido al desarrollo de la angiogénesis terapéutica, una novedosa estrategia que consiste en
la utilizacion de factores de crecimiento angiogénicos, o de los genes que los codifican, para
estimular el desarrollo de vasos sanguineos colaterales en los tejidos isquémicos. El factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) es uno de los mas atractivos y mejor estudiados en este
sentido. EI VEGF es una glicoproteina con actividad mitogénica especifica sobre las células
endoteliales.

En la presente investigacion se documenta la generacion de un plasmidio portador del gen de la
isoforma de 121 aminodacidos del VEGF (VEGFi21), Yy su aplicacién como vector de terapia génica
con potencial utilidad para el tratamiento de enfermedades vasculares isquémicas. El trabajo
comprende el disefio y la construccion genética del vector, la caracterizacion en experimentos in
vitro, la demostracion de seguridad en animales sanos, la evaluacion en dos modelos animales, uno
de isquemia de miembros inferiores y otro de isquemia del miocardio; asi como las primeras
evidencias de su efecto terapéutico en pacientes con cardiopatia isquémica.

Esta tesis recoge los primeros estudios de terapia génica en Cuba, lo cual ubica a nuestro pais entre los
pioneros en este campo de la investigacion cientifica. Los resultados presentados forman parte de tres
publicaciones en revistas cientificas arbitradas, y se han dado a conocer en diez congresos internacionales.



Glosario

GLOSARIO

AAV: del inglés adeno-associated virus, virus adeno-asociados

Abs: Absorbancia

ACTP: angioplastia coronaria transluminal percutanea

ADN: &cido desoxirribonucleico

ADNCc: ADN complementario

AdVEGF4s5: vector adenoviral portador del gen del VEGFi¢s

Ang: angiopoyetina

ANOVA: andlisis de varianza

ARN: &cido ribonucleico

ARNmM: ARN mensajero

ASAT: aspartato amino-transferasa

BCA: del inglés, bicinchoninic acid, acido bicinconinico

BSA: del inglés, bovine serum albumin, albdmina de suero bovino

CECMED: Centro para el Control Estatal de la Calidad de los Medicamentos

CEIC: Comité de Etica en la Investigacion Cientifica

CENPALAB: Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio

CMHs: células madre hematopoyéticas

CMV: citomegalovirus

dNTP: desoxirribonucleotidos trifosfato

DO: densidad 6ptica

DS: desviacion estandar

DT: dosis terapéutica

EGF: del inglés epidermal growth factor, factor de crecimiento epidérmico

ELISA: del inglés enzyme-linked immunosorbent assay, ensayo inmunoenzimatico en fase sélida
Epo: eritropoyetina

FGF: del inglés fibroblast growth factor, factor de crecimiento de fibroblastos
GENASIS: del inglés Genetic Angiogenic Stimulation Investigational Study

GM-CSF: del inglés granulocyte macrophage- colony stimulating factor, factor estimulante de
colonias de granulocitos-macrofagos

HGF: del inglés hepatocyte growth factor, factor de crecimiento de hepatocitos

HIF: del inglés hypoxia-inducible factor, factor inducible por hipoxia

HMEC: del inglés human microvascular endothelial cells, células endoteliales microvasculares
humanas

HUVEC: del inglés human umbilical vein endothelial cells, células endoteliales humanas de vena
umbilical

Ig: inmunoglobulina

IGF: del inglés insulin-like growth factor, factor de crecimiento semejante a la insulina
IL: interleucina

i.m.: intramuscular

i.m.c.: intramusculo cardiaco

KAT: del inglés Kuopio Angiogenesis Trial

Kd: constante de disociacion

KGF: del inglés keratinocyte growth factor, factor de crecimiento de queratinocitos
LB: Luria Bertani

LDH: del inglés lactic deshidrogenase, deshidrogenasa lactica
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MCP: del inglés monocyte chemoattractant protein, proteina quimioatrayente de los monocitos
MMPs: del inglés matrix metalloproteinases, metaloproteinasas de la matriz
NO: 6xido nitrico
NORTHERN: del inglés NOGA angiogenesis Revascularization Therapy: Evaluation by
Radionuclide imaging
NOS: NO sintasa
eNOS: NOS endotelial
INOS: NOS inducible
NP: neuropilina
NTG: Nitroglicerina
PCR: del inglés polimerase chain reaction, reaccion en cadena de la polimerasa
PDGF: del inglés platelet-derived growth factor, factor de crecimiento derivado de plaquetas
PEI: polietilenimina
PI3K: del inglés phosphatidylinositol 3-kinase, fosfatidilinositol 3-quinasa
PIGF: del inglés placental growth factor, factor de crecimiento placentario
PPM: Patron de peso molecular
RAVE: del inglés Regional Angiogenesis with Vascular Endothelial growth factor in peripheral
arterial disease
REVASC: del inglés Randomized Evaluation of Vascular endothelial growth factor Angiogenesis
in Severe Coronary artery disease
RT-PCR: del inglés reverse transcription — polimerase chain reaction, transcripcion inversa
acoplada a la reaccién en cadena de la polimerasa
SCC: Sociedad Cardiovascular Canadiense
SFB: suero fetal bovino
SMC: sitio maltiple de clonacion
SPECT: del inglés single photon emission computed tomography, tomografia computarizada de
emision de foton Unico
SV: del inglés simian virus, virus de simio
9MTc-MIBI: metoxi-isobutil-isonitrilo marcado con *™Tc¢
TGF: del inglés transforming growth factor, factor de crecimiento transformante
TGO: transaminasa glutdmico-oxaloacética
TGP: transaminasa glutdmico-piravica
TNF: del inglés tumor necrosis factor, factor de necrosis tumoral
ufc: unidad formadora de colonias
VEGF: del inglés vascular endotelial growth factor, factor de crecimiento del endotelio vascular
VEGFR: del inglés vascular endotelial growth factor receptor, receptor del VEGF
VHL: von Hippel-Lindau
VIH: virus de la inmunodeficiencia humana
VIVA: del inglés Vascular endothelial growth factor in Ischaemia for Vascular Angiogenesis
VPF: del inglés vascular permeability factor, factor de permeabilidad vascular
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Introduccion

1. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares constituyen la primera causa de muerte en los paises
desarrollados y en Cuba. Estas patologias provocan alrededor de 17 millones de fallecimientos por
afio, lo cual representa el 30% de todas las muertes a nivel mundial (WHO, 2009). La cardiopatia
isquémica y la enfermedad vascular periférica se encuentran entre las enfermedades
cardiovasculares de mayor incidencia, y estan asociadas a una alta morbi-mortalidad.

La cardiopatia isquémica afecta a cerca de 6,8 millones de personas en EE.UU. (Yla-Herttuala y cols.,
2007). En Cuba, esta enfermedad tiene una incidencia anual de 153 por 100 000 habitantes, y se presenta
en 5 al 10% de la poblacién mayor de 15 afos (Suarez y cols., 2008). La cardiopatia isquémica es
responsable de mds del 80% de los fallecimientos por causas cardiovasculares, y de casi un 25% de la tasa
de mortalidad total del pais (MINSAP, 2008). La enfermedad vascular periférica afecta entre 500 y 1000
individuos por milléon de habitantes cada afo (Ciancaglini, 2005). La incidencia en Cuba es de 500 casos
por millén de habitantes por afio (MINSAP, 2008). Esta patologia se presenta en 12 al 14% de la poblacién,
y su prevalencia se incrementa con la edad (Shammas, 2007). Con el tiempo, progresa hacia la isquemia
critica de miembros inferiores.

Los tratamientos actuales para ambas enfermedades comprenden la terapia farmacoldgica, la
modificacion de los factores de riesgo, y las intervenciones de revascularizacién quirdrgicas (cirugia de
bypass) y percutaneas (angioplastia transluminal percutanea). Sin embargo, existe un grupo no
despreciable de pacientes refractarios al tratamiento farmacoldgico, y que no son candidatos adecuados
para estos procederes de revascularizacion debido a la extension y a la naturaleza difusa de su
enfermedad arterial. Tales grupos se estiman entre 6 y 12% de los pacientes con cardiopatia isquémica
critica (Lekas y cols., 2006), y alrededor del 20% de los casos de isquemia critica de miembros inferiores
(Yla-Herttuala y cols., 2007).

En el caso de la cardiopatia isquémica, estos pacientes permanecen incapacitados por frecuentes

episodios de angina, por lo que su calidad de vida es muy pobre. La Unica opcidn terapéutica es el
trasplante cardiaco, que no siempre es posible debido a la escasa disponibilidad de donantes. Los
pacientes con isquemia critica de miembros inferiores padecen dolor de reposo, Ulceras isquémicas
y gangrena. El tratamiento recomendado en estos casos es la amputacion (Baumgartner y cols.,
1998), que ademas de estar asociada a elevadas morbilidad y mortalidad, repercute negativamente
en la calidad de vida del individuo. Los pacientes amputados tienen probabilidades del 40-50% de
perder la segunda extremidad por amputacion en un plazo de 2-5 afios (Sontheimer, 2006).

En consecuencia, existe una imperiosa necesidad de alternativas terapéuticas para estos pacientes con
enfermedades vasculares isquémicas, que no tienen otra opcidn de tratamiento. La angiogénesis
terapéutica es una novedosa estrategia desarrollada en este sentido, que consiste en la utilizacién de
factores de crecimiento angiogénicos, o de los genes que los codifican, para estimular el desarrollo de
vasos sanguineos colaterales en los tejidos isquémicos.
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La terapia con factores de crecimiento recombinantes presenta limitaciones con respecto a la
angiogénesis terapéutica: Una vez administradas, estas proteinas tienen un corto tiempo de vida media
(minutos). En consecuencia, la administraciéon en forma de bolo no es capaz de mantener una
concentracién de la proteina suficientemente elevada en el tiempo, para lograr el efecto terapéutico
deseado (Lekas y cols., 2006). Por otra parte, las dosis altas de factores de crecimiento recombinantes
pueden estar asociadas a eventos adversos (Hariawala y cols., 1996). En contraste, la terapia génica
funciona como un sistema sofisticado de liberacidn sostenida, puesto que el gen transferido es capaz de
expresarse durante periodos de tiempo mas prolongados (dias a meses, en dependencia del vector
utilizado). Esto permite mantener los niveles del factor proteico lo suficientemente elevados y estables
para ejercer su accion terapéutica.

El factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) (Leung y cols., 1989; Keck y cols., 1989) es uno de
los factores mas atractivos y mejor estudiados en relacion con la terapia génica angiogénica. El VEGF es
una glicoproteina dimérica de unidn a heparina que presenta actividad mitogénica especifica sobre las
células endoteliales, ya que sus receptores VEGFR-1 y -2 estan restringidos a ese tipo de células (Ferrara,
2004). Esta especificidad representa una ventaja del VEGF para la angiogénesis terapéutica, dado que las
células endoteliales constituyen el elemento celular mas importante para la formacién de nuevos vasos
sanguineos. Ademads, tanto el VEGF como el VEGFR-2 se inducen bajo condiciones de hipoxia, de modo
que el efecto angiogénico se localiza de manera preferencial en los tejidos isquémicos.

El gen del VEGF humano estd organizado en ocho exones. Como resultado de la eliminacién alternativa de
intrones, se generan 4 isoformas fundamentales, compuestas por 121, 165, 189, y 206 aminodcidos,
respectivamente (Tischer y cols., 1991). Las propiedades bioldgicas que distinguen a las diferentes
isoformas son la capacidad de unién a la heparina, el patrén de secrecién, y la afinidad por co-receptores
gue potencian la transduccién de sefiales. No obstante, se ha demostrado que las isoformas 121, 165, y
189 son bioldgicamente equivalentes con respecto a la angiogénesis in vivo (Takeshita y cols., 1996b;
Cherng y cols., 2000).

Varios estudios preclinicos de transferencia génica han demostrado que la expresién de VEGF es capaz de
estimular el desarrollo de vasos colaterales en modelos animales de isquemia de miembros inferiores
(Tsurumiy cols., 1997) y de isquemia del miocardio (Tio y cols., 1999; Lee y cols., 2000a).
Subsecuentemente, varios ensayos clinicos han documentado la eficacia de la transferencia génica del
VEGF en pacientes con enfermedad vascular periférica (Rajagopalan y cols., 2001; Kim y cols., 2004) y
cardiopatia isquémica (Rosengart y cols., 1999a; Sarkar y cols., 2001). Estas investigaciones se basan en
dos estrategias fundamentales, las cuales se limitan a la transferencia génica de la isoforma 165 (VEGF¢s)
mediante un vector plasmidico desnudo (Tsurumiy cols., 1997; Tio y cols., 1999; Sarkar y cols., 2001; Kim
y cols., 2004), y al empleo de un vector adenoviral para transferir el gen de la isoforma 121 (VEGF1,,)
(Rosengart y cols., 1999a; Lee y cols., 2000a; Rajagopalany cols., 2001).

Los vectores adenovirales son 10°-10 veces mas eficientes que el ADN plasmidico desnudo en la
transfeccion in vivo (Crystal y cols., 2002). Sin embargo, la administracion de vectores virales puede
inducir una respuesta inmune masiva, capaz de provocar una inmunopatologia grave, y de reducir la
sensibilidad del organismo receptor a los efectos del transgen (Epstein y cols., 2001). Esta respuesta
pudiera también mediar la destruccién de las células transfectadas. La utilizacion de vectores plasmidicos
no presenta tales problemas inmunoldgicos, por lo que resulta una estrategia mas segura para el
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paciente. Ademas, la purificacion del ADN plasmidico es mds simple y menos costosa que la de los
vectores virales (Lyon y cols., 2008).

El plasmidio phVEGF5 (Isner y cols., 1995) se ha utilizado anteriormente para la transferencia génica del
VEGF45. No obstante, este vector presenta algunos inconvenientes: contiene el origen de replicacion del
bacteriéfago filamentoso f1, que es una secuencia irrelevante en relacidon con la transferencia génica.
Ademads, porta un gen de resistencia a ampicillina, que contiene dos secuencias inmunoestimuladoras o
motivos CpG, capaces de potenciar la respuesta inmune contra el factor terapéutico codificado
(Rodriguez, 2004).

El vector plasmidico pAEC-A2 (Herrera y cols., 2000), obtenido en el CIGB, posee algunos elementos en
comun con el phVEGFs. Sin embargo, el pAEC-A2 esta compuesto por los elementos esenciales para la
expresidn en células de mamiferos y para su propagacion en bacteria, de modo que carece de secuencias
irrelevantes. Como marcador de seleccidn, porta un gen de resistencia a kanamicina, que no presenta
secuencias inmunoestimuladoras. Este vector tampoco contiene secuencias homadlogas al genoma
humano. Estos elementos sefialan al pAEC-A2 como un vector mdas compacto, y posiblemente mas seguro,
en relacion con la transferencia de genes terapéuticos.

Sobre la base de los elementos antes expuestos, se definio la siguiente hipotesis de trabajo:

La transferencia génica de la isoforma 121 del VEGF por medio de un plasmidio basado en el vector
pPAEC-A2 es capaz de promover la angiogénesis terapéutica en el musculo esquelético y en el miocardio
sometidos a condiciones de isquemia crénica.

Para demostrar la validez de esta hipdtesis, el trabajo se estructurd en los siguientes objetivos:

1. Obtener y caracterizar in vitro un vector plasmidico basado en el pAEC-A2 y portador del gen que

codifica para el VEGF,;.

2. Evaluar de manera preliminar la toxicidad del plasmidio en animales sanos.

3. Evaluar el efecto del plasmidio en modelos animales de enfermedades vasculares isquémicas.

4. Obtener las primeras evidencias de la prueba de concepto en pacientes con cardiopatia isquémica
critica.

Con vistas a cumplimentar estos objetivos, se disefiaron las siguientes tareas experimentales:
1. Clonacién del gen que codifica para el VEGF;,; en el vector pAEC-A2. Purificacion de los clones

recombinantes a partir de cultivos de bacterias transformadas.

2. Transfeccion de células CHO-K1 con los clones recombinantes y determinacién de los niveles de
expresion de VEGF en los sobrenadantes de cultivo.

3. Evaluacion de la actividad bioldgica del VEGF expresado en células CHO-K1 a través de ensayos in vitro
sobre células endoteliales humanas.

4. Purificacion a gran escala de uno de los clones recombinantes y caracterizacion fisico-quimica de las
preparaciones de ADN plasmidico.

5. Andlisis exploratorio de la toxicidad del plasmidio seleccionado mediante la administracion de

diferentes dosis en ratas sanas.



Introduccion

6. Evaluacion del efecto terapéutico del plasmidio en un modelo canino de isquemia de miembros
inferiores, mediante estudios hemodinamicos y angiograficos.

7. Evaluacion del efecto terapéutico del plasmidio en un modelo porcino de isquemia del miocardio,
mediante estudios de perfusién miocdrdica.

8. Administracion del plasmidio a pacientes con cardiopatia isquémica critica. Obtencidn de las primeras
evidencias de su posible utilidad para la terapia génica angiogénica, mediante las evaluaciones de la
seguridad y del efecto terapéutico.

La terapia génica constituye una estrategia novedosa, que ha abierto nuevas posibilidades para el
tratamiento de enfermedades genéticas hereditarias, enfermedades con un componente genético no
necesariamente hereditarias, y enfermedades adquiridas. La importancia de esta investigacion radica en
la generacién de un vector plasmidico para la terapia génica, cuya evaluacion abarcd desde los ensayos in
vitro en el laboratorio y los ensayos en animales hasta las primeras evidencias en humanos, lo cual ubica a
nuestro pais entre los pioneros en este campo de la investigacién cientifica.

La novedad cientifica de este trabajo consiste en la utilizacidon por primera vez, de un plasmidio basado en
el vector pAEC-A2 para la transferencia génica del VEGF4,; con el fin de estimular la angiogénesis
terapéutica. Este nuevo vector de terapia génica demostré su capacidad para inducir un efecto
terapéutico en animales y en humanos. Esta investigacion recoge los primeros estudios de terapia génica
en Cuba, los cuales se han sumado a los existentes en el estado del arte, como un aporte relevante al
conocimiento.

En el orden metodoldgico, esta investigacion ha sido de gran importancia para el desarrollo de vectores
plasmidicos para la terapia génica, lo cual incluye el establecimiento de diversas metodologias para la
produccién y el control de la calidad, de acuerdo con los estandares establecidos por las autoridades
regulatorias para su administracién en humanos. Otro aporte a destacar es la implementacién de modelos
animales robustos, Utiles para la evaluacion no solo de vectores de terapia génica, sino de otros farmacos
con potencial para el tratamiento de las enfermedades vasculares isquémicas. Desde el punto de vista
practico, este trabajo constituye la primera experiencia de aplicacién de la terapia génica en la practica
médica cubana.

La investigacidn presentada tiene también implicaciones desde el punto de vista social, dado que los
pacientes a los cuales va dirigida la terapia en estudio son refractarios al tratamiento farmacoldgico, y no
son candidatos a los procederes convencionales de revascularizacién. La posibilidad de contar con una
estrategia terapéutica alternativa es de gran importancia para la supervivencia, la salud y la calidad de
vida de estos pacientes.

Los resultados que conforman esta investigacion forman parte de tres articulos publicados en revistas
cientificas arbitradas, se han presentado en diez congresos internacionales, han dado lugar a tres logros
cientificos del CIGB, y a dos ponencias premiadas en el Forum de Ciencia y Técnica (Autobibliografia).
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. EL FACTOR DE CRECIMIENTO DEL ENDOTELIO VASCULAR (VEGF)

2.1.1. Identificacion del VEGF

El VEGF fue identificado como resultado del avance de dos lineas de investigacion no
relacionadas, que convergieron en el factor en cuestion. En 1983, Senger y colaboradores
describieron la purificacion parcial, a partir del medio de cultivo de una linea de células tumorales
de curiel, de una proteina capaz de inducir filtracién vascular en la piel, a la cual se le llamo factor
de permeabilidad vascular (VPF) (Senger y cols., 1983). De manera independiente, Connolly y
colaboradores reportaron el aislamiento y secuenciacion del VPF humano a partir de células U937
(Connolly y cols., 1989).

Por otra parte, Ferrara y Henzel reportaron el aislamiento y la secuencia aminoacidica N-terminal
de un mitégeno especifico de las células endoteliales, a partir de medio condicionado por células
foliculares pituitarias bovinas (Ferrara y Henzel, 1989). A este mitdgeno se le denominé factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF). Los trabajos relativos a la clonacién del ADNc del
VEGF (Leung y cols., 1989) y del VPF (Keck y cols., 1989) se publicaron simultaneamente en el
propio afio 1989, y demostraron que el VEGF y el VPF eran una misma molécula.

El VEGF es una glicoproteina homodimérica de union a heparina, de 34-46 kDa (Ferrara y Henzel, 1989). La
estructura cristalina del VEGF muestra que la molécula forma un homodimero antiparalelo unido de
forma covalente por dos puentes disulfuro entre los residuos Cys-51 y Cys-60 (Muller y cols., 1997).
El hallazgo de que el VEGF es un mitdgeno potente, con accién paracrina, y especifico para las

células endoteliales vasculares, condujo a la hipétesis de que esta molécula podria jugar un papel
relevante en la regulacion de la angiogénesis fisioldgica y patoldgica (Ferrara y Henzel, 1989;

Leung y cols., 1989).

2.1.2. La familia de genes del VEGF

El VEGF (conocido también como VEGF-A) pertenece a una familia de genes que incluye otros 4
miembros de origen humano: factor de crecimiento placentario (PIGF) (Maglione y cols., 1991),
VEGF-B (Olofsson y cols., 1996), VEGF-C (también llamado VEGF-2) (Joukov y cols., 1996), y
VEGF-D (Achen vy cols., 1998). Adicionalmente, se han descrito homodlogos virales del VEGF,
que en conjunto se conocen como VEGF-E (Ogawa y cols., 1998); y VEGFs derivados de veneno
de serpiente, llamados VEGF-F (Yamazaki y cols., 2003). Las propiedades de los diferentes

miembros de la familia del VEGF se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Propiedades de los miembros de la familia del VEGF.
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VEGF Isoformas Receptores Actividades biol6gicas
VEGF-Asz VEGFR-1 Angiogénesis, vasculogénesis, mitogénesis,
VEGF-Aqgs VEGFR-2 ; .
VEGF-A homeostasia vascular, permeabilidad vascular,
VEGF-Asg VEGF-Asgs se une | o tamiento de células de la médula 6sea
VEGF-A0s aNP-1y-2
PIGF31 VEGFR-1 Angiogénesis, migracibn de  monocitos,
PIGF PIGF;s, PIGFi5;, se une a|reclutamiento de células de la médula 6sea,
PIGF503 NP-1y -2 induccién de VEGF-A
VEGE-B VEGF-Byg7 VEGFR-1 Angiogénesis, reclutamiento de células de la
VEGF-Bg¢ NP-1 médula 6sea
VEGFR-2
No procesada VEGFR-3
VEGF-C Madura (ANAC) NP_—2 Linfangiogénesis, angiogénesis
Procesamiento
aumenta afinidad
VEGFR-2
No procesada VEGFR-3 . o o
VEGF-D Madura (ANAC) |Procesamiento Linfangiogénesis, angiogénesis
aumenta afinidad
VEGFR-2 S
VEGF-E - NP-1 Angiogénesis
VEGF-F - VEGFR-2 Angiogénesis, permeabilidad vascular

VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular; NP: neuropilina; PIGF:factor de crecimiento
placentario.

En los transcriptos de la familia del VEGF ocurre una eliminacién de intrones diferencial, la cual
da lugar a varias isoformas que, ademas de exhibir distintas tallas (nimero de aminoéacidos),
difieren entre si con respecto a la solubilidad, la capacidad de union a la heparina, y la afinidad por
co-receptores que amplifican la transduccion de sefiales (Ferrara, 2007).

Los VEGFs se unen a tres receptores tirosina-quinasas altamente relacionados: VEGFR-1 (Flt-1)
(Shibuya y cols., 1990), VEGFR-2 (KDR/FIk-1) (Terman y cols., 1991), y VEGFR-3 (Flt-4)
(Pajusola y cols., 1992), segun se muestra en la Figura 1. Los VEGFR-2 y -3 son los principales
reguladores de los efectos de los VEGFs sobre los vasos sanguineos y linfaticos, respectivamente
(Yla-Herttuala y cols., 2007). Sin embargo, la biologia del VEGFR-1 aun se comprende
pobremente. Este receptor parece mediar acciones ligando-especificas. También existe como un
receptor soluble (decoy), que actia como regulador negativo de la angiogénesis. No obstante, la
activacion del VEGFR-1 por el PIGF y el VEGF-B estimula la angiogénesis y la permeabilidad
vascular in vivo (Silvestre y cols., 2003; Roy y cols., 2005). EI VEGFR-1 también media la

quimiotaxia de los monocitos. Adicionalmente, los VEGFs interactian con una familia de co-
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receptores, las neuropilinas (NP) -1 y -2, que contribuyen a amplificar las sefiales intracelulares
(Kurschat y cols., 2007). La afinidad a los heparan sulfatos y a los co-receptores NP modulan las
actividades bioldgicas de los diferentes VEGFs (Tabla 1, Fig. 1).

En condiciones patologicas, como la isquemia aguda del musculo esquelético, la hipoxia produce
un incremento en la expresion de VEGF-A a través de la regulacion positiva del factor inducible
por hipoxia (HIF) -1a (Rissanen y cols., 2002; Tuomisto y cols., 2004). EI VEGF-A es uno de los
mas potentes inductores de permeabilidad vascular, la cual ocurre minutos después de la
exposicion al factor en cuestion, probablemente como resultado de la produccion eficiente y
simultanea de 6xido nitrico (NO) y prostaciclina (Neagoe y cols., 2005).

Las funciones del PIGF y el VEGF-B en la biologia vascular no estan totalmente esclarecidas. En
estudios in vitro se ha comprobado que ambos son mitdgenos débiles para las células endoteliales,
y que no inducen permeabilidad vascular de manera significativa (Olofsson y cols., 1996;
Murohara y cols., 1998). Como se explic6 anteriormente, en experimentos in vivo se ha
documentado que la exposicion durante largo tiempo a PIGF o VEGF-B promueve la
angiogenesis, la permeabilidad vascular, y podria potenciar el crecimiento vascular inducido por
VEGF, probablemente a través de mecanismos indirectos que aun no se han dilucidado (Silvestre
y cols., 2003; Roy y cols., 2005).

Los VEGF-C y -D se unen a los receptores VEGFR-2 y -3. Ambos se sintetizan como precursores
que son proteoliticamente procesados por proteasas como la plasmina, a formas maduras (ANAC)
que presentan el dominio central de homologia del VEGF, con mucha mayor afinidad por el
VEGFR-2 (Joukov y cols., 1996; Achen y cols., 1998). En consecuencia, las formas no procesadas
son fundamentalmente linfangiogénicas, mientras que las formas maduras también son
angiogénicas y promueven la permeabilidad vascular a través de mecanismos mediados por NO
(Rissanen y cols., 2003b). Los VEGF-E y -F son ligandos relativamente especificos del VEGFR-2
y por lo tanto, tienen una considerable potencia angiogénica (Ogawa y cols., 1998; Yamazaki y
cols., 2003).

Los VEGF-A y -C son esenciales para el desarrollo embrionario de la vasculatura sanguinea y
linfatica, respectivamente. Los estudios con ratones knockout han demostrado que la pérdida de un
solo alelo del VEGF-A conduce a la letalidad del embrién debido a defectos en la vasculogénesis y
la angiogénesis (Ferrara y cols., 1996). El raton knockout para el gen del VEGF-C presenta

también un fenotipo letal, pero en este caso debido a defectos en el desarrollo de los vasos
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linfaticos (Karkkainen y cols., 2004). PIGF, VEGF-B y -D por su parte, parecen ser dispensables
para el desarrollo vascular. Los ratones knockout para los genes del PIGF y el VEGF-B exhiben
fenotipos casi normales, con defectos menores en el desarrollo cardiovascular (Malik y cols.,
2006). En el caso del VEGF-D, el animal knockout presenta un fenotipo normal (Baldwin y cols.,
2005).

En lo adelante, esta revision bibliografica estar4 enfocada hacia la biologia y las aplicaciones

preclinicas y clinicas del VEGF-A, al cual nos referiremos como VEGF.

2.1.3. Isoformas del VEGF

El gen del VEGF humano estd organizado en 8 exones, separados por 7 intrones (Tischer y cols., 1991), y se
localiza en el cromosoma 6p21.3 (Vincenti y cols., 1996). Como resultado de la eliminacién de intrones
alternativa, se generan 4 isoformas diferentes, compuestas por 121, 165, 189, y 206 aminoacidos,
respectivamente (Tischer y cols., 1991). Adicionalmente, se han descrito otras isoformas menos
frecuentes, tales como VEGF45 (Poltorak y cols., 1997), VEGF,g; (Jingjing y cols., 1999), VEGF;, (Lange y
cols., 2003), y VEGF 45, que, paraddjicamente, ejerce un efecto inhibitorio en la mitogénesis inducida por
VEGF (Bates y cols., 2002).

La capacidad de unidn a heparina y el patréon de secrecidon difieren marcadamente entre las isoformas
(Yla-Herttuala y cols., 2007). El VEGF,; es un polipéptido débilmente 4cido, que no se une a la heparinay
se encuentra soluble en el medio condicionado de las células transfectadas. Las capacidades de unién a
heparina de las restantes isoformas se incrementan progresivamente como resultado de un
enriquecimiento sucesivo en residuos basicos. De este modo, el VEGF45 es una glicoproteina basica con
capacidad de unién a heparina que, aunque se secreta, permanece unida a la superficie celulary a la
matriz extracelular en una proporcidn significativa. Los VEGF;g9 Y VEGF,05 SON polipéptidos altamente
basicos, con gran afinidad por la heparina. Estas isoformas no se secretan al medio, sino que quedan
secuestradas en la superficie celular y en la matriz extracelular por los proteoglicanos de heparan sulfato.
Las isoformas unidas a la matriz extracelular pueden ser liberadas por heparina o heparinasa, que las
desplaza de su unién a los proteoglicanos de heparan-sulfato; o por plasmina, que corta en el extremo C-
terminal y genera un fragmento activo que comprende los primeros 110 aminodcidos N-terminales
(Ferrara, 2007). Dado el importante papel de la activacién del plasmindgeno durante los procesos de
angiogénesis fisioldgicos y patoldgicos (Ebisch y cols., 2008), este mecanismo proteolitico puede ser
particularmente importante en la regulacion local de la actividad y la biodisponibilidad del VEGF.

2.1.4. Actividades del VEGF
2.1.4.1. Angiogénesis, mitogénesis, y supervivencia de las células endoteliales

Una de las actividades mejor documentadas del VEGF es su capacidad para promover el crecimiento in
vitro de células endoteliales vasculares derivadas de arterias, venas, y vasos linfaticos (Ferrara, 2004). El
VEGF estimula la angiogénesis en modelos tridimensionales in vitro, e induce a las células endoteliales
microvasculares a formar estructuras semejantes a capilares en matrices de colageno (Peppery cols.,
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1994). También induce la ramificacion a partir de anillos adrticos de rata embebidos en un gel de coldgeno
(Nicosia y cols., 1994).

Por otra parte, el VEGF también promueve una pronunciada respuesta angiogénica en variados modelos
in vivo, tales como: la membrana corioalantoidea de pollo (Leung y cols., 1989), la cdrnea de conejo
(Phillips y cols., 1994), el implante de matrigel en ratones (Mesri y cols., 1995), el iris de primates
(Tolentino y cols., 1996), entre otros. Ademas, se ha documentado que el VEGF es capaz de inducir
linfangiogénesis en ratones (Nagy y cols., 2002).

El VEGF es también un factor de supervivencia para las células endoteliales, tanto in vitro como in vivo
(Benjamin y cols., 1999). En experimentos in vitro, el VEGF previene la apoptosis endotelial inducida por
deprivacion del suero. Esta actividad esta mediada por la via de la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) / Akt
(Gerber y cols., 1998b; Fujio y Walsh, 1999). El VEGF también induce la expresion de las proteinas
antiapoptoticas Bcl-2, Al (Gerber y cols., 1998a), XIAP (Tran y cols., 1999), y survivina (Tran y cols., 2002)
en las células endoteliales.

En estudios in vivo, la inhibicidn del VEGF resulta en grandes cambios apoptdticos en la vasculatura de los
ratones neonatos, pero no en la de los adultos (Gerber y cols., 1999). Ademas, se ha demostrado que en
los tumores, las células endoteliales de los vasos de nueva formacion presentan una marcada
dependencia del VEGF, a diferencia de aquellas de los vasos ya establecidos (Benjamin y cols., 1999). Se
ha sugerido que el recubrimiento de los vasos por los pericitos es uno de los eventos claves para la
pérdida de esta dependencia del VEGF.

2.1.4.2. Homeostasia vascular

En los individuos adultos, el VEGF se expresa en practicamente todos los tejidos vascularizados,
especialmente en los vasos sanguineos fenestrados y sinusoidales presentes en los érganos endocrinos y
secretores. También se expresa en los grandes vasos sanguineos, en el musculo esquelético y en el
miocardio, lo cual sugiere que se requieren bajos niveles fisioldgicos de VEGF para el mantenimiento de la
homeostasia vascular general (Maharaj y cols., 2006). Por otra parte, la regulacion positiva del VEGF es
importante en los procesos fisiolégicos de angiogénesis activa, tales como: el desarrollo del cuerpo liteo,
la angiogénesis inducida por el ejercicio en el musculo esquelético, y la regeneracion tisular después de un
dafio o isquemia (Rissanen y cols., 2002; Ferrara, 2007).

Estos hallazgos sugieren que los efectos del VEGF son marcadamente dependientes de su concentracién
local. Las funciones relacionadas con la proteccion vascular, tales como: la homeostasia vascular, la
supervivencia de las células endoteliales, y la produccion de NO y prostaciclina; parecen requerir bajos
niveles fisioldgicos de VEGF, lo que resulta en vasodilatacién, antitrombosis, y supresion de la
proliferacién de las células de musculo liso (Yla-Herttuala y cols., 2004). En contraste, los efectos
angiogénico y vasculogénico requieren concentraciones mucho mayores del factor. En la isquemia y el
dafio vascular, la regulacién positiva del VEGF restaura la perfusion y la integridad del endotelio.

2.1.4.3. Efectos del VEGF sobre las células de la médula ésea y la hematopoyesis

El primer reporte acerca de los efectos del VEGF sobre las células sanguineas describia su habilidad para
promover la quimiotaxia de los monocitos (Clauss y cols., 1990). Subsecuentemente, se reportd que el
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VEGF es capaz de inducir la formacion de colonias por células progenitoras de granulocitos-macroéfagos
(Broxmeyer y cols., 1995). Resulta interesante el hecho de que la administracién de VEGF a ratones
adultos inhibe el desarrollo de las células dendriticas (Gabrilovich y cols., 1998), lo cual conduce a la
hipdtesis de que el VEGF facilita el crecimiento de los tumores al permitir su escape del sistema inmune
del hospedero. También se ha reportado que el VEGF incrementa la produccién de células By la
generacion de células mieloides inmaduras (Hattori y cols., 2001).

La tecnologia del knockout condicional se ha utilizado para lograr la ablacion génica selectiva del VEGF en
células de la médula dsea y en células madre hematopoyéticas (CMHs) (Gerber y cols., 2002). Las CMHs y
las células mononucleares de la médula dsea deficientes de VEGF no lograron recuperar las poblaciones
celulares de hospederos irradiados con dosis letales, a pesar de haberse coadministrado un gran exceso
de células de tipo salvaje. Estos estudios dilucidaron la existencia de un lazo autocrino, no bloqueado por
inhibidores extracelulares como los anticuerpos, a través del cual el VEGF controla la supervivencia de las
CMHs durante la repoblacion hematopoyética (Gerber y cols., 2002).

2.1.4.4. Permeabilidad vascular y efectos hemodindmicos

La actividad estimuladora de la permeabilidad vascular del VEGF tiene importantes implicaciones con
respecto al papel de esta molécula en la inflamacidn y en otras condiciones patoldgicas. Se ha demostrado
que el VEGF induce la fenestracién endotelial en algunos lechos vasculares y en cultivos de células
endoteliales adrenales (Esser y cols., 1998), lo cual se corresponde con su funcidn en la regulacién de la
permeabilidad vascular.

Varios estudios han apuntado hacia el critico papel que juega el NO en la permeabilidad vascular y en la
angiogénesis inducidas por VEGF (Parenti y cols., 1998; Fukumura y cols., 2001). En uno de estos trabajos
se estimo la contribucion relativa a estos procesos de las isoformas de la NO sintasa (NOS), la NOS
inducible (iNOS) y la NOS endotelial (eNOS). Los resultados indicaron que eNOS juega un papel
predominante en la angiogénesis y la permeabilidad vascular en respuesta al VEGF exdgeno. No obstante,
esta via parece ser dispensable para la angiogénesis del desarrollo embrionario (Fukumuray cols., 2001).
Anteriormente se reportd que los miembros de la familia Src estan diferencialmente implicados en la
mediacién de la permeabilidad y la angiogénesis dependientes de VEGF (Eliceiri y cols., 1999). Este estudio
evidenciod que la actividad estimuladora de la permeabilidad depende de Src 6 Yes. Los ratones carentes
de Srcy Yes mostraron una respuesta angiogénica normal al VEGF, sin defectos manifiestos en la
vasculatura, lo cual sugiere que la permeabilidad vascular incrementada no es un requerimiento para la
angiogénesis dependiente de VEGF.

El VEGF induce vasodilatacion in vitro de manera dosis-dependiente, y produce taquicardia transitoria,
hipotensidn, y una disminucidn en el gasto cardiaco cuando se inyecta por via intravenosa en ratas
despiertas (Yang y cols., 1996). Tales efectos parecen estar causados por una disminucion en el retorno
venoso mediado por el NO derivado de las células endoteliales. De hecho, la hipotension fue un efecto
colateral que limitd la dosis en ensayos clinicos de administracion sistémica de VEGF recombinante (Henry
y cols., 2003). Por el contrario, la administracidon de anticuerpos monoclonales anti-VEGF a pacientes con
cancer resulté en la elevacidn de la presion arterial (Yang y cols., 2003). Estos hallazgos indican que la
sefializacion del VEGF cumple una funcién ténica homeostatica en la regulacién de la presion arterial,
probablemente mediada por la eNOS.

10
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2.1.5. Regulacion de la expresion del gen del VEGF
2.1.5.1. Tension de oxigeno

La tensién de oxigeno juega un papel clave en la regulacion de la expresidon de numerosos genes (Safrany
Kaelin, Jr., 2003). La expresion del ARNm del VEGF se induce por exposicién a baja PO, en una variedad de
condiciones fisiopatoldgicas (Semenza, 2003). Estudios anteriores han indicado que existen semejanzas
entre los mecanismos de regulacién hipdxica del VEGF y de la eritropoyetina (Epo) (Goldberg y Schneider,
1994). Ambos genes presentan secuencias homaélogas que les permiten ser inducidos por hipoxia. En el
promotor del gen del VEGF humano se ha identificado una secuencia de 28 pb, que media la transcripcién
inducida por hipoxia (Liu y cols., 1995). Esta secuencia tiene un alto grado de homologia y caracteristicas
de unidn similares a las del sitio de unidn de Epo a HIF-1 (Madan y Curtin, 1993). HIF-1 es un mediador
clave de las respuestas hipodxicas. Es una proteina heterodimérica, basica, formada por dos subunidades,
HIF-1a y HIF-1B (Wang y Semenza, 1995). En respuesta a la hipoxia, HIF-1 se une a elementos
potenciadores especificos, lo cual resulta en un incremento de la transcripcién génica (Semenza, 2002).
Por otra parte, se descubrid que el producto del gen supresor de tumores von Hippel-Lindau (VHL)
desempefia una funcidn critica en las respuestas hipdxicas dependientes de HIF-1 (Mole y cols., 2001).
Investigaciones anteriores han demostrado que una de las funciones de la proteina VHL es formar parte
de un complejo ubiquitina ligasa, que actla en la degradacién proteosémica de las subunidades de HIF
(Jaakkola y cols., 2001; lvan y cols., 2001). El oxigeno promueve la hidroxilacion de HIF en un residuo de
prolina, lo cual es un requerimiento para la asociacién de HIF con VHL. Estos estudios indican que VHL
participa en la regulacién negativa del VEGF y de otros genes inducibles por hipoxia. Otros trabajos han
aportado evidencias de que la via PI3K/Akt esta implicada en la regulacion de las respuestas mediadas por
HIF de manera independiente con respecto a la hipoxia (Zundel y cols., 2000; Tang y Lasky, 2003).

2.1.5.2. Factores de crecimiento, hormonas y oncogenes

Numerosos factores de crecimiento son capaces de regular positivamente la expresion de VEGF, por
ejemplo: factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) -BB,
PIGF, factor de crecimiento transformante (TGF) -a, y -B, factor de crecimiento semejante a la insulina
(IGF) -1, factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), factor de
necrosis tumoral (TNF) -a, y factor de crecimiento de queratinocitos (KGF) (Ferrara, 2007). Lo anterior
sugiere que la liberacidon paracrina o autocrina de estos factores coopera con la hipoxia local en la
regulacion de la liberacién de VEGF a nivel del microambiente. Algunas citocinas inflamatorias tales como
interleucina (IL) -1a e IL-6, inducen la expresién de VEGF en varios tipos celulares, lo cual concuerda con la
hipotesis de que el VEGF puede ser el mediador de la angiogénesis/permeabilidad en enfermedades
inflamatorias (Ferrara, 2004).

Las hormonas también son importantes reguladores de la expresion génica del VEGF. Se ha demostrado
que la TSH induce la expresion de VEGF en varias lineas celulares de carcinoma de tiroides (Soh y cols.,
1996). También se ha reportado que la ACTH es capaz de inducir la expresién de VEGF en cultivos de
células de la corteza adrenal fetal humana (Shifren y cols., 1998). Varios estudios han documentado que
las gonadotropinas son potentes inductoras de la transcripcién del VEGF en el ovario (Ferraray cols.,
1998) y en cultivos de células de Leydig (Schwarzenbach y cols., 2004). Los esteroides sexuales constituyen
estimulos importantes para la regulacién del VEGF en tejidos sensibles a hormonas (Mueller y cols., 2000;
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Stewart y cols., 2001). En otros experimentos se ha demostrado que las progestinas inducen la
transcripcidn génica del VEGF en células de carcinoma endometrial (Mueller y cols., 2003).

Los eventos de transformacion maligna también resultan en la induccidn de la expresién génica del VEGF.
Las mutaciones oncogénicas o la amplificacidn de ras conducen a la regulacién positiva del VEGF (Okada y
cols., 1998; Shiy Ferrara, 1999). Se ha demostrado que la sefializacion a través del receptor EP3 de
prostaglandina E(2) cumple una funcidn clave en la regulacion positiva del VEGF en células estromales
(Amano y cols., 2003), de lo que se deduce que también pudiera tener un papel significativo en la
angiogénesis tumoral.

2.1.6. Receptores del VEGF

La transduccion de sefales del VEGF en el endotelio vascular esta mediada por dos receptores tirosina-
quinasas: VEGFR-1 (Flt-1) y VEGFR-2 (KDR/FIk-1). Ambos presentan 7 dominios tipo inmunoglobulina (Ig)
extracelulares, una regidn transmembrana, y una secuencia consenso tirosina-quinasa interrumpida por
un dominio de insercidn a quinasas (Shibuya, 2007). Ademas, algunas isoformas del VEGF interactian con
los co-receptores NP-1vy -2 (Kurschat y cols., 2007).

2.1.6.1. VEGFR-1 (Flt-1)

El FIt-1 (fms-like tyrosine kinase) fue el primer receptor tirosina-quinasa en identificarse como VEGFR (De
Vries y cols., 1992). La funcidn exacta de esta molécula aln es objeto de debate, ya que exhibe diferentes
propiedades de sefializacidon en dependencia del estadio de desarrollo y del tipo celular estudiado. La
expresidon del VEGFR-1 esta regulada positivamente por la hipoxia a través de un mecanismo dependiente
de HIF-1 (Gerbery cols., 1997). Como se introdujo anteriormente, el VEGFR-1 no se une solo a VEGF-A,
sino también a PIGF (Park y cols., 1994) y a VEGF-B (Olofsson y cols., 1998). Existe ademas una forma
soluble del VEGFR-1 (sFlt-1) que actia como inhibidor de la actividad del VEGF (Kendall y Thomas, 1993).
El sitio de unién para VEGF (y también para PIGF) se localizé en el segundo dominio tipo Ig (Davis-Smyth y
cols., 1998). La unién VEGF-VEGFR-1 tiene una constante de disociacién (Kd) de 25 pM (Shibuya, 2007).

El VEGFR-1 muestra una débil autofosforilacion de tirosina en respuesta al VEGF (Waltenberger y cols.,
1994). Sobre esta base se propuso inicialmente que el VEGFR-1 podia no ser un transductor de sefiales
mitogénicas, sino mas bien un receptor decoy, capaz de regular negativamente la actividad del VEGF al
secuestrar y reducir la disponibilidad del factor en cuestidn para el VEGFR-2 (Park y cols., 1994). Se ha
planteado que la activacion del VEGFR-1 resulta en la inhibicidn de la proliferacién de células endoteliales
dependiente de VEGFR-2, y que esta via inhibitoria es dependiente de PI3K (Zengy cols., 2001). Sin
embargo, otros estudios han indicado que el VEGFR-1 es capaz de interactuar con varias proteinas
transductoras de sefiales, y generar una sefal mitogénica (Landgren y cols., 1998; Maru y cols., 1998).

Los estudios de apagamiento genético (gene-targeting) han demostrado el papel esencial de esta
molécula durante la embriogénesis. Los ratones Flt-1-/- mueren in utero entre los 8,5 y 9,5 dias (Fong y
cols., 1999). Las células endoteliales se desarrollan, pero no logran organizarse en canales vasculares
debido a una excesiva proliferacién de angioblastos. Lo anterior indica que, al menos durante el desarrollo
temprano, el VEGFR-1 es un regulador negativo de la accion del VEGF. Otros estudios indican que el
VEGFR-1 pudiera ser un regulador positivo bajo condiciones patoldgicas como el cancer, donde sus
ligandos especificos son altamente expresados (Hiratsuka y cols., 2001). Estos hallazgos sugieren que el
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VEGFR-1 tiene una funcién dual en la angiogénesis, de modo que actua positiva o negativamente en
diferentes circunstancias.

Por otra parte, se ha documentado que la activacidn del VEGFR-1 resulta en la liberacidn paracrina de
HGF, IL-6, y otras moléculas hepatotroficas por las células endoteliales sinusoidales del higado (LeCouter y
cols., 2003). Estos resultados indican que, independientemente de la regulacidn de la angiogénesis, una
funcidn clave de la sefializacion a través del VEGFR-1 es la liberacidn paracrina de factores de crecimiento
especificos del lecho vascular.

2.1.6.2. VEGFR-2 (KDR, humano; Flk-1, ratén)

El VEGFR-2 se une al VEGF con una Kd de 75-250 pM (Millauer y cols., 1993). El papel clave que
desempeiia este receptor en la angiogénesis y la hematopoyesis embrionarias se evidencia en estudios
con ratones deficientes de VEGFR-2, que carecen de vasculogénesis y presentan fallo en el desarrollo de
vasos sanguineos organizados, lo cual resulta en la muerte in utero entre los 8,5y 9,5 dias (Shalaby y cols.,
1995). Existe consenso con respecto a que el VEGFR-2 es el principal mediador de los efectos del VEGF,
tanto mitogénicos, como angiogénicos y de estimulacién de la permeabilidad vascular.

El sitio de unién para VEGF se localizé en el segundo y tercer dominios tipo Ig (Fuh y cols., 1998). En
células intactas, el VEGFR-2 experimenta dimerizacion y una marcada fosforilacion de tirosina
dependiente de ligando, lo cual resulta en una sefial mitogénica, quimiotactica y de supervivencia
(Shibuya, 2007). Se ha demostrado que la proliferacién de células endoteliales dependiente de VEGF
requiere la autofosforilacién del residuo Y-1175 (Takahashi y cols., 2001).

Ademads, se ha demostrado que el VEGF induce la fosforilacién de varias proteinas transductoras de
sefiales, tales como las fosfolipasas Cy, PI3K, proteina activadora de la GTPasa Ras (Guo y cols., 1995),
proteinas de la familia Src (Eliceiri y cols., 1999), entre otras. Se ha reportado que la activacion del VEGFR-
2 por VEGF resulta en la activacion de varias integrinas a través de un mecanismo dependiente de
PI3K/Akt (Byzova y cols., 2000), y en la induccion del crecimiento de las células endoteliales a través de la
via Raf-Mek-Erk (Wu y cols., 2000).

Los mutantes de VEGF que se unen selectivamente al VEGFR-2 exhiben actividades mitogénica,
guimioatrayente, y estimuladora de la permeabilidad sobre las células endoteliales, mientras que los
mutantes especificos para el VEGFR-1 carecen de las tres actividades (Gille y cols., 2001). En este sentido
resulta interesante que el VEGF-E (de origen viral) y el VEGF-F (derivado de veneno de serpiente), que
muestran similares efectos mitogénico y de permeabilidad, se unen al VEGFR-2 con la consecuente
activacion del receptor, pero no son capaces de unirse al VEGFR-1 (Wise y cols., 1999; Yamazaki y cols.,
2003).

2.1.6.3. Neuropilina (NP) -1 y NP-2

En estudios iniciales se observé que ciertos tumores y células endoteliales expresan sitios de union a
VEGF,¢; diferentes de los VEGFRs en afinidad y masa molecular (Soker y cols., 1996). El VEGF;,; no es
capaz de unirse a estos sitios. Posteriormente se identifico dicho receptor como NP-1, una molécula de
unién a la familia colapsina/semaforina (Soker y cols., 1998).

Cuando se co-expresé con el VEGFR-2 en células, NP-1 estimuld la unién de VEGF45 al VEGFR-2 y la
guimiotaxia mediada por VEGF45 (Soker y cols., 1998). NP-1 parece presentar el VEGF4; al VEGFR-2 de
manera que incrementa la efectividad de la transduccién de seiales. NP-1 es capaz de unirse
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directamente al VEGFR-1 (Fuh y cols., 2000), lo cual sugiere que uno de los mecanismos por los cuales
VEGFR-1 funciona como regulador negativo de la actividad del VEGF es mediante la competencia por la
unién a NP-1. La unidn a NP-1 contribuye a explicar la mayor potencia mitogénica observada para el
VEGF55 en comparacion con el VEGF,,,. Hasta el momento no existen evidencias claras de sefializacién a
través de NP-1 64 de NP-2, otro co-receptor relacionado, como resultado de la unién de VEGF (Kurschat y
cols., 2007).

El papel de NP-1 en el desarrollo del sistema vascular se ha demostrado en estudios de apagamiento
genético, que han documentado la letalidad embrionaria en ratones deficientes de NP-1 (Kawasaki y cols.,
1999). Por otra parte, en experimentos en pez cebra se ha demostrado que NP-1 es requerido para el
desarrollo vascular y media la angiogénesis dependiente de VEGF (Lee y cols., 2002). Otros estudios han
relacionado a NP-2 con el desarrollo de los vasos linfaticos (Yuan y cols., 2002).

2.2. FISIOPATOLOGIA DE LAS ENFERMEDADES VASCULARES ISQUEMICAS

Durante las pasadas décadas, la comprension de la fisiopatologia de las enfermedades vasculares
isquémicas giraba en torno a la estenosis arterial. El riesgo de sufrir eventos isquémicos se asociaba al
grado de estrechamiento de las arterias; y la aterosclerosis se consideraba como una enfermedad de
acumulacién de colesterol. Esta visién tradicional ha experimentado una marcada evolucién. Actualmente
se reconoce que durante gran parte de su existencia, la lesién aterosclerdtica crece hacia fuera en lugar
de hacia dentro de la arteria (Libby y Theroux, 2005). En consecuencia, puede existir una carga sustancial
de aterosclerosis sin producir estenosis. Estudios de ultrasonido intravascular han confirmado que la
estenosis representa la “punta del iceberg” de la aterosclerosis (Schoenhagen y cols., 2000; Tuzcu y cols.,
2001). Una vez que las lesiones han progresado hasta el punto de producir estenosis, ya se ha producido
una abundante aterosclerosis de la intima, la cual se distribuye de manera amplia y difusa. El
reconocimiento de la ubicuidad de las lesiones aterosclerdticas tiene importantes implicaciones para la
comprension de padecimientos como la enfermedad vascular periférica y la cardiopatia isquémica.

2.2.1. Formacion de la lesion aterosclerodtica

La aterogénesis constituye una compleja interaccion de factores tales como: las células de la pared
arterial, la sangre, y los mensajes moleculares que ellos intercambian. La inflamacién juega un papel
fundamental en todas las etapas de la aterogénesis (Libby, 2002), y también participa en las
complicaciones locales, miocardicas y sistémicas de la aterosclerosis.

Cuando el endotelio vascular se expone a ciertos productos bacterianos o a factores de riesgo tan diversos
como dislipidemia, hormonas vasoconstrictoras implicadas en la hipertension, los productos de
glicoxidacién asociados con la hiperglicemia, o citocinas proinflamatorias derivadas de un exceso de tejido
adiposo, dichas células aumentan la expresién de moléculas de adhesidn, que promueven la unidn de los
leucocitos de la sangre a la superficie interna de la pared arterial (Libby y Theroux, 2005). Una vez
residentes en la intima arterial, los leucocitos (fundamentalmente fagocitos mononucleares y linfocitos T)
intercambian mensajes con las células endoteliales y las células de musculo liso de la pared arterial en
cuestion. Dichos mensajes dependen de mediadores de la inflamacion y la inmunidad, por ejemplo,
prostanoides, leucotrienos, histamina, citocinas, y componentes del complemento.

Como consecuencia del proceso inflamatorio en el ateroma temprano, las células de musculo liso migran
de la tunica media hacia la intima. Estas células proliferan y elaboran una matriz extracelular compleja.
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Junto con las células endoteliales y los monocitos, secretan metaloproteinasas de la matriz (MMPs) en
respuesta a sefales oxidativas, hemodindmicas, inflamatorias, y autoinmunes. Las MMPs, en equilibrio
con sus inhibidores tisulares endégenos, modulan numerosas funciones de las células vasculares tales
como: la activacion, proliferacién, migracidn, y muerte celular; la formacién de nuevos vasos, la
remodelacién geométrica, cicatrizacidon, o destruccidén de la matriz extracelular de las arterias y del
miocardio (Libby y Theroux, 2005). Algunos constituyentes de la matriz extracelular, por ejemplo, los
proteoglicanos, se unen a lipoproteinas de manera que prolongan su residencia en la intima, y las hacen
mas susceptibles a la modificacién oxidativa y la glicacion (conjugacidn no enzimatica con azlcares)
(Williams y Tabas, 1998). Estos productos, que incluyen fosfolipidos oxidados y productos avanzados de
glicacion, mantienen y propagan la respuesta inflamatoria (Berliner y cols., 2001).

En la medida en que la lesidn progresa, puede ocurrir calcificacion a través de mecanismos similares a los
de la formacion de hueso (Demer, 2002). En las lesiones aterosclerdticas establecidas, ademas de la
proliferacién, ocurre comunmente la muerte celular, incluyendo la apoptosis (Geng y Libby, 2002). La
muerte de macréfagos cargados de lipidos puede conducir a la deposicién extracelular de factor tisular
(Bogdanov y cols., 2003). Los lipidos extracelulares que se acumulan en la intima llegan a formar el clasico
nucleo necrético, rico en lipidos, de la placa aterosclerética.

2.2.2. Papel del VEGF en la aterosclerosis

La contribucién del VEGF a la aterogénesis ha centrado una gran atencion durante los ultimos afos, pero
aun no se ha dilucidado. La expresién progresiva de VEGF en células endoteliales activadas, macrofagos y
células de musculo liso diferenciadas en lesiones ateroscleréticas y en la restenosis in-stent con
neovascularizacion sugiere que el VEGF pudiera jugar un papel en la aterogénesis y en la inestabilidad de
la placa a través de mecanismos proinflamatorios y angiogénicos (Inoue y cols., 1998; Brasen y cols.,
2001). Esta hipdtesis estd sustentada por experimentos que utilizan ratones doble knockout
ApoE/ApoB100 y conejos, ambos alimentados con dieta rica en colesterol (Celletti y cols., 2001; Khurana y
cols., 2004).

Sin embargo, se han obtenido multiples evidencias que se oponen a dicha hipétesis. En primer lugar, la
transferencia génica de VEGF mediada por adenovirus, asi como la administracién de VEGF recombinante,
no altero el area de la placa ni el influjo de macrdfagos en ratones doble knockout LDLR/ApoB48
(Leppanen y cols., 2005). En segundo lugar, la transferencia génica periadventicia e intra-arterial de VEGF
inhibio el crecimiento de la neointima en estudios animales (Laitinen y cols., 1997). En tercer lugar, en los
ensayos clinicos de aplicacion del VEGF, ya sea como proteina o transferencia génica, no se han obtenido
evidencias de aterogénesis incrementada (Makinen y cols., 2002; Henry y cols., 2003; Hedman y cols.,
2003; Rajagopalany cols., 2003; Kastrup y cols., 2005). De hecho, en un estudio epidemioldgico reciente
se encontré que el polimorfismo del VEGF que causa una mayor expresion del factor estd asociado con un
menor riesgo de enfermedad arterial coronaria (Howell y cols., 2005).

El VEGF no parece intervenir en la iniciacion de la aterogénesis. El incremento progresivo en la expresion
del VEGF durante la aterogénesis es probablemente secundaria a la hipoxia y a la inflamacién en las
lesiones en crecimiento. Sin embargo, no se puede excluir la posibilidad de que la expresion de altos
niveles de VEGF durante un tiempo prolongado en lesiones aterosclerdticas avanzadas pueda contribuir a
la neovascularizacion y a la vulnerabilidad de la placa, incluso a pesar de que en el momento actual no
existan evidencias directas de esta cascada. En contraste, la produccién de VEGF de manera transitoria y
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sistémica, a través de la terapia con proteina recombinante o de la transferencia génica adenoviral, no
parece ser suficiente para promover la progresion de la aterosclerosis en ratones o humanos.

2.2.3. Angiogénesis terapéutica

Una proporcion significativa de los pacientes con enfermedades vasculares isquémicas permanecen
refractarios a las terapias farmacoldgicas y no son candidatos adecuados para las intervenciones de
revascularizacion percutaneas o quirurgicas. Esta situacidon ha conducido al desarrollo de terapias para
promover la neovascularizacidn, una estrategia conocida como angiogénesis terapéutica. Este novedoso
enfoque consiste en el empleo de factores de crecimiento angiogénicos para estimular el desarrollo de
vasos sanguineos colaterales que formen puentes arteriales alrededor de las arterias ocluidas.

La angiogénesis terapéutica implica la estimulacién de la vasculogénesis, la angiogénesis, la
arteriogénesis, y la linfangiogénesis (Khurana y Simons, 2007). La vasculogénesis es la formacidn de novo
de nuevos vasos sanguineos. La angiogénesis consiste en la ramificacidn, formacién de puentes y/o
alargamiento de los capilares a partir de los preexistentes. La angiogénesis ocurre en respuesta a
estimulos como la hipoxia, la isquemia, el estiramiento mecdnico, y la inflamacién , y estd mediada por la
proliferacién y migracion de células endoteliales preexistentes. La arteriogénesis, por su parte, es el
alargamiento y crecimiento in situ de vasos colaterales a partir de las anastomosis arteriolares
preexistentes. Por ultimo, la linfangiogénesis consiste en la generacién de nuevos vasos linfaticos a partir
de los preexistentes.

Entre los factores de crecimiento angiogénicos mas utilizados en los estudios de angiogénesis terapéutica
se encuentran el VEGF y el FGF. El VEGF se probd en un estudio clinico fase Il denominado VIVA (Vascular
Endothelial Growth Factor in Ischaemia for Vascular Angiogenesis), donde un total de 178 pacientes con
cardiopatia isquémica fueron aleatorizados para recibir placebo, una dosis baja, o una dosis alta de
VEGF,¢; recombinante (proteina) por via intracoronaria e intravenosa (Henry y cols., 2003). No se
detectaron diferencias significativas entre los grupos para la variable principal, que fue el tiempo de
tolerancia al ejercicio a los 60 dias. Sin embargo, a los 120 dias del tratamiento, la dosis alta de VEGF¢;s
resultd en una mejoria significativa de la clasificacién funcional con respecto al placebo. El FGF-2
recombinante también se ha aplicado en ensayos clinicos similares, tanto en pacientes con enfermedad
vascular periférica (Lederman y cols., 2002), como con cardiopatia isquémica (Simons y cols., 2002).

2.3. TERAPIA GENICA

La terapia génica consiste en un conjunto de estrategias para el tratamiento de enfermedades humanas,
las cuales se basan en la transferencia de material genético a un individuo. La terapia génica puede estar
dirigida a las células somaticas o germinales. En el caso de la terapia génica somatica, el genoma del
receptor se modifica, pero los cambios no se heredan; mientras que en la terapia génica de linea germinal,
los cambios introducidos se transmiten a la descendencia (Mammen y cols., 2007). Las investigaciones
desarrolladas hasta el momento se han realizado en células somaticas. La terapia génica de linea germinal
no se estd estudiando de forma activa, al menos no en animales superiores ni en humanos, debido a sus
implicaciones éticas.

Existen dos estrategias para la transferencia del material genético al receptor: in vivo y ex vivo (Selkirk,
2004). La estrategia in vivo implica la transferencia directa del gen, mediante un vector apropiado, a las
células del tejido diana. En tal sentido se requiere que dichas células sean facilmente accesibles parala
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administracién del vector, y que este Ultimo sea capaz de transfectar y expresar el gen terapéutico de
manera especifica en las células diana, a niveles efectivos y durante un tiempo prolongado. La estrategia
ex vivo por su parte, consiste en la transferencia del gen terapéutico a células previamente extraidas del
receptor y cultivadas in vitro, seguida por el trasplante de estas células modificadas al tejido diana. De
este modo, las células modificadas y trasplantadas actdan en la sintesis y liberacién de la proteina
terapéutica en el ambiente local.

El campo de aplicaciones de la terapia génica se amplia constantemente, y abarca tanto enfermedades
genéticas, como adquiridas. Dentro de las enfermedades genéticas, las de tipo 1 o monogénicas han
constituido objetivos importantes para la terapia génica correctiva. Se trata de desérdenes causados por
un solo gen defectuoso, por ejemplo, la fibrosis quistica, la sicklemia, y la distrofia muscular de Duchenne
(Selkirk, 2004). Las enfermedades genéticas de tipo 2 o poligénicas estan determinadas por varios genes y
dependen ademads de factores ambientales y del estilo de vida. En este caso se incluyen el cancery la
diabetes mellitas tipo Il, en cuyo tratamiento también se ha utilizado la terapia génica. Entre las
enfermedades adquiridas en las cuales se ha aplicado esta estrategia se encuentran: las enfermedades
infecciosas, la artritis reumatoide y las enfermedades vasculares isquémicas.

2.3.1. Vectores de terapia génica

La seleccién de un vector adecuado para las diversas aplicaciones de la terapia génica es uno de los
mayores retos que enfrentan los investigadores en este campo (Baker, 2004). El vector ideal debe cumplir
numerosos requerimientos tales como: ser seguro para el receptor, o sea, no citotéxico y no
inmunogénico; tener una alta eficiencia de transfeccién, no tener restriccién en la talla del inserto, poseer
un tropismo adecuado para tipos de célula especificos. Ademas, debe ser capaz de transducir células
mitéticas y post-mitdticas, y permitir la regulacidn de la expresidn del transgen. Por ultimo, su produccién
debe ser facil y reproducible a altas concentraciones, el producto final debe ser estable y seguro para el
ambiente. Los vectores de terapia génica se subdividen en dos categorias fundamentales: vectores virales
y no virales.

2.3.1.1. Vectores virales

Los virus recombinantes constituyen un sistema eficiente para la transferencia de genes a los tejidos
humanos. Los vectores virales mas comunmente empleados incluyen retrovirus, adenovirus, y virus
adeno-asociados (AAV). Sin embargo, existen muchos riesgos asociados con la utilizacién de vectores
virales para la terapia génica en humanos, tales como la induccion de respuesta inmune del hospedero, la
mutagénesis por insercidn aleatoria, la presencia de vectores de tipo salvaje en la preparacién
administrada, y el tropismo tisular inadecuado.

Los retrovirus estuvieron entre los primeros vectores utilizados para la transferencia de genes a la
vasculatura (Nabel y cols., 1990). Estos virus poseen un genoma compuesto por ARN, el cual se integra en
el genoma del hospedero. Aunque esta insercidn resulta en una expresion génica prolongada en el tejido,
también abre la posibilidad de que ocurra una mutagénesis por insercion aleatoria y otras formas de
carcinogénesis (Hacein-Bey-Abina y cols., 2003; Woods y cols., 2006). Por otra parte, los vectores
retrovirales son pobremente captados y transducidos en las células post-mitéticas, que son las mds
comunes en los tejidos vasculares. Otras limitaciones de estos vectores se refieren a la talla del inserto (<
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8 kb) y a los bajos titulos con que se obtienen (~10° ufc/mL). A pesar de esto, los vectores retrovirales se
encuentran entre los mas ampliamente utilizados (21%) en los ensayos clinicos de terapia génica
(Wiley.co.uk, 2009).

Los adenovirus poseen un genoma compuesto por ADN de doble cadena que, a diferencia de los
retrovirus, no se integra en el genoma del hospedero y por lo tanto, no presentan riesgo de mutagénesis
por insercion. Los vectores adenovirales se han empleado en el 24% de los ensayos clinicos de terapia
génica hasta el momento actual (Wiley.co.uk, 2009), lo cual los hace los vectores mds ampliamente
utilizados. Entre sus bondades se cuentan los altos titulos con que se obtienen y su amplio tropismo
tisular (Varenne y cols., 1998). Se ha demostrado que los adenovirus son particularmente efectivos en los
tipos celulares vasculares, y que pueden transducir células post-mitdticas de manera eficiente. Sin
embargo, estos vectores pueden resultar en la induccién de una respuesta inmune capaz de reducir su
propia efectividad. El advenimiento de los llamados “gutless” o vectores adenovirales dependientes de un
virus auxiliador, los cuales carecen de los elementos genéticos virales, podrian mejorar la transferencia
génica a largo plazo mediante la reduccién de la respuesta inmune del hospedero. Esta nueva generacion
de adenovirus también tiene una mayor capacidad con respecto a la talla del inserto, y podria permitir la
transferencia multiple de genes en un Unico vector (Jozkowicz y Dulak, 2005).

Los AVVs son parvovirus no patogénicos que para replicarse en la naturaleza, requieren que las células
sean co-infectadas por un virus auxiliador, como el adenovirus. Han emergido recientemente como
vectores de terapia génica, y hasta el momento se han utilizado en el 4% de los ensayos clinicos
(Wiley.co.uk, 2009). Los AAVs tienen un genoma pequefo (< 5 kb) compuesto por ADN de simple cadena.
En la construccion de los AAVs recombinantes se remueven todos los genes virales, de modo que tienen
menor potencial inmunogénico que los adenovirus y por tanto, son mas seguros para el hospedero.
Pueden infectar células post-mitdticas y logran una expresion génica prolongada y estable. En Ia
naturaleza son capaces de integrarse en el genoma del hospedero, pero esta propiedad estd ausente en
los AAVs recombinantes, de modo que se elimina el riesgo de mutagénesis por insercién (Young, Jr.y
cols., 2000). Por otra parte, presentan limitaciones con respecto a la talla del inserto (<4 kb) y a la
complejidad del proceso productivo.

2.3.1.2. Vectores no virales

El ADN plasmidico desnudo se ha utilizado en numerosas investigaciones para transferir genes a tejidos
diana. De hecho, estos vectores se han aplicado en el 18% de los ensayos clinicos de terapia génica hasta
el momento actual (Wiley.co.uk, 2009). Su purificacién se logra mediante una metodologia simple y
menos costosa que la de otros vectores (Lyon y cols., 2008). Son capaces de transfectar una amplia
variedad de células y tienen baja inmunogenicidad, lo cual favorece su seguridad (Muller y cols., 2007). La
principal limitacion de los vectores de ADN desnudo es su baja eficiencia de transfeccidon. No obstante, el
empleo de transgenes de proteinas secretadas, como el VEGF, permite alcanzar efectos bioldgicamente
significativos (Gaffney y cols., 2007).

Los liposomas catidnicos se han utilizado para incrementar la eficiencia de transfeccién ya que los lipidos
positivamente cargados interactian con el ADN, que tiene carga negativa, para formar complejos estables
ADN-lipido capaces de atravesar la membrana celular, de modo que se favorece la captacion del transgen
por las células diana (Hedman y cols., 2003; Deiner y cols., 2006). Los liposomas pueden empaquetar
moléculas de ADN de alta talla, pueden estar dirigidos hacia tipos celulares especificos, y no inducen
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reacciones inmunoldgicas. Sin embargo, solo se logra una expresion transitoria de los transgenes. Por otra
parte, los complejos ADN-liposoma pueden ser inhibidos por factores del suero, y pueden resultar toxicos
para ciertos tipos de células.

También se ha propuesto la utilizacién de varios polimeros para mejorar la transferencia no viral de genes.
A nivel sistémico es posible incrementar la transferencia mediante derivados de polilisina, mientras que a
nivel de érgano es recomendable el empleo de hidrogeles (Putnam, 2006). Las propiedades biofisicas de
estos compuestos pueden favorecer la estabilidad, la concentracion, e incluso la captacién del ADN por las
células diana. La electroporacién es un método fisico de transferencia de genes, que resulta util en
diversos érganos tales como el musculo esquelético y el higado. Este procedimiento puede asegurar la
captacién de los transgenes en la vasculatura después de una transferencia adventicia o luminal (Dean,
2003).

Vector plasmidico pAEC-A2: La familia de vectores pAEC se generd en el CIGB con el objetivo

de clonar genes de antigenos, con vistas a la inmunizacién con ADN (Herrera y cols., 2000). El
vector pAEC-A2 contiene el promotor/potenciador de citomegalovirus (CMV), un sitio multiple de
clonacion, las sefiales de procesamiento y poliadenilacion del virus de simio (SV) 40, el origen de
replicacion ColE1, de Escherichia coli, y un gen de resistencia a kanamicina. Estos elementos
conforman dos bloques funcionales bien definidos: una unidad de transcripcion en células de
mamiferos, y una unidad de replicacion/seleccion en bacteria.

El pAEC-A2 se ha empleado como vector para la expresion de varios antigenos: el polipéptido
multiepitopico TAB9, que codifica para seis regiones V3 procedentes de diferentes aislamientos
del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) -1 (Herrera y cols., 2000); los antigenos de
superficie y de la nucleocapsida del virus de la Hepatitis B (Musacchio y cols., 2001). Los
plasmidios recombinantes se utilizaron para inmunizar ratones BALB/c. En todos los casos, los
animales desarrollaron respuestas humorales especificas contra el antigeno correspondiente.

A pesar de haberse disefiado para la inmunizacion con ADN, este vector presenta caracteristicas
que lo hacen apropiado para la transferencia de genes terapéuticos: Carece de secuencias
irrelevantes con respecto al objetivo de la transferencia génica. Tampoco presenta secuencias de
homologia con el genoma humano, con lo que se reduce la probabilidad de ocurrencia de
recombinacion homdloga. A diferencia de otros vectores para la inmunizacion con ADN, el
pAEC-A2 no esta enriquecido en secuencias inmunoestimuladoras o motivos CpG, que son
capaces de potenciar la respuesta inmune contra la proteina codificada (Rodriguez, 2004). Este
efecto, aunque adecuado desde el punto de vista de la inmunizaciébn con ADN, resulta
inconveniente para la terapia génica, ya que puede conducir a la neutralizacion del factor

expresado y por ende, a la reduccion del efecto terapéutico.
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2.3.2. Vias y procedimientos de transferencia génica

Los principales érganos diana para la terapia génica cardiovascular, ademas de las arterias y venas, son el
miocardio, los musculos esqueléticos de los miembros inferiores, y el higado. La transferencia génica
cardiovascular se puede realizar por via intravascular, por inyeccién directa intradrgano, y mediante
procedimientos ex vivo. Para la transferencia génica intravascular se ha desarrollado una gran variedad de
sistemas de cateterismo, tales como el catéter de infusién-perfusién y el catéter de aguja, con el objetivo
de mejorar la penetracidn de los vectores a través de la intima (Varenne y cols., 1998; Laitinen y cols.,
1998). A pesar de estos avances, la transferencia génica efectiva a una lesidon avanzada, con una neointima
gruesa, calcificacién, depdsitos de colesterol, e infiltrados de células inflamatorias, continda siendo un
reto.

El stent liberador de genes (Walter y cols., 2004; Sharif y cols., 2006) es una novedosa estrategia de
transferencia génica intravascular que resulta muy oportuna, teniendo en cuenta la amplia utilizacién de
los stents liberadores de drogas. La transferencia génica en implantes vasculares se puede realizar
mediante la incubacién de una solucion de transferencia génica dentro del implante in situ o por
inmersion ex vivo (Gruchala y cols., 2004; Turunen y cols., 2006). Ambos métodos resultan en una alta
eficiencia de transferencia génica porque en ausencia de flujo sanguineo, de los componentes del sistema
inmune innato, y de anticuerpos neutralizantes, se favorece la transduccidn del segmento diana por los
vectores.

La administracién de vectores de terapia génica mediante inyecciones intramusculares o intramiocardicas
es el modo mas eficiente de producir una expresion génica efectiva en un tejido diana. Varios estudios
han mostrado que la via de administracidn intraarterial es inefectiva a menos que se module la
permeabilidad del endotelio, o que se utilice un alto gradiente de presidén (Wright y cols., 2001; Rissanen y
cols., 2003a). Ademas, a diferencia de la inyeccién directa en los tejidos, después de la administracién de
vectores en la circulacion se podria esperar una biodistribucion mas amplia y una expresion génica
ectdpica en tejidos distantes. La transferencia génica pericardica no resulta en una transduccion
transmural efectiva del miocardio sin tratamiento concomitante con proteasas (Lazarous y cols., 1999).

En los musculos esqueléticos de las extremidades inferiores, las inyecciones intramusculares son
tedricamente fdciles de realizar. Sin embargo, dado que la mayoria de los efectos de los factores de
crecimiento angiogénicos son locales (Rissanen y cols., 2003a; Rissanen y cols., 2003b), las inyecciones
deben ser cuidadosamente dirigidas hacia dentro de los musculos diana. La mejor forma de lograr esto es
mediante monitorizacion por ultrasonido. Una inyeccidn mal dirigida entre dos musculos resultara en
angiogénesis fundamentalmente en las fascias musculares, y no en el musculo propiamente.

Las inyecciones intramiocardicas constituyen un reto mucho mayor que las inyecciones en musculo
esquelético. Realizar una toracotomia solamente para la transferencia génica intramiocardica puede ser
demasiado riesgoso, a no ser que se requiera para otros propdsitos terapéuticos como una cirugia de
puente coronario (bypass). Varios estudios han demostrado la seguridad y factibilidad del sistema NOGA
(Biosense Webster, Markham, Notario, Canada), que permite realizar inyecciones intramiocardicas por via
transendocardica mediante un catéter percutaneo, con monitorizacion a través de un sistema de
localizaciéon electromecanica (Rutanen y cols., 2004; Kastrup y cols., 2005).

En otros estudios se ha utilizado la inyeccién intramuscular de células transducidas ex vivo para expresar
factores terapéuticos de manera constitutiva, pero esta estrategia parece estar obstaculizada por la
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insuficiente distribucién de las células dentro del tejido diana, lo cual puede conducir a efectos colaterales
severos (Lee y cols., 2000b). En el higado, la transferencia génica por via intravascular parece ser efectiva y
de alta eficiencia (Kankkonen y cols., 2004).

2.3.3. Aplicaciones de la terapia génica angiogénica

La terapia génica angiogénica representa la aplicacién de la terapia génica a la estrategia de la
angiogénesis terapéutica, o sea, la transferencia de genes de factores de crecimiento angiogénicos para
estimular el desarrollo de vasos sanguineos colaterales en tejidos isquémicos. Este enfoque se ha utilizado
fundamentalmente en la enfermedad vascular periférica y en la cardiopatia isquémica, tanto en estudios
preclinicos como en ensayos clinicos.

2.3.3.1. Estudios preclinicos en modelos animales de isquemia de miembros inferiores

Los modelos animales mas utilizados para el estudio de la isquemia de miembros inferiores son los
practicados en raton (Hiraoka y cols., 2003), rata (Chang y cols., 2003) o conejo (Wright, 2002). La
transferencia génica a los musculos de la extremidad isquémica se ha realizado por medio de vectores
virales y no virales. La via de administracién por excelencia ha sido la inyeccidn intramuscular directa.
Estos modelos se han utilizado para estudiar la transferencia génica de varios factores de crecimiento,
tales como FGF, HGF, IGF, y en particular del VEGF. Se ha experimentado con las diferentes isoformas del
VEGF, e incluso se demostroé la equivalencia bioldgica entre las isoformas de 121, 165, y 189 aminoacidos
para la angiogénesis terapéutica (Takeshita y cols., 1996b; Cherng y cols., 2000). Por otra parte, el VEGF se
ha ensayado en combinacidn con otros factores, por ejemplo: FGF (Kondoh y cols., 2004), y angiopoyetina
(Ang) -1 (Niagara y cols., 2004).

Estos ensayos han aportado numerosas y variadas evidencias del efecto terapéutico de la transferencia
génica del VEGF. Por ejemplo: se han obtenido evidencias angiograficas de neovascularizacion en las
extremidades isquémicas (Tsurumi y cols., 1996; Yamauchi y cols., 2003; Changy cols., 2003). Los analisis
histolégicos e inmunohistoquimicos han revelado un consecuente incremento en la densidad de capilares
y arteriolas (Shimpo y cols., 2002; Hiraoka y cols., 2003; Leong-Poi y cols., 2007). Los estudios
hemodindmicos han arrojado aumentos significativos del flujo sanguineo, el indice de presiones y la
reserva vasomotora (Wright, 2002; Yamauchiy cols., 2003; Leong-Poi y cols., 2007). Los ensayos de
transcripcién inversa acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) han permitido detectar
el ARNm especifico del transgen en el tejido diana (Yamauchi y cols., 2003; Chang y cols., 2003; Leong-Poi
y cols., 2007) y, en correspondencia, se han observado incrementos en la concentracién de VEGF en el
tejido transfectado (Shimpo y cols., 2002; Hiraoka y cols., 2003).

Otros investigadores han empleado modelos en especies mds robustas, como el perro y el cerdo. El
modelo canino de isquemia de miembros inferiores se utilizé para evaluar los efectos angiogénicos del
FGF y del VEGF recombinantes (proteina), administrados por via intravenosa (Rakue y cols., 1998). Los
perros tratados con los factores angiogénicos exhibieron un marcado incremento de la circulacion
colateral a los 7 dias del tratamiento, el cual se mantuvo hasta los 28 dias. La densidad de capilares
aumento significativamente con respecto al grupo control (solucién salina). El flujo sanguineo del grupo
que recibié VEGF resulté significativamente superior al del grupo control. El modelo porcino por su parte,
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permitié demostrar que el estrés de cizallamiento constituye el estimulo inicial y de mayor potencia en la
arteriogénesis (Pipp y cols., 2004).

2.3.3.2. Estudios clinicos en pacientes con enfermedad vascular periférica

En los primeros estudios clinicos de angiogénesis terapéutica con el gen del VEGF, se incluyeron pacientes
gue no eran candidatos a las técnicas de revascularizacion quirudrgicas ni endovasculares, o que habian
fracasado con otras opciones de tratamiento, y estaban en alto riesgo de sufrir amputacién. La terapia
génica con VEGF se probd inicialmente mediante vectores de ADN plasmidico desnudo, y resulté en la
eliminacion del dolor de reposo, el incremento de la vasculatura colateral y del indice de presiones
tobillo/brazo (Baumgartner y cols., 1998; Isner y cols., 1998).

Por otra parte, se demostré que las inyecciones intramusculares de un adenovirus portador del gen del
VEGF,; fueron bien toleradas y mejoraron la funcidon endotelial y la reserva de flujo a los 30 dias
(Rajagopalan y cols., 2001). Al afio de seguimiento se observaron tendencias positivas en el indice de
presiones tobillo/brazo en reposo y en el tiempo maximo de marcha (Rajagopalan y cols., 2002; Mohler, 11I
y cols., 2003).

En un pequefiio estudio no controlado, donde se empled un plasmidio desnudo portador del gen del
VEGF;s, se evidencid una mejoria en el dolor de reposo superior al 80% (Shyu y cols., 2003). En otro
estudio fase | no controlado se utilizé la misma estrategia de transferencia génica en pacientes con
enfermedad vascular periférica severa (Kim y cols., 2004). Una vez mas, las inyecciones fueron bien
toleradas y los resultados mostraron un incremento en la formacidn de vasos colaterales alrededor de los
sitios de inyeccidn. Se observé una marcada mejoria en el dolor de reposo y las Ulceras isquémicas en un
numero significativo de pacientes.

La Tabla 2 resume los estudios clinicos fase 1I/11l de transferencia génica del VEGF a pacientes con
enfermedad vascular periférica. El primero de estos trabajos fue un estudio fase Il controlado y
aleatorizado, de transferencia génica de VEGF5; mediante vectores adenovirales o plasmidio conjugado
con liposomas, por via intraarterial a través de un catéter percutaneo. Los pacientes tratados con
adenovirus mostraron mejoria en la vascularidad a los 3 meses, por angiografia, pero no hubo diferencias
entre los grupos tratados y placebo en términos de resultados clinicos (Makinen y cols., 2002).

El estudio RAVE (Regional Angiogenesis with Vascular Endothelial Growth Factor in Peripheral Arterial
Disease) fue un ensayo clinico fase Il, aleatorizado, controlado por placebo, donde se probé la seguridad y
eficacia de un adenovirus portador del gen del VEGF,,,, administrado por via intramuscular en 105
pacientes con enfermedad vascular periférica (Rajagopalan y cols., 2003). En este estudio no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos de tratamiento en el tiempo maximo de marcha a
los 3 meses, ni en las variables secundarias (indice de presiones tobillo/brazo y calidad de vida). No se
observaron eventos adversos graves, aunque el edema transitorio estuvo asociado con la transferencia
génica intramuscular de AAVEGF ;.

Tabla 2. Estudios clinicos fase II/l1ll aleatorizados y controlados, de terapia génica con VEGF en la
enfermedad vascular periférica.

Estudio clinico Agente - .. | Tratamiento Variable
. A Administracion n B Resultados
(referencia) terapéutico control principal
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VEGF en EVP VEGFue5 / Intraarterial . , Aumento de la
) adenovirus " Ringer’s vascularidad a .
(Makinen y cols., o plasmidio- en el sitio de lactato 54 los 3 meses Positivos
2002) p angioplastia : !
liposomas (angiografia)
Tiempo
. RAVE VEGF;5q / . maximo de .
(Rajagopalan y d : Intramuscular Vehiculo 105 haal Negativos
cols., 2003) adenovirus marcha a las
' 12 semanas
. Reduccion de Negativos
Groningen VEGF s / Solucion la tasa de (variables
(Kusumanto y plasmidio Intramuscular i 54 e dari
cols., 2006) desnudo salina amputacion a | secundarias
" los 100 dias positivas)

EVP: enfermedad vascular periférica; RAVE: Regional Angiogenesis with Vascular Endothelial Growth
Factor in Peripheral Arterial Disease.

En el estudio Groningen, un ensayo a doble ciegas, controlado por placebo, de aplicacion de un plasmidio
desnudo portador del gen del VEGF en pacientes diabéticos con isquemia critica de miembros inferiores,
no se encontraron diferencias para la variable principal (tasa de amputacién a los 100 dias), pero si se
alcanzaron mejorias significativas en las variables secundarias (indice de presiones tobillo/brazo y
condicién clinica) (Kusumanto y cols., 2006).

2.3.3.3. Estudios preclinicos en modelos animales de isquemia del miocardio

Las investigaciones de terapia génica relacionadas con la cardiopatia isquémica utilizan en su etapa
preclinica modelos animales mayores como el cerdo (Hughes y cols., 2003). Los factores de crecimiento
mas utilizados en los trabajos de terapia génica para el tratamiento de la cardiopatia isquémica son el
VEGF (Laguens y cols., 2002; Zhang y cols., 2002; Nikol y cols., 2002) y el FGF (Grines y cols., 2003; Gao y
cols., 2004; Horvath y cols., 2005). También se han realizado estudios con otras moléculas implicadas en
los mecanismos de la angiogénesis, como el HIF-1a (Shyu y cols., 2002; Heinl-Green y cols., 2005).

Los efectos beneficiosos de la transferencia génica del VEGF se han demostrado en varios estudios en
modelos animales de isquemia del miocardio. La angiografia coronaria ha evidenciado la revascularizacion
de las areas isquémicas a través de los vasos colaterales de nueva formacién (Tio y cols., 1999; Lee y cols.,
2000a; Nikol y cols., 2002). La tomografia computarizada de emisidn de fotdn Unico (SPECT) ha
documentado una reduccidn en los defectos de perfusién miocardica hasta valores cercanos a la
normalidad (Lee y cols., 2000a; Crottogini y cols., 2003; Patila y cols., 2006). Los estudios histologicos e
inmunohistoquimicos han mostrado incrementos en la densidad de capilares (Nikol y cols., 2002), asi
como en el indice mitético (marcador de la entrada en mitosis) de los cardiomiocitos (Laguens y cols.,
2002). Se ha reportado una elevacién significativa del flujo sanguineo en respuesta a la vasodilatacién
farmacoldgica (Tio y cols., 1999). En otro estudio se utilizé la ecocardiografia para documentar mejorias
significativas en la funciéon ventricular (Bull y cols., 2003). El transcripto especifico del gen transferido se
ha detectado en el tejido diana mediante RT-PCR (Laguens y cols., 2002; Nikol y cols., 2002), y se han
registrado aumentos significativos de los niveles de VEGF en la sangre y en el miocardio (Tio y cols., 1999;
Leey cols., 2000a).

Se ha demostrado que la transferencia génica del VEGF mediante vectores virales no solo estimula la
angiogénesis, sino también la “arterializacion capilar” (Rissanen y cols., 2005; Parsons-Wingerter y cols.,
2006). En este proceso, los capilares preexistentes se dilatan. El flujo sanguineo incrementado induce el
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fortalecimiento de la pared capilar mediante la hipertrofia de las células de musculo liso, lo que conduce a
la formacién de vasos semejantes a arteriolas (Rissanen y cols., 2005). Las células derivadas de la médula
6sea no se incorporan a los vasos en crecimiento, pero pueden contribuir a la angiogénesis a través de
mecanismos paracrinos (Zentilin y cols., 2006). Este proceso, caracterizado por una activa proliferacion
tanto de las células endoteliales como de las células de musculo liso, y por la remodelacién de la red
capilar, no se ha documentado en el caso de la transferencia génica del VEGF mediante vectores
plasmidicos (Hao y cols., 2007).

2.3.3.4. Estudios clinicos en pacientes con cardiopatia isquémica

Los estudios clinicos iniciales de transferencia génica del VEGF fueron pequefios ensayos fase |, donde se
probd un plasmidio desnudo portador del gen del VEGF45, administrado por via intramiocardica a través
de una toracotomia, en pacientes sin opcidn de tratamiento. En estos ensayos se reportaron incrementos
significativos en la capacidad de ejercicio, mejoria en la funcién contractil, la perfusién miocardica en
reposo, y el desarrollo de vasos colaterales (Losordo y cols., 1998; Vale y cols., 2000; Sylven y cols., 2001;
Sarkar y cols., 2001). Un estudio fase | similar se llevd a cabo con un vector adenoviral que expresaba el
VEGF,,, el cual se administrd por inyeccidn intramiocardica directa en combinacién con la cirugia de
puente coronario (bypass). Los resultados fueron prometedores con respecto a la prueba de ejercicio y la
clase funcional a los 6 meses (Rosengart y cols., 1999a; Rosengart y cols., 1999b).

En un ensayo clinico piloto de transferencia génica del VEGF-C mediante un plasmidio desnudo inyectado
percutaneamente en el miocardio isquémico de 6 pacientes, mediante el sistema NOGA, se reporté
mejoria en el estado clinico, alivio de la angina, y reduccién del area isquémica (Vale y cols., 2001).
Sucesivamente, se realizé un estudio no controlado de un plasmidio portador del gen del VEGF-C,
administrado mediante inyecciones intramiocadicas a través de una toracotomia a 30 pacientes sin opcidn
terapéutica. Al aio de seguimiento se observaron mejorias en la prueba de ejercicio y en la clase
funcional, asi como una disminucién en el uso de medicamentos en comparacidn con el estado basal
(Fortuin y cols., 2003). La maxima mejoria se alcanzé a los 6 meses. A los 2 de afos de seguimiento el
88,5% de los pacientes tratados tenia clase funcional | o Il, y solo el 11% tenia clase funcional Il (Reilly y
cols., 2005). A pesar de los resultados alentadores, el bajo nimero de pacientes y la ausencia de grupo
control ha limitado la utilidad de los datos generados en estos estudios.

El primer estudio aleatorizado, controlado por placebo, investigd la seguridad y factibilidad de la
transferencia génica del VEGF murino por medio de un vector plasmidico conjugado con liposomas, en
pacientes con cardiopatia isquémica sometidos a angioplastia coronaria transluminal percutanea (ACTP)
(Laitinen y cols., 2000). La transferencia génica resultd segura y bien tolerada.

En la Tabla 3 se recogen los estudios clinicos fase II/11l de transferencia génica del VEGF a pacientes con
cardiopatia isquémica. El estudio KAT (Kuopio Angiogenesis Trial) estuvo dirigido a investigar la eficacia de
la terapia génica con VEGF4s en la tasa de restenosis y la perfusion miocardica, al administrarse en el
curso de la ACTP (Hedmany cols., 2003). Un total de 103 pacientes fueron aleatorizados para recibir el
transgen por medio de un vector adenoviral (AdVEGF,¢s5), 0 de un plasmidio conjugado con liposomas, o
placebo en el sitio de la angioplastia antes de la colocacidn del stent. No se detectaron diferencias en la
tasa de restenosis (6%) entre los grupos de tratamiento, pero la perfusién miocardica mostré una mejoria
significativa en el grupo tratado con AdVEGF s, a los 6 meses.
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Otro estudio fase I/1l examind la administracion de 3 dosis diferentes de un plasmidio desnudo portador

del gen del VEGF-C, o placebo, mediante el sistema NOGA de inyeccién intramiocardica percutanea, en 19

pacientes (Losordo y cols., 2002). Como resultado, se reportd una reduccién significativa en la clase

funcional de los pacientes tratados a las 12 semanas.

Tabla 3. Estudios clinicos fase 11/11l aleatorizados y controlados, de terapia génica con VEGF en la
cardiopatia isquémica.

Estudio clinico Agente . .. |Tratamiento Variable
. —_— Administracién n o Resultados
(referencia) terapéutico control principal
KAT VEGFue5 / Intracoronaria : Mejoria en la Positivos
adenovirus o Ringer perfusion
(Hedmany cols., o en el sitio de 103 e (solo grupo
5003 o plasmidio- : . lactato miocérdica a los .
) liposomas angioplastia 6 meses adenovirus)
VEGF-C/ |Intramiocéardica L Clas'lflcacmn
(Losordo y cols., | o ! Solucién funcional de la .
2002) plasmidio _percutanea salina 19 angina a las 12 Positivos
desnudo |(sistema NOGA)
semanas
Euroinject One VEGFe5/ | Intramiocardica . Mejon_a, enla
00 . Plasmidio perfusion .
(Kastrup y cols., plasmidio percutanea lacebo 74 miocardica a los Negativos
2005) desnudo |(sistema NOGA) P
3 meses
Tiempo hasta
. infradesnivel de
REVASC VEGFi,;, / |Intramiocardica / MaX|_mo 1mmenS-T o
(Stewart y cols., ; S .| tratamiento 67 Positivos
adenovirus |mini-toracotomia 5 durante prueba
2006) médico e
de ejercicio a las
26 semanas
GENASIS VEGF-C/ |Intramiocéardica Prueba Qe Negativos
(Corautus lasmidio ercutdnea Vehiculo 295 |tolerancia al (ensayo
Genetics, 2006) P pe . (404*) |ejercicio a los 3 W
) desnudo |(catéter Stiletto) detenido)
No publicado meses
NORTHERN | VEGFies/ |Intramiocérdica | o\ o 03 C:rr]f:g'i%r?” la
(Stewart y cols., plasmidio percutanea salina (120%) pmiocér dica a los Negativos
2009) desnudo |(sistema NOGA) 36 6 meses

KAT: Kuopio Angiogenesis Trial; REVASC: Randomized Evaluation of Vascular Endothelial Growth Factor

Angiogenesis in Severe Coronary Artery Disease; GENASIS: Genetic Angiogenic Stimulation Investigational
Study; NORTHERN: NOGA Angiogenesis Revascularization Therapy: Evaluation by Radionuclide Imaging. *
n prevista en el protocolo clinico.

En el estudio Euroinject One, un total de 80 pacientes se distribuyeron aleatoriamente para recibir
inyecciones intramiocardicas de un plasmidio desnudo portador del gen del VEGF65 0 un plasmidio
placebo, mediante el sistema NOGA (Kastrup y cols., 2005). Se administré una dosis total de 0,5 mg, y las
inyecciones se dirigieron a un area del miocardio con un defecto de perfusién detectado mediante SPECT.
A los 3 meses de seguimiento no se detectaron diferencias significativas entre los grupos con respecto a la
clasificacidn funcional ni al tamafio del defecto en reposo o durante el ejercicio. Sin embargo, la motilidad
parietal local, estimada por el sistema NOGA y por ventriculografia, mostré mejoria en el grupo tratado
con respecto al grupo placebo.
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En el estudio REVASC (Randomized Evaluation of Vascular Endothelial Growth Factor Angiogenesis in
Severe Coronary Artery Disease), 67 pacientes con cardiopatia isquémica y sin opcion terapéutica fueron
aleatorizados para continuar con el mejor tratamiento médico convencional o para recibir un vector
adenoviral portador del gen del VEGF1,; (4 x 10" particulas) mediante inyeccidn intramiocardica directa a
través de una toracotomia (Stewart y cols., 2006). El tiempo hasta alcanzar un infradesnivel de 1 mm en el
segmento S-T durante la prueba de ejercicio mejord significativamente a las 26 semanas, en los pacientes
tratados con respecto a los controles. Las variables secundarias (clasificacion funcional y tiempo de
tolerancia al ejercicio) mejoraron a las 12 semanas. Sin embargo, en el analisis de estos resultados no se
puede descartar la contribucion de un efecto placebo significativo, debido a la toracotomia.

El estudio fase Il GENASIS (Genetic Angiogenic Stimulation Investigational Study) se disefié originalmente
para incluir 404 pacientes con vistas a investigar la eficacia de la transferencia génica del VEGF-C por
medio de un plasmidio desnudo, por via intramiocardica percutanea, mediante el catéter Stiletto (Boston
Scientific Corporation, Natick, Massachussets). Sin embargo, este ensayo fue prematuramente detenido,
después de incluir 295 pacientes, debido a problemas relacionados con el catéter y a una alta probabilidad
de falta de eficacia en la variable principal (Corautus Genetics, 2006).

Recientemente, se publicaron los resultados del estudio fase II/IIl NORTHERN (NOGA Angiogenesis
Revascularization Therapy: Evaluation by Radionuclide Imaging), donde se probd la eficacia de la
transferencia génica mediada por NOGA de 2 mg de un plasmidio desnudo portador del gen del VEGFgs,
en 93 pacientes sin opcién de tratamiento (Stewart y cols., 2009). Este ensayo se disefid con el propdsito
de superar las limitaciones del estudio Euroinject One (Kastrup y cols., 2005), en el cual se aplicé una dosis
de solo 0,5 mg del vector. A pesar de la alta dosis administrada, no se encontraron diferencias entre los
grupos tratado y placebo para la variable principal, que fue el cambio en la perfusion miocardicaalos 3 6
6 meses; aunque en ambos grupos se observé una reduccidn significativa del drea isquémica. También se
observaron mejorias en ambos grupos con respecto al tiempo de ejercicio y a los sintomas anginosos a los
3y 6 meses, sin diferencias entre grupos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. REACTIVOS QUiMICOS

Los reactivos quimicos utilizados en la preparacion de medios de cultivo y soluciones se obtuvieron de las
firmas Oxoid (Gran Bretaia), Merck (Alemania), Fluka (EE.UU.) y Sigma (EE.UU.). Los
desoxirribonucledtidos trifosfato (ANTP) se obtuvieron de la firma Boeringher Mannheim (Alemania).

3.2. MEDIOS DE CULTIVO Y SUPLEMENTOS

Luria Bertani (LB): Triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L. El medio sélido contiene
ademas 15 g/L de agar.

LBK: LB suplementado con 50 mg/L de Kanamicina (Sigma, EE.UU.).

DMEM (Sigma, EE.UU.): Suplementado con 584 mg/L de L-glutamina, 110 mg/L de piruvato de sodioy 5
mg/L de Gentamicina (Gibco, EE.UU.).

RPMI 1640 (Sigma, EE.UU.): Suplementado con 300 mg/L de L-glutamina, 110 mg/L de piruvato de sodio y
50 mg/L de Gentamicina (Gibco, EE.UU.).

MCDB 131 (Sigma, EE.UU.): Suplementado con 300 mg/L de L-glutamina, 110 mg/L de piruvato de sodio y
50 mg/L de Gentamicina (Gibco, EE.UU.).

Suero fetal bovino (SFB): Suministrado por la firma Hyclone (EE.UU.).

3.3. ENZIMAS

La enzima Tag polimerasa fue suministrada por la firma Heber Biotec (Cuba). Las enzimas Xbal, Bglll,
Klenow, Pvull, BamHIy T4 ADN ligasa se obtuvieron de la firma New England Biolabs (EE.UU.). La Termo
Sequenase fue suministrada por la firma Amersham Biosciences (EE.UU.). Todas las enzimas se utilizaron
segln las recomendaciones del fabricante correspondiente.

3.4. PLASMIDIOS

hVEGFy,; (Weindel y cols., 1992): Plasmidio derivado del pBluescript KS, que porta el gen del VEGF,;. Fue
donado por el Instituto Max-Planck de Investigaciones Fisioldgicas y Clinicas, de Alemania.

pLITMUS-29 (Promega, EE.UU.): Vector comercial, que posee un sitio multiple de clonaje.

pPAEC-A2 (Herrera y cols., 2000): Plasmidio derivado del vector pUC19, que contiene el
promotor/potenciador de CMV, las sefiales de procesamiento y poliadenilacidn del SV40, el origen de
replicacion ColE1 de E. coli, y el gen de resistencia a kanamicina (transposén 903). Su secuencia esta
depositada en la Base de Datos de Secuencia de la EMBL con el numero AJ278714.

3.5. OLIGONUCLEOTIDOS

4920: 5’- GCTCTAGATGAACTTTCTGCTGTCTTGGGTGCATTGG -3’ (la secuencia subrayada corresponde a
un sitio de restriccion Xbal).

4921: 5’- GAAGATCTTCACCGCCTCGGCTTGTCACAATTTTCTT -3’ (la secuencia subrayada corresponde a un
sitio de restriccion Bglll).

3295: 5’- AGTGAACCGTCAGATC -3’

Todos los oligonucledtidos se obtuvieron en el Departamento de Sintesis Quimica del CIGB mediante un

equipo de sintesis automatica de oligonucledtidos (Pharmacia, Suecia).
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3.6. MICROORGANISMOS

Cepa DH10B de Escherichia coli K12 [F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) $80dlacZM15 AlacX74 deoR recAl
endAl araD139 A(ara, leu) 7697 galU galK rpsL nupG] (Durfee y cols., 2008).

3.7. CELULAS DE MAMIFEROS

CHO-K1 (ATCC CCL-61, EE.UU.): Células de ovario de hamster chino.
HUVEC (PromoCell, Alemania): Células endoteliales humanas de vena umbilical.
HMEC (CDC, EE.UU.): Células endoteliales microvasculares humanas.

3.8. ANIMALES

Ratas (Rattus norvegicus) sublinea Sprague-Dawley: Fueron suministrados por el Centro Nacional para la
Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB). Se utilizaron animales de ambos sexos, con pesos de
150 a 200 g para las hembras, y entre 200 y 250 g para los machos.

Perros (Canis familiaris) raza Beagle: Fueron suministrados por CENPALAB. Se utilizaron animales de
ambos sexos, con un peso de 11-13 kg.

Cerdos (Sus scrofa) raza Yorkshire: Fueron suministrados por el Instituto de Investigaciones Porcinas. Se
utilizaron animales del sexo femenino, con un peso de 25-30 kg.

Estos animales se mantuvieron y manipularon de acuerdo con la “Guia para el Cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio” (Bayne, 1998). A su llegada al area experimental, pasaron por un periodo de
adaptacion de 7-15 dias. Se ubicaron a razén de un animal por jaula, con condiciones normales de
temperatura y humedad relativa, y con un ciclo natural de luz-oscuridad. Los animales recibieron la dieta
adecuada (pienso suministrado por CENPALAB), segun los requerimientos diarios de cada especie, y
tuvieron acceso al agua las 24 horas.

3.9. CONSTRUCCION GENETICA DEL VECTOR PVEGF 3,

La Figura 2 representa los pasos seguidos para la clonacidn del gen del VEGF;,; en el vector pAEC-A2.
Brevemente, el gen del VEGF,,; humano, con su péptido sefial de secrecidn correspondiente, se obtuvo
como producto de una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). El fragmento de ADN obtenido se
digirié con las endonucleasas Xbal y Bglll, en sitios de restriccion generados por los oligonucledtidos
utilizados (4920 y 4921), y se insertd en el vector pLITMUS-29, previamente digerido con las mismas
enzimas. A continuacién, el fragmento correspondiente al gen del VEGF,,; se extrajo por digestidn con
Xbal-Klenow-Bglll y se cloné en el vector de expresion pAEC-A2 (Herrera y cols., 2000), previamente
digerido con Pvull y BamHI.

3.9.1. Técnicas generales de Biologia Molecular

La purificacidn de ADN plasmidico a pequeiia escala, las digestiones de ADN con endonucleasas de
restriccion, las electroforesis de ADN en geles de agarosa, la recuperaciéon y purificacién de ADN de geles
de agarosa de bajo punto de fusidn, las reacciones de ligamiento de ADN, la preparacién de células
competentes, y la transformacion de dichas células con ADN plasmidico, se realizaron de acuerdo a los
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procedimientos previamente descritos (Sambrook y cols., 1989), y segun las recomendaciones de los
fabricantes de las diferentes enzimas utilizadas.

3.9.2. Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

El plasmidio hVEGFy,; (Weindel y cols., 1992) se utiliz6 como ADN molde. Se emplearon los
oligonucledétidos 4920y 4921, que hibridan con las regiones 5’ y 3/, respectivamente, del gen VEGF,,. Se
utilizé la enzima Tagq polimerasa. La reaccidn se desarrollé en un termociclador MiniCycler de la firma M)
Research (EE.UU.), segun el siguiente programa:

1. Desnaturalizacién inicial: 942C por 5 min

Desnaturalizacién: 942C por 1 min
Hibridacidn: 552C por 1 min

2.
3
4. Extensién: 722C por 1 min
5. Iral paso 2 (29 veces)

6

Extension final: 722C por 5 min

3.9.3. Secuenciacion de ADN

La secuencia del gen del VEGF1,; se confirmd mediante secuenciacion automatica de ADN por el
método de Sanger (Sanger y cols., 1977). Se utiliz6 un equipo ALFexpress Il de la firma
Amersham Biosciences (EE.UU.), y un juego de reactivos Thermo Sequenase Cy5 Dye
Terminator, suministrado por la misma firma. Se emple6 el oligonucleétido 3295, que hibrida con
la region 3’ del promotor/potenciador de CMV. Para el procesamiento de la informacion se

emple6 el programa ALFwin Sequence analyser 2.00.

3.10. PURIFICACION DE ADN PLASMIDICO

3.10.1. Purificacion de ADN plasmidico a mediana escala

Se utilizé el juego de reactivos EndoFree Plasmid Mega Kit (Qiagen, Alemania), de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. Brevemente: La cepa DH10B de E. coli K12, transformada con los
clones recombinantes, se cultivé en un volumen de 500 mL de medio LBK. La biomasa resultante
se sometid a lisis alcalina y subsiguiente neutralizacion. El lisado se filtr6 y se incub6 en hielo con
una solucion tampon para la remocion de endotoxinas durante 30 min. A continuacion, se realizo
una cromatografia de intercambio anionico. EI ADN plasmidico, eluido a una alta concentracion
de sales, se concentrd y desalinizO mediante precipitacién con isopropanol. En el Anexo 1 se

presenta un esquema del protocolo de purificacion.

3.10.2. Purificaciéon de ADN plasmidico a gran escala
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El ADN plasmidico con vistas a los estudios preclinicos y clinicos se purificd a partir de fermentaciones de 5
L de medio LBK de la cepa DH10B de E. coli K12 transformada con el clon recombinante seleccionado. El
fermentador se inoculd a una DOy nm inicial de 0,3. La temperatura, el pH y la velocidad de agitacion, se
controlaron de forma automatica. El cultivo se dejo crecer a 372C, pH 7,0 y 500 rpm durante 5 horas.
Transcurrido este tiempo se cambid la temperatura a 422C y se dejo crecer durante una hora adicional.

La purificacion se realiz6 segun el procedimiento descrito por Horn y colaboradores (Horn y cols.,

1995). Brevemente, la biomasa resultante de la fermentacion se sometié a ruptura celular mediante
lisis alcalina. Después de neutralizar la mezcla, se realiz6 la diafiltracion y concentracion del
material. A continuacion se realizé una cromatografia de intercambio anidnico seguida por una
cromatografia de tamiz molecular, para separar las diferentes conformaciones del ADN
plasmidico. El diagrama de flujo del proceso de purificacion se muestra en el Anexo 2.

El ADN plasmidico purificado y formulado en solucion salina (NaCl 0,9%), se envaso en viales de
crioconservacion a razon de 1 mL/vial, a una concentracion de 0,5 mg/mL; y se almacené a -20°C.
Un lote de purificacion se definié como el material obtenido a partir de una fermentacién de 5 L de
la cepa DH10B de E. coli K12, transformada con el clon de interés. Las especificaciones de
calidad definidas para los lotes de pVEGF2;, asi como los limites de aceptacion establecidos para

cada una de ellas, se relacionan en el Anexo 3.

3.11. METODOS PARA LA CARACTERIZACION DE LAS PREPARACIONES DE ADN PLASMIDICO PURIFICADO A GRAN ESCALA
3.11. 1. Determinacidn de la concentraciéon de ADN plasmidico

Las preparaciones de ADN plasmidico se diluyeron 1/50, 1/100 y 1/1000. Se midié la absorbancia a 260
nm en un espectrofotémetro UV/visible, previamente calibrado contra un blanco de agua destilada
estéril. Se analizaron tres réplicas por cada muestra. El calculo de la concentracién de ADN plasmidico se
realizd a través de la siguiente férmula:

Concentracién de ADN = Abs,g0nm X factor de dilucion x 50 pg/mL

3.11.2. Determinacion del porcentaje de ADN plasmidico superenrollado

La conformacidn superenrollada del ADN plasmidico se cuantificé mediante Densitometria. Se realizé una
electroforesis en gel de agarosa 0,8%, en la cual se aplicé 1 ug de cada muestra de ADN plasmidico. Se
tomé una fotografia del gel con una cdmara fotografica digital Cyber-shot (Sony, Japdn). Esta imagen se
analizd mediante el programa 1D-Manager version 2.0 para determinar el area bajo la curva
correspondiente a cada banda electroforética, y el porcentaje que representa cada banda con respecto al
total aplicado. Se analizaron tres réplicas por cada muestra.

3.11.3. Determinacion de la concentracidn de proteinas

El contenido de proteinas presente en las preparaciones de ADN plasmidico se cuantificé mediante el
método del acido bicinconinico (BCA) (Walker, 1994). Se utilizé una curva patrén de albumina de suero
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bovino (BSA) entre 50 y 250 pug/mL. En tubos de ensayo se afiadio 0,1 mL de las muestras sin diluir, y de
cada punto de la curva patrén. Como control negativo de la reaccién se utlizé 0,1 mL de agua destilada. A
continuacion se afiadieron 2 mL de una solucién de bicinconinato de sodio 0,1%, sulfato de cobre 11 0,08%
y se incubd durante 30 min a 602C en un bafio termostatado. Seguidamente se midio la absorbancia a 562
nm en un espectrofotémetro UV/visible. Cada punto experimental se analizé por duplicado. El célculo de
la concentracion de proteinas se realizé a través de la ecuacion de la recta (y=mx+n, donde y=Absse; nm,
m=pendiente, x=concentracion, y n=intercepto) tomando como base los valores de la curva patron.

3.12. TRANSFECCION DE CELULAS DE MAMIFEROS CON ADN PLASMIDICO

Se transfectaron células de la linea CHO-K1 (ATCC CCL-61) por el método de la polietilenimina (PEI)
(Boussif y cols., 1995). Las células se sembraron 24 h antes de la transfeccién en una placa de 24 pocillos,
en medio DMEM suplementado con 10% de SFB. Se sembré de modo que en el momento de la
transfeccion las células estuvieran alrededor de un 70% de confluencia. Para cada transfeccidn se
utilizaron 2 pg de ADN plasmidico en un volumen final de 50 pL de NaCl 150 mM. Se prepard una solucion
de PEI (Aldrich, EE.UU.) que contenia 1,5 pL de PEI 10 mM / ug de ADN (5 equivalentes) en un volumen
final de 50 pL de NaCl 150 mM. Después de 5 min, ambas soluciones se mezclaron goteando la PEl sobre
el ADN, con agitacidn vigorosa (vértex). Se incubd a temperatura ambiente durante 10 min.
Simultaneamente, se elimind el medio de cultivo a las células, las cuales se lavaron con medio sin SFB. A
continuacion, se afiadieron 200 pL de medio sin SFB a las mezclas ADN-PEI, las cuales a su vez, fueron
afiadidas a las células. La placa se centrifugd a 1000 rpm durante 10 min. Seguidamente, se incubd
durante 1-2 h a 37°Cy 5% de CO,. Cada pocillo se completé hasta un volumen de 1 mL con medio DMEM
suplementado con 1% de SFB. Finalmente, se incubd durante 48 h a 372Cy 5% de CO,.

3.13. ELISA ANTI-VEGF

Se utilizé el juego de reactivos Quantikine (R&D Systems, EE.UU.), de acuerdo a las especificaciones del
fabricante. Brevemente: Las muestras y los controles se afiadieron a los pocillos previamente recubiertos
con un anticuerpo monoclonal anti-VEGF. Se utilizé una curva patrén de VEGF,¢s humano recombinante
entre 15,6 y 2000 pg/mL. Los sobrenadantes de cultivo de las células CHO-K1 transfectadas se diluyeron
1/5000. En el caso de las muestras de suero humano, se realizé una dilucidn 1/2. Cada punto experimental
se ensayo por duplicado. La deteccidn se realizé con un anticuerpo policlonal anti-VEGF conjugado con
peroxidasa. Por ultimo, se afiadio el sustrato especifico (H,0,) en presencia de un cromégeno y se
desarrolld la reaccidn de color, que se midid a una absorbancia de 450 nm. La concentracion de las
muestras se calculd sobre la base de los valores de la curva patron, mediante la ecuacion de la recta
(y=mx+n, donde y=Abs,s0 ,m, M=pendiente, x=concentracion, y n=intercepto). El valor obtenido se
multiplicé por el factor de dilucidn para calcular la concentracion real de la muestra.

3.14. ENSAYOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA
3.14.1. Ensayo de proliferacion de células endoteliales

Se realizé un ensayo de proliferacion de células endoteliales humanas de vena umbilical (HUVEC) (Morera
y cols., 2008). Las HUVEC (PromoCell, Alemania) se cosecharon en medio RPMI 1640 suplementado con
2% de SFBy 10 U/mL de heparina (Sigma, EE.UU.). Se sembraron 4 x 10* células, en un volumen de 100 pL,
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en placas de cultivo de 96 pocillos (Costar, EE.UU.). Las placas se incubaron durante 16-20 h a 372Cy 5%
de CO,. A continuacidn se afiadieron 100 pL/pocillo de los sobrenadantes colectados a las 48 h de cultivo
de las células CHO-K1 transfectadas, diluidos 1/10. Como control positivo se utilizaron 10 ng/mL de
VEGF;,; humano recombinante (Peprotech, EE.UU.). Como control de la proliferacidn celular
independiente de VEGF, se empled el medio sin SFB. Se realizaron tres réplicas por cada punto
experimental. Las placas se incubaron durante 72 h a 372Cy 5% de CO,. Seguidamente, se elimind el
medio de cultivo, y las células adheridas a la placa se tifieron con 100 plL de una solucién de violeta cristal
0,5% en metanol 20% durante 10 min. La placa se lavé abundantemente con H,0 destilada y se dejo secar.
El colorante incorporado a las células se disolvié en 100 uL de metanol, y se realizé la lectura de la
absorbancia a 562 nm en un lector de placas BioRad. El porcentaje de proliferacidn correspondiente a las
muestras se calculd con respecto al control de medio sin SFB.

3.14.2. Ensayo de actividad angiogénica in vitro

Se utilizé un modelo de angiogénesis in vitro descrito anteriormente (Benelli y Albini, 1999). Se
recubrieron placas Terasaki (Nunc, EE.UU.) con 2,5 pL/pocillo de la matriz Matrigel (Becton Dickinson,
EE.UU.) diluida 1/2 en medio MCDB 131 frio, y se dejo gelificar durante 1-3 h a 372C. Las células
endoteliales microvasculares humanas (HMEC) (CDC, EE.UU.) se cosecharon en medio MCDB 131. Se
afiadieron aproximadamente 10° células en un volumen de 12,5 pL a cada pocillo de las placas recubiertas
con Matrigel. A continuacioén, se afiadieron 12,5 pL/pocillo de los sobrenadantes colectados a las 48 h de
cultivo de las células CHO-K1 transfectadas, diluidos 1/400. Como control positivo se utilizaron 10 ng/mL
de VEGF;,; humano recombinante (Peprotech, EE.UU.). Como control negativo se empled el medio de
cultivo sin SFB. Se realizaron tres réplicas por cada punto experimental. Las placas se incubaron durante
16-20 h a 372Cy 5% de CO,. A continuacidn, los pocillos se fotografiaron bajo el microscopio invertido, y
se realizo el conteo de los nodos, que son las intersecciones de tres o mds cordones celulares.

3.15. ANALISIS EXPLORATORIO DE LA TOXICIDAD EN RATAS SANAS

El estudio se realizd en las instalaciones del Bioterio del CIGB. Se utilizaron 140 ratas Sprague-Dawley de
ambos sexos, aleatoriamente distribuidas entre siete grupos experimentales de n=20 (10 hembras y 10
machos). Se exploraron varios niveles de dosis del plasmidio pVEGF;,; en una Unica administracion, por
dos vias diferentes (Tabla 4).

Tabla 4. Disefio experimental del andlisis exploratorio de la toxicidad en ratas sanas.

. Via de Dosis
Grupo Tratamiento dmini oA
administracion x DT (hg/kg)
I Placebo i.m. - -
Il PVEGF,; i.m. 10xDT*? 280
1 PVEGF,; i.m. 20xDT @ 560
v PVEGF,; i.m. 30xDT*? 840
\% Placebo i.m.c. - -
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VI PVEGF1,, i.m.c. 10xDT" 70
Vil PVEGF i.m.c. 20xDT " 140

i.m.: intramuscular; i.m.c.: intramusculo cardiaco; DT: Dosis terapéutica.
® DT para administracién i.m.: 28 pg/kg de peso corporal.
® DT para administracion i.m.c.: 7 pg/kg de peso corporal.

Las dosis terapéuticas se calcularon sobre la base de las correspondientes al humano: 2 mg parala
administracién intramuscular y 0,5 mg para la via intramiocardica. Se utilizé un valor de 70 kg como peso
promedio del humano adulto.

Se realizd la evaluacidn de los animales con respecto al peso corporal, el consumo de alimento y los
sintomas clinicos. A las 48 horas de la administracion se realizé un sacrificio intermedio de 10 animales
por grupo (5 hembras y 5 machos) con el propdsito de detectar reacciones agudas. Los animales restantes
se sacrificaron a los 14 dias. En todos los casos se realizé la necropsia para la observacion macroscépica de
los drganos internos, y se tomaron muestras para los anadlisis histopatoldgicos.

3.15.1. Administracion de pVEGF;,;

El plasmidio pVEGF4,; se administrd por dos vias: intramuscular e intramusculo cardiaco. En ambos casos
se utilizaron jeringuillas de 1 mL con agujas de 26 G. La administracion intramuscular se realizé en el
cuadriceps femoral de la extremidad posterior derecha. Las inyecciones se realizaron de forma lenta para
evitar la pérdida de fluido del epimisio.

Previo a la administracién intramusculo cardiaco los animales se anestesiaron con Ketamina 100 mg/kg
por via intraperitoneal. Para la inyeccidn del pVEGF,,4, la aguja se insertd entre la segunda y tercera
costillas desde el abdomen al torax. Al retraer el émbolo, |la aparicién de sangre en la jeringuilla indico que
la punta de la aguja estaba situada en la cavidad cardiaca. La aguja se retird aproximadamente 2 mm para
garantizar que la inoculacidn se realizara en la musculatura. La inyeccidn se realizd6 muy lentamente para
evitar la pérdida de fluido y el dafo al corazén.

En ambos casos el placebo consistié en solucidn salina (NaCl 0,9%) estéril. En el caso de la administracion
intramuscular, se inyectd un volumen de 340 pL, igual al que recibid el grupo tratado con la dosis mas alta
de pVEGF,;. El volumen administrado intramusculo cardiaco fue de 100 pL.

3.15.2. Determinacion del peso corporal y del consumo de alimento

El peso corporal de los animales se registré en los dias 0 (antes de la administracion de los tratamientos),
2,7,y 14 del ensayo. El consumo de alimento se calculd diariamente como la diferencia entre la cantidad
de alimento suministrada a cada animal (25 g) y la cantidad no ingerida. Adicionalmente, se calculé el
promedio del consumo diario en los dias 2-7 (Semana 1) y 8-14 (Semana 2) para determinar el consumo
semanal de cada animal.

3.15.3. Observacion de los animales

Los animales se observaron al menos una vez al dia con el fin de registrar cualquier signo de toxicidad o
variacion en el comportamiento. Las observaciones incluyeron piel, pelo, ojos, orejas, almohadilla plantar,
uias, membranas mucosas y temperatura corporal. Se presté atencién a posibles alteraciones de los
sistemas circulatorio y respiratorio, incluyendo bradicardia, taquicardia, vasodilatacién, vasoconstriccidn y
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disnea; asi como a cambios en el sistema nervioso central y auténomo, la actividad somatomotoray el
comportamiento. Se observé también el sitio de administracién para evaluar la reaccion local.

3.15.4. Preparacion de muestras para estudios histopatoldgicos

Se tomaron muestras del sitio de administracién, corazén, pulmadn, higado, rifién, bazo, timo, médula
6sea, ganglios mesentéricos y encéfalo de cada animal. Las muestras colectadas se fijaron en solucion de
formol al 10% y fueron embebidas en parafina. Mediante un micrétomo (Leika, Alemania) se obtuvieron
cortes semifinos (2-3 um), que se tifieron con hematoxilina 0,6% y eosina 1%.

3.16. APLICACION DEL PVEGF;,; EN UN MODELO CANINO DE ISQUEMIA DE MIEMBROS INFERIORES

El estudio se llevd a cabo en las instalaciones del Bioterio del Instituto de Angiologia y Cirugia Vascular. Se
utilizaron 12 perros Beagle, a los cuales se les practicé la induccidn quirdrgica de una isquemia de
miembros inferiores unilateral. A continuacién, se permitié un intervalo de 10 dias para el desarrollo
espontdneo de vasos colaterales. Al cabo de ese tiempo se confirmé la condicion isquémica de los
animales a través de la medicidon del indice de presiones. Los animales se distribuyeron aleatoriamente en
2 grupos de n=6 para recibir inyecciones de pVEGF;,; o placebo por via intramuscular. Los efectos
anatdomicos y fisioldgicos de la transferencia génica se evaluaron en el transcurso de los 30 dias siguientes
a la transfeccidn, a través de estudios hemodinamicos, angiograficos y hematoldgicos.

3.16.1. Modelo de isquemia de miembros inferiores en perro

Se provocd una isquemia severa de la extremidad posterior en perros Beagle de acuerdo con un
procedimiento previamente descrito (Pu y cols., 1994). Los animales se anestesiaron con Tiopental
a razon de 20 mg/kg de peso por via intravenosa mediante un suero de Dextrosa 5%. Se les realiz
una incisién longitudinal desde un punto 3 cm por encima de la arcada crural hasta la region
prepatelar del miembro inferior. Se realiz6 la apertura de la aponeurosis y la diseccién de la arteria
femoral en toda su longitud. Se disecaron todas las ramas de la arteria femoral: epigéstrica inferior,
femoral profunda, circunfleja lateral y epigastrica superficial. Después de realizar la diseccion
distal de las arterias poplitea y safena, se procedi6 a ligar la arteria iliaca externa, asi como el resto
de las arterias anteriormente mencionadas. La ligadura de las arterias se realizé con seda 3/0. Por
altimo, la arteria femoral se removioé totalmente desde su origen como rama de la arteria iliaca
externa hasta donde se bifurca para formar las arterias poplitea y safena. Se realizé la hemostasia y
el cierre de la aponeurosis y la piel en dos planos con sutura nylon 2/0 mm. En el periodo
postoperatorio se administré un bulbo de penicilina (10° unidades) diario durante 7 dias como

medida preventiva para evitar los procesos infecciosos.

3.16.2. Administracion intramuscular de pVEGF;,,
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Se utilizaron jeringuillas de 1 mL con agujas de 26 G. Las inyecciones se realizaron de forma lenta para
evitar la pérdida de fluido del epimisio. Se administré una dosis Unica de 2 mg de pVEGF,,4, contenidos en
un volumen de 2 mL, que se distribuyd entre 4 sitios del musculo isquémico (0,5 mg/sitio). El placebo
consistid en solucidn salina (NaCl 0,9%) estéril. De manera similar a la sustancia de ensayo, se inyecté un
volumen total de 2 mL por via intramuscular en 4 puntos del miembro isquémico de los animales
controles.

3.16.3. Estudios hemodinamicos

La evaluacién hemodinamica se realizé6 mediante fotopletismografia digital (Allen, 2007) (ver Anexo 4),
antes y después del tratamiento, a los 15 y 30 dias. Se utilizé un equipo Angiodin PD 3000 (Cuba).

3.16.3.1. indice de presiones

El indice de presiones se refiere al cociente resultante de dividir la presion sistdlica de la
extremidad isquémica entre la correspondiente al miembro intacto (Chekanov y cols., 2002). En un
animal sano este indice es aproximadamente igual a 1. Al inducir una isquemia unilateral, la
presion sistolica del miembro isquémico se reduce con respecto a la del miembro intacto, por lo
que el indice de presiones es inferior a 1. Para determinar la presion sistolica, se colocé un
brazalete neumatico apropiado por encima de la rodilla de cada pata trasera del animal, y un
detector de velocidad de flujo (Sonicaid, Gran Bretafia) en la pata correspondiente. El brazalete se
insufl6 hasta valores de presion supra-sistélicos. A continuacion se desinflo lentamente, y se
registro el primer flujo mediante el detector de velocidad de flujo. Con los valores de presion

sistdlica de ambas extremidades se calculd el indice de presiones del animal.

3.16.3.2. Reserva vasomotora

La reserva vasomotora o hiperemia reactiva es la respuesta que se produce ante una oclusion arterial
transitoria (3 min), evaluada en términos de la amplitud de la sefial fotopletismografica durante 6,5 min a
partir del momento en que se libera la oclusién (Heron y cols., 1995). Se registraron los valores de
amplitud maxima de la sefial fotopletismografica y de tiempo total de hiperemia, antes y después de la
administracién de 2 mg de Nitroglicerina por via intravenosa. Las respuestas de los animales a la
vasodilatacidn se clasificaron como:

— No respuesta: No modificacién de la amplitud de la sefial fotopletismografica con respecto a la

obtenida antes de la infusion de Nitroglicerina.

— Respuesta parcial: Incremento de la amplitud de la sefial fotopletismografica, con un tiempo total de
hiperemia menor que 10 min.

— Respuesta total: Incremento de la amplitud de la sefial fotopletismografica, con un tiempo total de

hiperemia de 10 min o mas.
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3.16.4. Angiografia

El procedimiento se realizé bajo anestesia, seguin se describié anteriormente (Acapite 3.16.1). Mediante
palpacion se detectd el latido de la arteria aorta, por donde se introdujo una aguja 18 G larga, y se
inyectaron 20 mL de solucidn de contraste diatrizoato de sodio (Chinoin, China) en una sola puncién. Se
utilizé un equipo convencional de Rayos X, Siemmens de 500 mA. Las imagenes se imprimieron en placas
de 11 x 14 pulgadas. Se realizaron 2 angiografias, una inmediatamente antes del tratamiento (10 dias
después de la induccién de la isquemia), y otra a los 30 dias de administrados el pVEGF,; o el placebo.

3.16.5. Estudios hematoldgicos

Los animales se evaluaron de acuerdo con la siguiente bateria de variables hematoldgicas: hemoglobina,
hematocrito, glicemia, creatinina, proteinas totales, albumina, fosfatasa alcalina, transaminasas
glutdmico-piravica (TGP) y glutdmico-oxaloacética (TGO), tiempo de coagulacidn, tiempo de
sangramiento, y conteo de plaquetas. Las mediciones se realizaron antes y después del tratamiento, a los
10y 30 dias.

3.16.6. Observacion de los animales

La observacion de los animales se realizd basicamente segln lo descrito en el Acapite 3.15.3 con
adecuacioén a la especie utilizada. Se prestd atencion al sitio de administracion, la piel, el pelo, los ojos, las
orejas, las membranas mucosas, la temperatura corporal, los sistemas circulatorio, respiratorio y nervioso,
la actividad somatomotora y el comportamiento.

3.17. APLICACION DEL PVEGF;,; EN UN MODELO PORCINO DE ISQUEMIA DEL MIOCARDIO

El estudio se llevd a cabo en las instalaciones del Instituto de Investigaciones Porcinas. Se utilizaron 9
cerdos Yorkshire sanos, a los cuales se les practicé la induccidn quirdrgica de una isquemia miocardica
crénica. Tres semanas después se les realizd un estudio gammagrafico para detectar y localizar los
defectos de perfusién. Una semana después del SPECT (a las 4 semanas de la induccion de la isquemia) los
animales fueron sometidos a una segunda intervencién quirurgica en la cual se les administro el plasmidio
pVEGF,, (n=5) o el placebo (n=4), segln una distribucién aleatoria, por via intramiocardica. El efecto del
tratamiento sobre la perfusion miocdrdica de los animales se evalué mediante SPECT a las 4 semanas de la
transferencia génica.

3.17.1. Modelo de isquemia del miocardio en cerdo

Se indujo una isquemia miocérdica cronica en cerdos Yorkshire mediante la colocacion de un
dispositivo constrictor Ameroide en la arteria circunfleja proximal, segun se ha descrito
previamente (Harada y cols., 1994). En la etapa preoperatoria los animales recibieron sedacién con
Flunitrazepan 0,1 mg/kg de peso y Ketamina 1,5 mg/kg, por via intramuscular. A continuacion, se
realizo la induccion anestésica con Flunitrazepan 0,2 mg/kg, Ketamina 1,5 mg/kg, y Succinilcolina
1 mg, por via endovenosa. Seguidamente, se procedio a la intubacion endotraqueal con ventilacion

mecanica en volumen control con PO, de 1.
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En la etapa operatoria se realiz6 una incision de 10-12 cm de longitud, paralela al borde costal, por
planos, hasta la apertura de la pleura. Se colocé un retractor costal, se separ6 el pulmon izquierdo
mediante una compresa himeda y se localizé la orejuela izquierda a traves del pericardio. Se
realiz6 una incision pericardica de 4-5 cm paralela a la base de implantacion de la orejuela. La
arteria circunfleja se diseco y se mont6 en dos suturas de seda 3/0.

Se colocd un constrictor Ameroide (Research Instruments & MFG, Oregén; EE.UU.) de 1,5 mm
de didmetro, en la arteria circunfleja a 1-1,5 cm del punto de emergencia del tronco de la arteria
coronaria izquierda (Fig. 3). El pericardio se cerrd con dos puntos de afrontamiento. Se realizé el

cierre por planos de la toracotomia y se aplicé yodo povidona sobre la herida.

Constrictor

Ameroide
cX —~
DA

1,5 mm

Vi

Figura 3. Colocacién de un constrictor Ameroide en la arteria circunfleja. Cl: arteria coronaria
izquierda; CX: arteria circunfleja; DA: arteria descendente anterior; VI: ventriculo izquierdo.

En la etapa post-operatoria, los animales recibieron un bulbo de vitaminas del complejo B por via
endovenosa. Al despertar, se procedid a la extubacion y vigilancia post-operatoria. Como profilaxis de la
sepsis, se administraron 2 x 10° U de Penicilina rapilenta intramuscular, diariamente por 3 dias.

3.17.2. Administracion intramiocardica de pVEGF,,

La etapa pre-operatoria se realizé de acuerdo con lo descrito para la primera intervencién quirurgica
(Acapite 3.17.1). Después de preparar la zona quirurgica, se localizo el sitio de la incisidn, 2 espacios
intercostales por debajo de la incision anterior. Se realizé una toracotomia izquierda de 12-14 cm de
longitud, profundizando por planos con electrobisturi, hasta la cavidad pleural. Seguidamente se procedié
a la incisién del pericardio y la diseccién de la region isquémica, previamente ubicada mediante SPECT. Se
realizo la inyeccidn intramiocdrdica directa de una dosis Unica de 0,5 mg de pVEGF;,, en un volumen de 1
mL, que se distribuyé entre 4 sitios del drea isquémica (125 pg/sitio). Las inyecciones se realizaron a una
profundidad de 0,5 cm, con jeringuillas de 1 mL y agujas de 26 G. El placebo consistié en solucidn salina
(NaCl 0,9%) estéril. De manera similar a la sustancia de ensayo, se inyecté un volumen total de 1 mL por
via intramiocardica en 4 puntos del area isquémica de los animales controles. Por ultimo, se practicé el
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cierre por planos de la toracotomia y la asepsia de la herida con yodo povidona. La etapa post-operatoria
de la intervencidn se llevo a cabo segln se describié anteriormente (Acapite 3.17.1).

3.17.3. Tomografia computarizada de emision de fotén tnico (SPECT)

Los estudios gammagraficos se realizaron en el Centro de Investigaciones Clinicas. Los animales recibieron
sedacién con Pentobarbital sédico intramuscular. Se administré una infusién intravenosa de 29-35 mCi del

radiofdrmaco metoxi-isobutil-isonitrilo marcado con *™Tc (*°™

Tc-MIBI). Las imagenes gatilladas de
perfusién miocdardica se adquirieron 1 hora después. Se utilizé una cdmara gamma DS-7 (Sopha Medical
Systems, Francia) de un cabezal circular, con acoplamiento a la sefial electrocardiografica del sujeto para
identificar el ciclo cardiaco. Para la adquisicidn tomografica de las imagenes se utilizé una érbita de
rotacidn circular de 1809, desde la posicidn oblicua anterior izquierda hasta la oblicua posterior derecha,
con 32 imagenes de 50 s cada una, y una ventana del 20% centrada en el fotopico de 140 keV. El
procesamiento de las imagenes se realizd6 mediante el sistema Workstation Power Vision (GE-SMV,
Canada) con el programa Emory Cardiac Toolbox (Emory University, Atlanta, EE.UU.).

La perfusidon miocardica se evalué en términos de la presencia, nimero, topografia y severidad de los
defectos de perfusién. Para la interpretacidn visual de los resultados, el ventriculo izquierdo se dividié en
17 segmentos. Aquellas regiones que abarcaran 2 o mas segmentos con déficit de perfusién (menos del
70% del maximo valor de captacion de *™Tc-MIBI) se consideraron como defectos de perfusidn. Los
defectos se clasificaron de acuerdo al indice de captacién del radiofarmaco con respecto al valor maximo
como: ligeros (60-69%), moderados (50-59%) o severos (menor que 50%). Se realizaron tres estudios
gammagraficos: el primero se llevé a cabo antes de la inducciéon de la isquemia, como control del patrén
de perfusidon normal de cada animal; el segundo se realizé 3 semanas después de la induccién de la
isquemia (basal), para detectar y localizar el drea isquémica; y el tercero, 4 semanas después de

administrado el tratamiento, para evaluar la evolucién de la isquemia.

3.17.4. Observacion de los animales

La observacidon de los animales se realizé segun lo descrito en los Acapites 3.15.3 y 3.16.6, con adecuacion
a la especie utilizada. Se prestd especial atencion a la cicatrizacidn de las heridas quirurgicas y a la
ocurrencia de complicaciones cardiovasculares.

3.18. APLICACION DEL PVEGF;,; EN PACIENTES CON CARDIOPATIA ISQUEMICA CRITICA

La aplicacidn del vector en estudio a pacientes con cardiopatia isquémica se llevd a cabo en el marco de
un estudio clinico piloto, realizado en las instalaciones del Servicio de Cirugia Cardiovascular del Hospital
Hermanos Ameijeiras.

3.18.1. Consideraciones éticas

El estudio clinico se realizd conforme a los principios éticos para la investigacién médica en seres humanos
establecidos en la Declaracién de Helsinki con sus modificaciones vigentes (Asociacion Médica Mundial,
2008), la Guia de Buenas Practicas Clinicas planteada por la Conferencia Internacional de Armonizacion
(ICH, 1996), y su version correspondiente editada por el Centro para el Control Estatal de la Calidad de los
Medicamentos (CECMED) de Cuba (CECMED, 2000). Tanto el protocolo clinico como las modificaciones
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surgidas en el transcurso de su ejecuciéon fueron evaluados y aprobados por el Comité de Etica en la

Investigacion Cientifica (CEIC) del Hospital Hermanos Ameijeiras y por el CECMED. El documento de

Consentimiento Informado utilizado se presenta en el Anexo 5.

3.18.2. Diseiio general

Se realizd un estudio clinico piloto no controlado. Se estudiaron 6 pacientes con cardiopatia isquémica

critica, clasificacidn funcional Ill/1V segun la Sociedad Cardiovascular Canadiense (SCC) (Anexo 6), a los

cuales se les administré una dosis Unica de 0,5 mg de pVEGF,,, por via intramiocérdica en el curso de una

toracotomia izquierda. Los pacientes se evaluaron desde el punto de vista clinico e imagenolégico en el

transcurso de 6 meses.

3.18.3. Pacientes

Se partid de un universo constituido por pacientes adultos, ciudadanos cubanos, de cualquier sexo y color

de la piel, que se recibieron en la consulta de Cardiologia del Hospital Hermanos Ameijeiras con

cardiopatia isquémica critica, refractarios al tratamiento médico convencional, y no candidatos a

procederes de revascularizacién miocardica.

Criterios de Inclusién: 1- Diagndstico de cardiopatia isquémica con clasificacion funcional
Il o IV, segin la SSC. 2- Demostracion imagenologica de areas de miocardio viable. 3-
Refractariedad al tratamiento médico convencional. 4- Pacientes no candidatos a procederes de
revascularizacién miocardica (ACTP vy cirugia de revascularizacion coronaria). 5- Edad entre
18 y 75 afos, ambos inclusive. 6- Voluntariedad del paciente.

Criterios de Exclusion: 1- Fraccidén de eyeccion menor que 30%. 2- Arritmias graves y
sostenidas. 3- Retinopatia diabética u otra severa. 4- Evidencia de cancer. 5- Aneurisma
cardiaco. 6- Dilatacién ventricular severa o signos avanzados de remodelacién ventricular. 7-
Creatinina > 200 mmol/L, leucograma fuera del rango 5-10 x 10° /L, hemoglobina < 100 g/L,
hematocrito < 30%, conteo de plaguetas fuera del rango 150-350 x 10° /L, o alteraciones del

coagulograma. 8- Incapacidad mental para emitir el consentimiento.

Como criterios de interrupcion o salida del estudio, se tomaron en cuenta el abandono voluntario,

los eventos adversos graves en el momento de la administracion, y el fallecimiento. La no mejoria

en los parametros evaluados y el fallecimiento se consideraron criterios de fracaso terapéutico.

3.18.4. Tratamiento

Se realizd la administracién intramiocardica del pVEGF;,; en el curso de una toracotomia. El proceder

quirargico de la toracotomia se practicé segun se describe en el Anexo 7. Una vez abierto el pericardio y

expuesta la cara anterolateral del ventriculo izquierdo, se identificaron por inspeccién ocular

macroscopica las areas de isquemia viable previamente localizadas mediante SPECT. Se procedio a la

inyeccion intramiocardica directa de una dosis de 0,5 mg de pVEGF,;. El contenido de un vial (0,5 mg
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diluido en 1 mL) se extrajo con una jeringuilla de 1 mL, y se inyectd en 4 sitios definidos sobre la base del
estudio imagenoldgico previo, a razén de 0,25 mL (125 pg) por cada sitio de puncidn. Posteriormente se
continud con los procedimientos operatorios y postoperatorios de rutina (Anexo 7). Como datos
operatorios se registraron el tiempo quirargico,el tiempo de administracidon del pVEGF,,, la frecuencia
cardiaca y la tension arterial medidas inmediatamente antes y después de efectuar las inyecciones
intramiocardicas.

3.18.5. Evaluacidn de la seguridad
3.18.5.1. Eventos adversos

Se considerd como evento adverso cualquier manifestacion médica indeseable y no intencionada que se
presentara en los sujetos de investigacion, independientemente de su relacién de causalidad con el
tratamiento en estudio. La informacion se obtuvo mediante el examen fisico y el interrogatorio exhaustivo
del paciente en el transcurso de los 180 dias posteriores a la administracidon del pVEGFq,;. Se registro la
duracion, intensidad, relacién de causalidad, medidas adoptadas, y resultado de cada evento adverso. Los
eventos adversos se clasificaron con respecto a su intensidad, relacidn de causalidad, y resultado, segun
se describe en el Anexo 8. Los eventos adversos graves ocurridos en el transcurso del estudio se
notificaron antes de las 48 horas al CEIC del Hospital Hermanos Ameijeiras y al CECMED.

3.18.5.2. Paradmetros de laboratorio clinico

Los parametros de laboratorio clinico incluyeron hemoglobina, hematocrito, eritrosedimentacion,
leucograma con diferencial, conteo de plaquetas, aspartato amino-transferasa (ASAT), bilirrubina total,
fosfatasa alcalina, albumina, glicemia, creatinina, urea, deshidrogenasa lactica (LDH), y colesterol. Estas
variables se controlaron al inicio del estudio, a los 7, 30, 60 y 180 dias de administrado el tratamiento.

3.18.6. Determinacion de la concentracion sérica de VEGF

La concentracion sérica de VEGF de los pacientes se determind mediante un ELISA anti-VEGF (Quantikine,
R&D Systems, EE.UU.), segun se describio en el Acapite 3.13. Las determinaciones se realizaron antes y
después del tratamiento, alos 2, 4, 7, y 15 dias.

3.18.7. Evaluacion del efecto terapéutico
3.18.7.1. Evaluacion clinica

Las variables clinicas evaluadas fueron la clasificacidn funcional segin la SCC (Anexo 6), el nUmero de
episodios de angina por semana y el consumo semanal de Nitroglicerina (tabletas). La informacion se
obtuvo por medio del interrogatorio y el examen fisico practicado a los pacientes antes (basal) y después
del tratamiento, a los 30, 60, 90, y 180 dias.

3.18.7.2. Tomografia computarizada de emision de foton tnico (SPECT)

El SPECT gatillado se realizé basicamente segun se describié en el Acapite 3.17.3. La dosis de *™Tc-MIBI
administrada fue de 25-30 mCi. La adquisiciéon tomografica de las imagenes se realizé desde la posicidn

oblicua anterior derecha a la oblicua posterior izquierda del térax del paciente, con 32 imagenes de 60 s
cada una.
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En la etapa inicial del ensayo (antes del tratamiento), el procedimiento de SPECT estuvo compuesto por
dos estudios separados por 24 horas, ambos en reposo, pero el segundo sensibilizado con 1 mg de
Nitroglicerina sublingual, con el objetivo de precisar la existencia de defectos de perfusidn reversibles
(viables). Los defectos se consideraron reversibles si la captacién del radiofarmaco se encontraba entre el
30y el 50% en el estudio basal, y mejoraba un 10% o mas en el estudio sensibilizado con Nitroglicerina; o
si la captacion en el estudio basal estaba entre el 50 y el 70%, aunque no se modificara en el estudio
sensibilizado. Los defectos se consideraron irreversibles (necréticos) si la captacion era inferior al 30%, o si
estaba entre el 30 y el 50%, pero no se modificaba en el estudio sensibilizado. En caso de defectos con
caracteristicas mixtas (isquemia y necrosis coexistentes en un area) se tuvo en cuenta la magnitud del
tejido viable en comparacidn con la magnitud del no viable para expresar la predominancia de una de esas
caracteristicas. Los estudios de seguimiento se realizaron en condiciones de reposo (no sensibilizado) a los
30, 60, y 180 dias del tratamiento.

3.19. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se procesaron por medio del programa GraphPad Prism versién 5.0 (Motulsky, 2007). En el caso
de las variables cuantitativas, se estimaron las medidas de tendencia central y dispersidn. Para las
comparaciones entre grupos de tratamiento, se realizaron las pruebas de bondad de ajuste a la
distribucién normal (pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk) y de homogeneidad de varianzas
(prueba de Levene). En caso de cumplirse los supuestos anteriores, se aplicd la prueba t de Student no
pareada o un analisis de varianza (ANOVA) paramétrico seguido por la prueba de comparaciones multiples
de Bonferroni. De lo contrario, se utilizé la prueba U de Mann-Whitney o la prueba de Kruskal-Wallis
seguida por la prueba de comparaciones multiples de Dunn.

Adicionalmente, para cada grupo se realizaron analisis pareados entre tiempos. En caso de cumplimiento
del supuesto de aproximacion por una distribucién normal, se aplicé la prueba t de Student pareada o el
ANOVA de medidas repetidas seguido por la prueba de comparaciones multiples de Bonferroni. En caso
contrario, se utilizd la prueba de Wilcoxon o la prueba de Friedman seguida por la prueba de
comparaciones multiples de Dunn.

Para las variables cualitativas, se estima la distribucion de frecuencias, se construyeron las tablas de
clasificacidn cruzada con respecto a la variable “grupo de tratamiento”, y se realizé la prueba exacta de
Fisher. En todos los casos, los valores de p<0,05 se interpretaron como indicadores de diferencias
estadisticamente significativas.
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4. RESULTADOS

4.1. OBTENCION Y CARACTERIZACION IN VITRO DEL VECTOR PVEGF;2;

4.1.1. Generacion de plasmidios codificantes para el gen del VEGF;,;

El gen que codifica para el VEGF121 humano, con su péptido sefial de secrecion correspondiente,
se insertd en el vector de expresion pAEC-A2 segin se describio anteriormente (Acapite 3.9).
Como resultado de la construccion genética, se seleccionaron cuatro clones recombinantes:
PVEGFi2:-1, -2, -3 y -4. Estos plasmidios tienen una talla de 4039 pb y contienen el gen del
VEGF2; bajo el control del promotor/potenciador de CMV. Incluyen ademas, las sefiales de
procesamiento y poliadenilacion del ARNm del SV40, que favorecen la expresion del gen
insertado; y el origen de replicacion ColEL, de E. coli. Como marcador de seleccion, portan el gen
de resistencia a la Kanamicina. La identidad de los clones recombinantes se comprob6 mediante
analisis de restriccion y secuenciacion de ADN.

Los plasmidios pVEGF;2:-1, -2, -3, y -4 y el vector pAEC-A2 se digirieron con las endonucleasas
Ncol (Fig. 4 A) y Pvull (Fig. 4 B). Los clones recombinantes presentan dos sitios de restriccion
Ncol, uno en la posicion 361 del promotor/potenciador de CMV vy otro en la posicion 83 del gen
del VEGF1,1; mientras que el vector pAEC-A2 posee solamente el primero de estos sitios (ver Fig.
2). Consistentemente, las digestiones de los clones pVEGFi2:-1, -2, -3, y -4 con Ncol generaron
dos bandas, una de aproximadamente 480 pb y otra de alrededor de 3559 pb (Fig. 4 A, lineas 3, 5,
7y 9). El vector pAEC-A2 digerido con esta enzima rindio una sola banda a una altura intermedia
entre 3000 y 4000 pb, de acuerdo con la talla del plasmidio lineal (3595 pb) (Fig. 4 A, linea 11).
La endonucleasa Pvull por su parte, no digirié ninguno de los cuatro clones recombinantes (Fig. 4
B, lineas 3, 5, 7 y 9), puesto que el sitio de restriccion correspondiente se pierde en el proceso de
clonacién, de modo que no esta presente en la construccion final (ver Fig. 2). En el caso del vector
pAEC-A2, se obtuvo una banda en correspondencia con el plasmidio lineal (Fig. 4 B, linea 11).

La secuencia nucleotidica completa del gen del VEGF1,; insertado en los cuatro clones se muestra
en la Figura 5, junto a la secuencia de aminoacidos correspondiente. En todos los casos se obtuvo
un 100% de concordancia entre el resultado obtenido y el esperado, segun la secuencia publicada
del VEGF12; (Leung y cols., 1989; Tischer y cols., 1991). Se verificd en particular la union del gen
clonado al extremo 3’ del promotor y la presencia del codon de iniciacion de la traduccion ATG en
el extremo 5° del gen. Se comprobd también la presencia del codon de terminacion de la

traduccion TGA en el extremo 3’ del gen.
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1 ATG AAC TTT CTG CTG TCT TGG GTG CAT TGG AGC CTC GCC TTG CTG CTC TAC
-26 Met Asn Phe Leu Leu Ser Trp Val His Trp Ser Leu Ala Leu Leu Leu Tyr

52 CTC CAC CAT GCC AAG TGG TCC CAG GCT GCA CCC ATG GCA GAA GGA GGA GGG
-9 Leu His His Ala Lys Trp Ser Gln Ala Ala Pro Met Ala Glu Gly Gly Gly

103 CAG AAT CAT CAC GAA GTG GTG AAG TTC ATG GAT GTC TAT CAG CGC AGC TAC
9 Gln Asn His His Glu Val Val Lys Phe Met Asp Val Tyr Gln Arg Ser Tyr

154 TGC CAT CCA ATC GAG ACC CTG GTG GAC ATC TTC CAG GAG TAC CCT GAT GAG
26 Cys His Pro Ile Glu Thr Leu Val Asp Ile Phe Gln Glu Tyr Pro Asp Glu

205 ATC GAG TAC ATC TTC AAG CCA TCC TGT GTG CCC CTG ATG CGA TGC GGG GGC
43 Tle Glu Tyr Ile Phe Lys Pro Ser Cys Val Pro Leu Met Arg Cys Gly Gly

256 TGC TGC AAT GAC GAG GGC CTG GAG TGT GTG CCC ACT GAG GAG TCC AAC ATC
60 Cys Cys Asn Asp Glu Gly Leu Glu Cys Val Pro Thr Glu Glu Ser Asn Ile

307 ACC ATG CAG ATT ATG CGG ATC AAA CCT CAC CAA GGC CAG CAC ATA GGA GAG
77 Thr Met Gln Ile Met Arg Ile Lys Pro His Gln Gly Gln His Ile Gly Glu

358 ATG AGC TTC CTA CAG CAC AAC AAA TGT GAA TGC AGA CCA AAG AAA GAT AGA
94 Met Ser Phe Leu Gln His Asn Lys Cys Glu Cys Arg Pro Lys Lys Asp Arg

409 GCA AGA CAA GAA AAT TGT GAC AAG CCG AGG CGG TGA
111 Ala Arg Gln Glu Asn Cys Asp Lys Pro Arg Arg Stop

Figura 5. Secuencia nucleotidica del gen del VEGF,; y secuencia de aminoacidos de la proteina
codificada. El fragmento sefialado en negritas corresponde al péptido sefial de secrecion.

4.1.2. Purificacion a mediana escala de los plasmidios codificantes para el gen del VEGF12;
Los plasmidios pVEGF12:-1, -2, -3, y -4 y el vector pAEC-A2 se purificaron a partir de la cepa
DH10B de E. coli K12 transformada (Acépite 3.10.1). Las preparaciones de ADN plasmidico se

analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa 0,8% (Fig. 6).

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa 0,8% de
las preparaciones de ADN plasmidico.

1- PPM Lambda Hindlll (Promega, EE.UU.)

2- Clon pVEGF,;-1

3- Clon pVEGF,;-2

4- Clon pVEGF,1-3

5- Clon pVEGF;,,-4

6- pAEC-A2
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En todos los casos se observaron dos bandas, una superior minoritaria y otra inferior mayoritaria,
correspondientes a las conformaciones circular abierta y superenrollada del ADN plasmidico,
respectivamente. No se observaron bandas contaminantes de ARN, ni de ADN cromosomal de E.
coli.

4.1.3. Expresion del gen del VEGF;,; en células CHO-K1 transfectadas con los plasmidios
recombinantes

Los plasmidios pVEGFi21-1, -2, -3, y -4 y pAEC-A2 purificados se utilizaron para transfectar la
linea celular CHO-K1 (ATCC CCL-61) (Acépite 3.12). La ocurrencia de las transfecciones se
comprobd a través de la medicion de los niveles de VEGF en los sobrenadantes a las 48 h de
cultivo, mediante un ELISA anti-VEGF (Acapite 3.13). Los niveles de expresion de VEGF
correspondientes a los cuatro clones resultaron similares entre si, y fueron de 15 a 20 veces
superiores a las concentraciones de las muestras provenientes de células transfectadas con el
vector pAEC-A2 (Fig. 7).
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Concentracion de VEGF (ng/mL)

eo®
T T T T T
pPAEC-A2 pVEGF121-1 pVEGF121-2 pVEGF121-3 pVEGF121-4

Figura 7. Expresién de VEGF,; en células CHO-K1 transfectadas con cuatro clones de pVEGF,;. La
concentracion de VEGF en los sobrenadantes de cultivo de las células transfectadas se determind mediante
un ELISA. Como control negativo se utilizo el plasmidio pAEC-A2. Se presentan los datos de dos réplicas
de cada punto experimental.

4.1.4. Actividad biologica del VEGF;,; expresado en células CHO-K1

Con el proposito de evaluar la actividad bioldgica del VEGF1,; expresado en las células CHO-K1
transfectadas con los plasmidios pVEGF2:-1, -2, -3, y -4, se realizaron dos experimentos en
células endoteliales humanas: un ensayo de proliferacion de células HUVEC (Acapite 3.14.1) y un

estudio de actividad angiogénica in vitro sobre células HMEC (Acapite 3.14.2).
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Las células HUVEC cultivadas en presencia de los sobrenadantes de cultivo de células CHO-K1
transfectadas con los clones recombinantes exhibieron porcentajes de proliferacion en un rango
entre 150 y 185% con respecto a las células cultivadas en ausencia de aditivos. Este
comportamiento estuvo en correspondencia con la proteina VEGF12;, que se utilizd como control
positivo (Fig. 8). Los porcentajes de proliferacion obtenidos para los plasmidios pVEGFi21-1, -2, -
3, y -4 fueron significativamente superiores al correspondiente al vector pAEC-A2, empleado
como control negativo (p<0,05 segun la prueba U de Mann-Whitney). No se detectaron diferencias

significativas entre los diferentes clones (p>0,05 seguln la prueba de Kruskal-Wallis).
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Figura 8. Proliferacion de células HUVEC en presencia del VEGF,; expresado en células CHO-K1.
Las células HUVEC se cultivaron en presencia de los sobrenadantes de cultivo de las células CHO-K1
transfectadas con los cuatro clones de pVEGF;,;. El porcentaje de proliferacién se calcul6 con respecto al
control de medio sin aditivos (100%). Como control negativo se utiliz6 el plasmidio pAEC-A2. Como
control positivo se empleé VEGF;,; humano recombinante (10 ng/mL). Se muestran los datos de tres
réplicas de cada punto experimental, con la mediana representada por una linea. * p<0,05 con respecto al
control negativo, segun la prueba U de Mann-Whitney.

Para evaluar si el VEGF;,; producto de la expresion del transgen era capaz de inducir la formacion
de estructuras semejantes a capilares, se realizd un ensayo de angiogénesis in vitro. Las células
HMEC, sembradas en una matriz tridimensional de Matrigel, se estimularon con los sobrenadantes
de cultivo de células CHO-K1 transfectadas con los plasmidios pVEGFi2:-1, -2, -3, y -4 (Acapite
3.14.2). Las células endoteliales cultivadas en presencia del sobrenadante correspondiente al
control negativo pAEC-A2 mantuvieron su forma redondeada, tamafno pequefo, y formaron
escasos cordones celulares (Fig. 9 A). En contraste, las células tratadas con los sobrenadantes que

contenian VEGF,; exhibieron drasticos cambios morfoldgicos: se alargaron hasta formar
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delgados cordones a través de los cuales se conectaron entre si, de modo que se originaron
numerosos nodos (Fig. 9 B-E). Similares efectos se observaron con 10 ng/mL de VEGF2;, que se
utilizé como control positivo (Fig. 9 F). Los tratamientos con los sobrenadantes correspondientes a
los clones pVEGFi2:-1, -3, y -4 resultaron en la formacion de un numero de nodos
significativamente superior al obtenido para el control negativo (p<0,05 segun la prueba U de
Mann-Whitney) (Fig. 9 G). No se detectaron diferencias significativas entre los clones (p>0,05
segun la prueba de Kruskal-Wallis).

4.15. Purificacion a gran escala y caracterizacion de las preparaciones del plasmidio
pVEGFlZl

Tomando como base los resultados de expresién génica y actividad biolégica de los clones
recombinantes estudiados, se seleccion6 el pVEGFi;-1 para pasar a la siguiente etapa
experimental, que incluye los estudios en modelos animales. Este plasmidio, al cual nos
referiremos en lo adelante como pVEGF2;, se purificd a partir de fermentaciones de 5 L de la
cepa DH10B de E. coli K12 transformada (Acéapite 3.10.2). El proceso de purificacion se repitio
cuatro veces, de modo que se generaron cuatro lotes: 501, 502, 503 y 504. Los rendimientos
fueron de: 50,0; 43,6; 56,0 y 52,4 mg de ADN plasmidico / L de cultivo, respectivamente. El
rendimiento promedio de los cuatro procesos fue de 50,5+5,2 mg de ADN / L de cultivo.

Los lotes se caracterizaron con respecto a la concentracion de ADN plasmidico, el porcentaje de
ADN superenrollado, y el contenido de contaminantes tales como: ADN cromosomal bacteriano,
ARN vy proteinas (Tabla 5). Los pardmetros analizados se comportaron de manera homogénea en
los cuatro lotes. Las concentraciones de ADN plasmidico, medidas por absorbancia a 260 nm
(Acapite 3.11.1), se mantuvieron dentro del rango 0,4-0,6 mg/mL.

Tabla 5. Caracterizacion de cuatro lotes del plasmidio pVEGF ;.

Parametros Lote 501 Lote 502 Lote 503 Lote 504
Concentracion de ADN |, oo 4 0425 | 0484 +0,0455 | 0,514 +0,0365 | 0,537 +0,0126
plasmidico (mg/mL)
Porcentaje de ADN 94+ 0,6 92 +0,0 91+0,6 92+0,6
superenrollado (%)
Contenido de ADN . No visible No visible No visible No visible
cromosomal de E. coli
Contenido de ARN No visible No visible No visible No visible
Concentr{;\uon de No detectable No detectable No detectable No detectable
proteinas

Los datos de concentracion de ADN plasmidico y porcentaje de ADN superenrollado se presentan como la
media * la desviacion estandar (DS) de tres réplicas.
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Los cuatro lotes se evaluaron mediante electroforesis en gel de agarosa 0,8% (Fig. 10 A). En todos
los casos se observaron dos bandas, una superior aproximadamente al nivel de los 6000 pb,
correspondiente a la conformacién circular abierta del ADN plasmidico; y otra banda al nivel de
los 2322 pb, perteneciente al ADN superenrollado. La proporcién en que se encontraban las
diferentes conformaciones del ADN plasmidico se determind mediante densitometria (Acéapite
3.11.2). En el perfil densitométrico (Fig. 10 B), el pico mayoritario se corresponde con el ADN
superenrollado, y el minoritario con el ADN circular abierto. Los lotes del plasmidio pVEGF1; se
obtuvieron con 91-94% de ADN superenrollado y 6-9% de ADN circular abierto (Tabla 5, Fig. 10
C). La conformacién lineal no se detecto.

En la electroforesis no se observaron bandas de alto peso molecular correspondientes al ADN
cromosomal de E. coli, ni bandas inferiores de ARN (Tabla 5, Fig. 10 A). Con respecto a las
proteinas contaminantes presentes en las preparaciones, no se detectaron niveles cuantificables por
el método del BCA (Tabla 5). Los resultados obtenidos estuvieron dentro de los limites de
aceptacion definidos para cada una de las variables evaluadas (Anexo 3). En el caso de los
restantes parametros de calidad, a pesar de no formar parte de esta tesis, es oportuno precisar que

los cuatro lotes cumplieron con las especificaciones establecidas para el pVEGFi2;.

4.2. ANALISIS EXPLORATORIO DE LA TOXICIDAD DEL VECTOR PVEGF2;

Como paso previo a la evaluacion del plasmidio pVEGFi,; en modelos animales, se realizd un
estudio exploratorio de la toxicidad en ratas Sprague-Dawley sanas. Se ensayaron varios niveles de
dosis administradas por via intramuscular e intramudsculo cardiaco (Acépite 3.15). Los animales se
evaluaron con respecto al peso corporal, el consumo de alimentos, las observaciones clinicas, los
hallazgos macroscopicos y microscopicos en relacion con el sitio de administracion y los 6rganos

internos, en el momento del sacrificio.

4.2.1. Peso corporal y consumo de alimento

El peso corporal de los animales se comport6é de modo similar en todos los grupos de tratamiento,
tanto para el sexo femenino (Fig. 11 A) como para el masculino (Fig. 11 B). No se detectaron
diferencias estadisticamente significativas entre grupos para ninguno de los tiempos analizados
(p>0,05 segin el ANOVA paramétrico). Por otra parte, se observé un aumento progresivo del peso
durante el periodo de experimentacion. A los 14 dias del tratamiento, todos los grupos exhibieron
incrementos de peso significativos con respecto a su valor medio inicial (p<0,01 segin el ANOVA

de medidas repetidas seguido por la prueba comparaciones multiples de Bonferroni).
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En correspondencia con estos resultados, el consumo de alimento también se comport6 de manera
homogénea entre los grupos de tratamiento para ambos sexos (Fig. 12). En el caso de las hembras,
para el dia inicial del ensayo no se detectaron diferencias significativas entre los grupos I-1V,
tratados por via intramuscular, ni entre los grupos V-VII, que recibieron los tratamientos
intramusculo cardiaco. Sin embargo, se comprobd que los grupos tratados intramusculo cardiaco
(V-VI1I) consumieron cantidades de alimento significativamente inferiores a las consumidas por
los grupos tratados por via intramuscular (I-1V) (p<0,01 segin el ANOVA paramétrico seguido
por la prueba comparaciones multiples de Bonferroni).

Durante las dos semanas siguientes, el consumo de alimento se mantuvo estable, entre 18 y 23 g
(Fig. 12 A), sin diferencias significativas entre grupos de tratamiento. Al analizar cada grupo en el
tiempo, se observaron incrementos significativos en el consumo de alimento de los grupos tratados
intramusculo cardiaco (V-VII) entre el dia 1 y la primera semana del ensayo (p<0,05 segun el
ANOVA de medidas repetidas seguido por la prueba comparaciones multiples de Bonferroni).

En el caso de los animales del sexo masculino, el consumo de alimento fue sostenido y estable
durante todo el ensayo, con valores alrededor de los 25 g (Fig. 12 B). El analisis estadistico no
arrojo diferencias significativas entre los grupos de tratamiento (p>0,05 segln la prueba de

Kruskal-Wallis) ni entre los tiempos estudiados (p>0,05 segun la prueba de Friedman).

4.2.2. Observaciones clinicas

No se registraron muertes durante el estudio. En las observaciones clinicas realizadas diariamente
no se detectaron signos de toxicidad. Los animales no presentaron cambios en la coloracién y
apariencia de la piel, el pelo, los ojos, las orejas, las almohadillas plantares, las ufias, y las
membranas mucosas. La temperatura corporal no presento alteraciones a lo largo del estudio. Los
animales manifestaron en todo momento una adecuada respuesta ante los estimulos, lo cual indica
que la actividad somatomotora y el comportamiento se mantuvieron normales. Con respecto al
sitio de administracion, no se observo ningun signo clinico atribuible al plasmidio en estudio. En
los animales tratados por via intramisculo cardiaco no se registraron vasodilatacion,
vasoconstriccion, alteraciones del ritmo cardiaco, ni ningln otro signo adverso que denotara

afeccion del sistema circulatorio, producto de la via de administracion utilizada.

4.2.3. Hallazgos macroscopicos
En la necropsia de los animales sacrificados a las 48 horas del tratamiento, solo se registraron

hallazgos macroscopicos en dos animales del grupo VI (10xDT i.m.c.): uno de ellos presentd
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hemorragia en el parénquima pulmonar (Fig. 13 A), y el otro exhibié un coagulo en el I6bulo

hepético (Fig. 13 C). Como referencia se muestran 6rganos de apariencia normal (Fig. 13 B y D).

A :
Figura 13. Hallazgos macroscépicos correspondientes a las ratas sacrificadas a las 48 horas.

(A) Hemorragia a nivel del parénquima pulmonar. (B) Pulmén normal. (C) Coagulo en el 16bulo hepatico
(flecha). (D) Animal con higado y demas 6rganos de apariencia normal.

El resto de los animales sacrificados a las 48 horas no presentd ninguna alteracion en los 6rganos y
tejidos inspeccionados. No se detectaron lesiones en los sitios de administracion (extremidad
posterior derecha y musculatura cardiaca). Los pulmones, higado, bazo, timo, médula dsea,
ganglios mesentéricos y rifiones de cada animal mostraron una morfologia normal (Fig. 13 D). Del
mismo modo, las observaciones macroscépicas de los animales sacrificados a los 14 dias del
tratamiento no evidenciaron ningun signo de toxicidad ni de dafio local en ninguno de los grupos

evaluados.

4.2.4. Hallazgos microscopicos
El anélisis histopatoldgico de los animales sacrificados a las 48 horas arrojo los resultados que se

presentan en la Tabla 6. La Figura 14 muestra imagenes representativas de los eventos mas

frecuentes. En el caso de los animales tratados por via intramuscular en la extremidad posterior
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(grupos 1-1V), los hallazgos mas notables fueron la reaccion inflamatoria intersticial a células
redondas (Fig. 14 A), la necrosis de fibras musculares asociada a tejido de cicatrizacion (Fig. 14
B), ambas en el sitio de administracion; y la eosinofilia perivascular y peribronquial en el pulmon
(Fig. 14 C y D). Ninguno de ellos se presentd en el grupo tratado con placebo.

La reaccion inflamatoria intersticial a células redondas (Tabla 6, Fig. 14 A) se registr6 en los
grupos II, 1l y IV, de manera dosis-dependiente. El analisis estadistico arrojé diferencias
significativas entre los grupos 1 y IV (p=0,0108 segun la prueba exacta de Fisher).

En el grupo 1V, que recibio la dosis méas elevada de pVEGF;21, se encontraron tres animales con
necrosis de las fibras musculares acompafiada de concentraciones de macrofagos (Tabla 6, Fig. 14
B). Sin embargo, no se observd necrosis en los animales tratados con dosis inferiores, ni con
placebo. La necrosis estuvo estrechamente vinculada al tejido de cicatrizacidn, que se present6 en
los mismos tres animales del grupo IV y en uno del grupo Ill. Para estos dos eventos no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos I-1V (p>0,05 segun la prueba exacta de
Fisher).

Al analizar las muestras de pulmédn, se observd una reaccidn celular perivascular y peribronquial con
predominio de eosindfilos (Tabla 6, Fig. 14 Cy D) en animales de los grupos Il y lll. De manera interesante,
este hallazgo no se presentd en el grupo IV. Se detectaron diferencias estadisticamente significativas
entre el grupo lll y los grupos | y IV (p=0,0031 segun la prueba exacta de Fisher). Otro evento de menor
incidencia fue la hematopoyesis extramedular en el bazo.

Con respecto a los animales tratados por via intramusculo cardiaco (grupos V-VIl), los hallazgos mas
frecuentes fueron el tejido de cicatrizacién (Fig. 14 E), la necrosis de fibras musculares (Fig. 14 F), ambos
en el sitio de administracidn; y la eosinofilia perivascular y peribronquial en el pulmdn. Estos eventos se
presentaron en los tres grupos experimentales (Tabla 6).

El tejido de cicatrizacidn se registrd en al menos el 50% de los animales de los grupos VI y VII, a diferencia
del grupo V (placebo), donde solo el 20% lo presentd (Tabla 6, Fig. 14 E). En algunos de estos animales se
observd una cicatriz cuya direccion coincidio con la trayectoria del indculo, con pequefios focos de
necrosis asociados a la reaccién de cicatrizacién (Fig. 14 F).

La eosinofilia perivascular y peribronquial presenté caracteristicas similares a las observadas en los
animales tratados por via intramuscular (Fig. 14 Cy D). Otros hallazgos menos frecuentes fueron la
hemorragia focal en el pulmdn y la hematopoyesis extramedular en el bazo. El analisis estadistico no
arrojé diferencias significativas entre los grupos V-VII para ninguno de los eventos descritos (p>0,05 segun
la prueba exacta de Fisher).

A las 48 horas del tratamiento no se reportaron alteraciones microscdpicas en otros érganos, tales como:
higado, rifiones, timo, médula dsea, ganglios mesentéricos y encéfalo, para los grupos estudiados.
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En el andlisis histopatoldgico de los animales sacrificados a los 14 dias, solo se registraron hallazgos
relativos a la cicatrizacion en el sitio de administracién (Tabla 7). La frecuencia de aparicion de este evento
fue mayor en los grupos inoculados en la musculatura cardiaca (V-VIl) que en los tratados por via
intramuscular (I-1V). En ambos casos la cicatrizacion se caracterizé por un tejido bien definido, sin necrosis
de las fibras musculares (Fig. 15 A y B). El analisis estadistico no arrojé diferencias significativas entre los
grupos I-IV ni entre los grupos V-VII (p>0,05 segun la prueba exacta de Fisher).

Figura 15. Alteraciones microscopicas correspondientes a las ratas sacrificadas a los 14 dias.

(A) Tejido de cicatrizacion en el musculo esquelético de la extremidad (flecha) (40X). (B) Tejido de
cicatrizacion en el musculo estriado cardiaco (flecha) (20X).
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4.3. EVALUACION DEL VECTOR PVEGF»1 EN UN MODELO CANINO DE ISQUEMIA DE MIEMBROS
INFERIORES

El plasmidio pVEGF,; se ensayd en un modelo canino de isquemia de miembros inferiores, el cual
consistié en la induccién quirdrgica de una isquemia unilateral (Acapite 3.16.1). Los tratamientos con
pPVEGF,,, 0 placebo se administraron 10 dias después de la cirugia, para permitir el desarrollo espontaneo
de vasos colaterales en respuesta a la hipoxia.

4.3.1. Estudios hemodinamicos

Los parametros hemodinamicos evaluados fueron el indice de presiones (Acapite 3.16.3.1) y la
reserva vasomotora (Acépite 3.16.3.2). En la Tabla 8 se muestran los valores individuales de
indice de presiones. Diez dias después de la intervencion quirdrgica (dia 0), los indices de
presiones de los animales se encontraban en un rango entre 0,33 y 0,66. Para el total de animales,
la media fue de 0,53+0,106. Los animales se distribuyeron aleatoriamente en 2 grupos
experimentales (n=6) con indices de presiones similares entre si (pVEGF1,;=0,52+0,089;

control=0,54+0,129; p>0,05 segun la prueba t de Student para datos no pareados) (Fig. 16, dia 0).

Tabla 8. Indices de presiones de los perros antes (dia 0) y después (dias 15 y 30) del tratamiento.

Grupo Animal No. dia0 dia 15 dia 30
Control 01 0,66 0,67 0,52
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02 0,45 0,58 0,47
06 0,57 0,39 0,64
07 0,33 0,68 0,80
08 0,66 0,52 0,48
09 0,58 0,77 0,45
03 0,46 0,77 0,74
04 0,52 0,78 0,80
05 0,42 0,54 0,84
PVECF1 10 0,46 0,62 0,79
11 0,62 0,67 0,72
12 0,63 0,65 0,84

A los 15 dias de administrados los tratamientos, los indices de presiones de los grupos pVEGFi2; y
control se incrementaron en un 29 y un 11%, respectivamente, con respecto a los valores basales
(Fig. 16); pero no se encontraron diferencias significativas entre grupos (pVEGF1,,=0,67+0,092;
control=0,60+0,135; p>0,05 segun la prueba t de Student para datos no pareados). Sin embargo, 30
dias después de la transferencia génica, el indice de presiones del grupo tratado con pVEGFi,; fue
significativamente superior al del grupo control (pVEGF;2,=0,79+0,050; control=0,56+0,136;
p=0,0031 segun la prueba t de Student para datos no pareados).

Por otra parte, al comparar los indices de presiones medidos a los 30 dias con los basales, se
encontré un incremento significativo para el grupo pVEGF1,; (p=0,0017 segun la prueba t de
Student para datos pareados), pero no para el grupo control (Fig. 16).

En cuanto a la reserva vasomotora, antes de administrar los tratamientos con pVEGFy,; o placebo (dia 0)
no se observod respuesta fotopletismografica a la vasodilatacion con Nitroglicerina en ningun animal (Fig.
17). Allos 15 dias, el 50% de los animales controles respondieron de forma parcial, mientras que dos
terceras partes de los tratados con pVEGF,,, respondieron parcial o totalmente. A los 30 dias, los animales
respondedores permanecieron en el 50% para el grupo control. En contraste, el 100% de los animales
tratados con pVEGF;,; mostraron respuestas parciales (33%) o totales (67%). El andlisis estadistico no
detectd diferencias significativas entre los grupos a los 15 ni a los 30 dias post-tratamiento (p>0,05 segun
la prueba exacta de Fisher).

4.3.2. Estudio angiografico

El estudio angiografico se realizd con el propdsito de corroborar los resultados hemodinamicos desde el
punto de vista imagenoldgico. En la Figura 18 se muestran angiografias representativas de ambos grupos,
antes y 30 dias después del tratamiento.
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Figura 18. Efecto de la transferencia génica con pVEGF;,; sobre el desarrollo de vasos colaterales en
un modelo canino de isquemia de miembros inferiores. Imagenes angiograficas de un animal del grupo
control (A) antes, y (B) 30 dias después del tratamiento; y de un animal tratado con pVEGF,; (C) antes, y
(D) 30 dias despues de la transferencia génica. La flecha indica los vasos colaterales de nueva formacion.

En ambos casos, la angiografia previa al tratamiento sirvié como referencia de la angiogénesis fisioldgica
producida por el estimulo isquémico. Para el grupo placebo no se observé ninguna modificaciéon del
cuadro angiografico a los 30 dias (Fig. 18 B) con respecto al observado antes del tratamiento (Fig. 18 A). En
contraste, para los animales tratados con pVEGF;,; se observd la aparicién de circulacidn colateral de tipo
convergente a los 30 dias de la transferencia génica (Fig. 18 D), que no se observa en la angiografia previa
al tratamiento (Fig. 18 C).

4.3.3. Estudios hematoldgicos y observaciones clinicas

Con el objetivo de evaluar los efectos del pVEGF,,; sobre la homeostasia de los animales, se midié un
conjunto de variables hematoldgicas, cuyos valores medios se muestran en la Tabla 9. Todos los
parametros se mantuvieron dentro de los rangos fisioldgicos normales de la especie utilizada (Tvedten,
1981). El analisis estadistico no arrojo diferencias significativas entre grupos de tratamiento para las
variables evaluadas en ningin momento del estudio (p>0,05 segun el ANOVA paramétrico).

Con respecto a las observaciones clinicas, durante los 30 dias de evaluacién post-tratamiento no se
detectaron reacciones locales en el sitio de administracién. Los animales no presentaron cambios en la
coloracion y apariencia de la piel, el pelo, los ojos, las orejas y las membranas mucosas. La temperatura
corporal no presenté alteraciones. No se observaron temblores ni piloereccion. En relacidn con el sistema
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circulatorio, no se registraron vasodilatacidn, vasoconstriccion, ni alteraciones del ritmo cardiaco.
Tampoco se reportd la ocurrencia de disnea ni de ningln otro signo que denotara afeccion del sistema
respiratorio. La respuesta de los animales ante los estimulos fue adecuada y su comportamiento se
mantuvo normal durante todo el estudio.

4.4, EVALUACION DEL VECTOR PVEGFi;; EN UN MODELO PORCINO DE ISQUEMIA DEL
MIOCARDIO

Con el proposito de explorar una nueva aplicacion terapéutica, el plasmidio pVEGF;,1 se ensayo
en un modelo porcino de isquemia del miocardio, la cual se indujo quirargicamente mediante la
colocacion de un constrictor Ameroide en la arteria circunfleja (Acéapite 3.17.1). Cuatro semanas
después de esta intervencion, se administraron los tratamientos con pVEGF1,; 0 placebo a través
de una segunda toracotomia (Acapite 3.17.2). La perfusion miocérdica se estudié mediante SPECT
gatillado con el radiofarmaco *™Tc-MIBI (Acépite 3.17.3).

El indice de captacion de ®™Tc-MIBI es un pardmetro que permite estudiar la perfusion
miocéardica en la zona afectada. La perfusién normal se corresponde con un indice de captacion
mayor o igual que el 70%. Antes de la induccion de la isquemia, los animales presentaban indices
de captacion superiores al 80%. Los defectos de perfusion inducidos se clasificaron con respecto a
su severidad atendiendo a esta variable, como ligeros (60-69%), moderados (50-59%), 0 severos
(menor que 50%). En la Tabla 10 se presentan los valores individuales del indice de captacion de
9¥MTc-MIBI, asi como la topografia y severidad de los defectos de perfusion.

Tabla 10. Caracterizacién de la perfusién miocardica de los cerdos antes (Basal) y después (Semana
4) del tratamiento.

Al Basal Semana 4
Eifpe No 99 99
: IC *"Tc-MIBI (%) Perfusion IC *™Tc-MIBI (%) Perfusion
02 43,0 Isquemia infero-lateral 371 Isquemia infero-
severa lateral severa
05 58.6 Isquemia inferior 56.6 Isquemia inferior
moderada moderada
Control — —
07 58.6 Isquemia infero-lateral 64.4 Isquem|a_|nfero-
moderada lateral ligera
08 54.7 Isquemia infero-lateral 545 Isquemia infero-
moderada lateral moderada
01 58,6 Isquemia antero- 76,2 Perfusion normal
apical moderada
PVEGFi2 Isquemia apical ligera
03 50,8 Isquemia infero-lateral 80,0 Perfusion normal
moderada
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04 44.9 Isquemia inferior 62,5 |Squem|a inferior
severa ||gera
06 58.6 Isquemia infero-lateral 68,3 |squem|a.|nfero_
moderada lateral ligera
09 60,5 Isquemlelliérgrearo—lateral 72,3 Perfusién normal

IC: Indice de captacion

En el estudio gammagréfico basal (previo al tratamiento), se detectaron defectos de perfusion en
todos los animales, (Tabla 10 Basal). Los valores de indice de captacion del radiofarmaco se
comportaron de manera similar para ambos grupos (pVEGF121=54,7+6,62%; control=53,7+7,38%);
p>0,05 segun la prueba t de Student para datos no pareados) (Fig. 19).

A las 4 semanas de administrados los tratamientos, 3 de los 4 animales controles mantuvieron la
severidad de sus defectos de perfusion, y solo uno evoluciond de una isquemia moderada a ligera
(Animal No. 07) (Tabla 10). En contraste, de 5 animales que recibieron la terapia génica con
VEGF121, 3 progresaron hasta una perfusién normal y 2 mostraron disminucion en la severidad de
sus defectos (Animales No. 04 y 06). En la semana 4, los indices de captacion de *™Tc-MIBI del
grupo pVEGFi;1 fueron significativamente superiores a los del grupo control
(pPVEGF121=71,946,81%; control=53,2+11,52%; p=0,0185 segun la prueba t de Student para datos
no pareados) (Fig. 19). La perfusion miocardica de los animales que recibieron el transgen mejord

en un 35% con respecto a los controles.
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Figura 19. Efecto de la transferencia génica intramiocardica de VEGF,; sobre el indice de captacion
de *¥™Tc-MIBI en el &rea isquémica de los cerdos. Los datos se expresan como la media + DS de 4
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animales para el grupo control, y de 5 animales en el caso del grupo pVEGF,;. * p<0,05 con respecto al
grupo control, segun la prueba t de Student para datos no pareados; y con respecto al nivel basal, segln la
prueba t de Student para datos pareados.

Al comparar los indices de captacion de *™Tc-MIBI a las cuatro semanas con los valores basales,
se evidencié un incremento estadisticamente significativo para el grupo pVEGFi2; (p=0,0071
segun la prueba t de Student para datos pareados), a diferencia del grupo control que mantuvo
niveles similares antes y después del tratamiento (Fig. 19).

La Figura 20 muestra imagenes gammagraficas representativas de ambos grupos antes y después
del tratamiento. Para el grupo control, los defectos de perfusion detectados en el estudio basal (Fig.
20 A) persistieron cuatro semanas después del tratamiento (Fig. 20 B). Por el contrario, en el
grupo tratado con pVEGF1,; se observo regresion de las isquemias (Fig. 20 C y D). Las imagenes
correspondientes a los restantes animales se muestran en el Anexo 9.

En cuanto a las observaciones clinicas, no se reportaron complicaciones en el periodo post-quirdrgico. No
se detectaron signos de toxicidad durante las 4 semanas de evaluacidn. Los animales no presentaron
cambios en la coloracidn y apariencia de la piel, el pelo, los ojos, las orejas y las membranas mucosas. La
temperatura corporal se mantuvo normal. No se observaron temblores ni piloereccién. No se registraron
vasodilatacidon, vasoconstriccion, alteraciones del ritmo cardiaco, ni disnea. Los animales mantuvieron una
respuesta apropiada ante los estimulos y un comportamiento normal durante todo el estudio.

4.5. APLICACION DEL VECTOR PVEGF1,; A PACIENTES CON CARDIOPATIA ISQUEMICA CRITICA
Las primeras evidencias del efecto de la transferencia genica del VEGF;;; en humanos se
obtuvieron en el marco de un estudio clinico piloto en pacientes con cardiopatia isquémica critica,

sin opcidn terapéutica. Este ensayo se desarroll6 entre junio de 2004 y agosto de 2005.

4.5.1. Caracterizacién demogréfica y clinica de los pacientes

En la Tabla 11 se resumen las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes incluidos en
el estudio. La edad promedio fue de 59,2+7,11 afios y estuvo en un rango entre 49 y 71 afios.
Predominaron el sexo masculino (83%) y el color de la piel blanco (67%). De los 6 pacientes
incluidos, 5 (83%) habian sufrido infarto agudo del miocardio anteriormente (Tabla 11). Ademas
de este, los antecedentes patoldgicos personales mas frecuentes fueron: el tabaquismo (83%), el
estres (67%) y la hipertension arterial (50%). Otros factores identificados fueron: la hiperlipidemia
(33%), la diabetes mellitus (17%) y el alcoholismo (17%). Todos los pacientes presentaban
factores de riesgo que predisponen a la cardiopatia isquémica y a los desordenes vasculares en

general.
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En relacion con las caracteristicas clinicas, todos los pacientes incluidos presentaban clasificacion
funcional 111, segin la SCC (Anexo 6), y padecian entre 1 y 7 episodios de angina semanales, que
cedian al consumo de Nitroglicerina (Tabla 11). Con respecto a la terapia de base, el 100% de los
pacientes tenia tratamiento con medicamentos antianginosos y antiagregantes plaquetarios. Otros
farmacos indicados fueron los hipotensores (67%) e hipolipemiantes (33%). Un paciente llevaba
tratamiento con antiarritmicos (17%), y otro con diuréticos (17%) e hipoglucemiantes (17%).

4.5.2. Curso operatorio

Los pacientes se sometieron a una toracotomia para recibir una dosis Unica de 0,5 mg de pVEGF,; por via
intramiocardica en una regidn isquémica previamente identificada mediante SPECT (Acapite 3.18.4). La
Tabla 12 resume la informacién relacionada con el curso operatorio. La duracién de las intervenciones
quirargicas estuvo en un rango de 50 a 110 min, para un promedio de 81+23,3 min. La inyeccién
intramiocdardica del pVEGF;,; tomé entre 2 y 10 min. La frecuencia cardiaca se mantuvo estable en cuatro
de los seis pacientes estudiados, mientras que en los otros dos (HAO5 y HA06) se incrementd durante la
administracién del vector. Tres pacientes mantuvieron una tensién arterial estable, dos (HA03 y HAQ6)
experimentaron hipotensidn durante las inyecciones intramiocardicas, y uno (HA05) tuvo aumento de la
tensidn arterial. Estas variaciones no resultaron estadisticamente significativas (p>0,05 segun la prueba t
de Student para datos pareados).

4.5.3. Evaluacién de la seguridad

Tomando en cuenta que se trata de un ensayo clinico piloto, la seguridad se consider6 como la
variable principal. Esta evaluacion abarco la seguridad no solo del plasmidio en estudio, sino
también del proceder utilizado para su administracion. La necesidad de aplicar el vector
directamente en el miocardio de los pacientes precisd el empleo de la toracotomia, una técnica
quirdrgica invasiva que implica riesgos adicionales. Estos riesgos se acentlian particularmente en
pacientes del tipo estudiado, que se encontraban en una fase critica de la enfermedad, con un

sistema cardiovascular muy deteriorado y un delicado estado hemodinamico.

4.5.3.1. Eventos adversos

El término evento adverso se refiere a cualquier manifestacion medica indeseable y no
intencionada que se presente en los pacientes, independientemente de su relacion de causalidad
con el tratamiento en estudio. Los principales eventos adversos que se presentaron a lo largo del
estudio para los seis pacientes incluidos fueron dos fallecimientos, antecedidos por infarto del
miocardio y shock cardiogénico (ver Anexo 4). También ocurrieron tres eventos de arritmia, que

consistieron en cambios eléctricos de intensidad leve o moderada. Todos los eventos anteriores
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ocurrieron en el curso perioperatorio. Adicionalmente, al mes del tratamiento se presentd un
episodio respiratorio de origen alérgico de intensidad moderada.

En la Tabla 13 se muestra la informacion referida a los eventos adversos de manera individual.
Los pacientes HA01, HA02 y HAO03 no presentaron eventos adversos durante los 180 dias de
seguimiento. El paciente HAO4 present6 una arritmia (bradicardia) durante el proceso de
preparacion anestésica, relacionada con una irritacion en la colocacion del catéter intracoronario.
Se le administré atropina y se recupero rapidamente. A las 12 horas de la intervencion quirdrgica
sufrio un infarto del miocardio, diafragmatico con extension al ventriculo derecho, no relacionado
con el sitio de administracion del pVEGF;. Posteriormente cayd en shock cardiogénico, estado
en que se mantuvo hasta su fallecimiento 4 dias después de la intervencién quirdrgica. La causa de
muerte se reportd como complicacion isquémica posterior a la cirugia, con una cardiopatia

isquémica clase I11 como enfermedad de base.

Tabla 13. Eventos adversos de los pacientes tratados con pVEGF,,;.

Pacientes Eventos adversos Intensidad Causalidad Resultados
HAO1 - - - -
HAO02 - - - -
HAO03 - - - -
Arritmia Moderada Dudosa Resuelto
Infarto del miocardio Grave Posible Peligro para la vida
FA04 Shock cardiogénico Grave Posible Fallecimiento
Fallecimiento Grave Posible -
Arritmia Leve Posible Resuelto
HAO05
Alergia Moderada Dudosa Resuelto
Arritmia Leve Posible Resuelto
Infarto del miocardio Grave Posible Peligro para la vida
FA0S Shock cardiogénico Grave Posible Fallecimiento
Fallecimiento Grave Posible -

La clasificacion de los eventos adversos con respecto a su intensidad, relacion de causalidad, y resultado, se
describe en el Anexo 8. Los términos médicos se definen en el Anexo 4.

El paciente HAOQ5 sufrié una arritmia (taquicardia) durante la administracién del pVEGF;,;, de la
cual se recuperd espontdneamente. Al mes del tratamiento presenté un episodio alérgico
respiratorio de intensidad moderada, que requirio tratamiento con broncodilatadores y remision a

la consulta de Alergia. Este evento no tuvo relacion con el plasmidio en estudio.
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El paciente HA06 también presentd una arritmia (extrasistoles) durante la administracion del
PVEGFi,;, de la cual se recuperd espontdneamente. Sin embargo, inmediatamente después de
concluir el acto quirtrgico sufrié un infarto del miocardio. Consecutivamente, cayd en shock
cardiogeénico y fallecié a las 29 horas de la intervencion. Como causa de muerte, se reportd infarto

del miocardio en el curso post-quirdrgico.

4.5.3.2. Parametros de laboratorio clinico

Como parte de la evaluacion de la seguridad del pVEGF121, se midio una serie de parametros de
laboratorio (Acépite 3.18.5.2). En el Anexo 10 se muestran los resultados individuales. Solamente
se detectd una alteracion en el caso del paciente HAO5, que presentd un nivel elevado de
eosinofilos a los 30 dias del tratamiento, el cual se corresponde con el evento adverso de alergia
que se reportd para ese paciente en el mismo momento. Los pardmetros restantes se mantuvieron
dentro de los rangos no patoldgicos definidos para cada variable. En ningin caso se encontraron
diferencias significativas entre los valores basales y los datos registrados después de la terapia
(p>0,05 segun la prueba de Wilcoxon).

4.5.4. Concentracion sérica de VEGF

La concentracién de VEGF en el suero de los pacientes se determind mediante un ELISA anti-VEGF
(Acapite 3.18.6), como indicador de la ocurrencia de los procesos de transfeccién y expresion del gen. En
la Figura 21 se muestran los resultados de los cuatro pacientes que sobrevivieron.
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Figura 21. Niveles séricos de VEGF de los pacientes tratados con pVEGF ;.

Al inicio del ensayo, las concentraciones séricas de VEGF se encontraban en un rango de 124 a 946 pg/mL.
Dos dias después del tratamiento, los niveles de VEGF se incrementaron entre 1,4 y 8,6 veces con
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respecto a los valores basales. En el caso del paciente HAO1, la concentracién de VEGF en sangre continud
ascendiendo hasta los 15 dias, en que se registré su maximo nivel (9,9 veces el valor basal), al menos
hasta donde se mididé en este ensayo. Los pacientes HAO2 y HAO3 alcanzaron sus maximas
concentraciones de VEGF en sangre a los 4 dias (1,8 y 2 veces el valor basal, respectivamente). El paciente
HAOS5 por su parte, alcanzé su maximo nivel a los 7 dias de la terapia (4,6 veces el valor basal). Estos
incrementos, aunque no fueron estadisticamente significativos (p>0,05 segun la prueba de Wilcoxon),
constituyen indicios de la expresion del gen transferido.

Después de alcanzar la mdxima concentracion, se observd una disminuciéon en los niveles séricos de VEGF
de los pacientes HAO2 y HAO5, aunque sin regresar a su condicion inicial (Fig. 21). En el caso del paciente
HAO3, el nivel de VEGF se redujo por debajo de su valor basal.

4.5.5. Evaluacion del efecto terapéutico
4.5.5.1. Evaluacion clinica

La respuesta clinica de los pacientes a la terapia angiogénica con pVEGF;,, se evalud atendiendo a la
clasificacidn funcional segun la SCC (Anexo 6), al nimero de episodios de angina, y al consumo de
Nitroglicerina. Los cuatro pacientes fueron incluidos en el estudio con clase funcional Ill (Fig. 22 A). Todos
sufrian frecuentes crisis anginosas (3-7 episodios/semana) (Fig. 22 B), que controlaban mediante el
consumo de Nitroglicerina (1-14 tabletas/semana) (Fig. 22 C). Al mes del tratamiento, los pacientes HAO1
y HAO5 mejoraron a clase funcional |, mientras que los otros dos pacientes evolucionaron a clase Il (Fig. 22
A). Todos mantuvieron la misma clasificacién funcional desde los 30 dias hasta la evaluacion final a los 180
dias.

Los cuatro pacientes experimentaron una drastica reduccion en los episodios semanales de angina.
Treinta dias después de la terapia, tres de ellos estaban libres de angina y solo uno (HA02) refirié haber
sufrido una crisis anginosa semanal (Fig. 22 B). El paciente HAO1 permanecio libre de angina hasta los 90
dias. A los 180 dias refirid una crisis anginosa por semana. El paciente HA02 presentd 2-3 episodios
semanales de angina desde los 60 hasta los 180 dias. El paciente HAO3 sufrid una crisis anginosa semanal
a los 60 dias del tratamiento. No obstante, a partir de los 90 y hasta los 180 dias, este paciente se
mantuvo libre de angina. El paciente HAO5 por su parte, permanecio libre de angina desde los 30 hasta los
180 dias.

En correspondencia con lo anterior, el consumo de Nitroglicerina se redujo a cero a los 30 dias del
tratamiento (Fig. 22 C). Tres de los pacientes se mantuvieron sin consumir el medicamento hasta los 180
dias. Solo el paciente HAO3 refirid el uso de Nitroglicerina a los 60 dias, después de lo cual no volvid a
tener necesidad de utilizarla. Debe notarse que después de la terapia los pacientes todavia presentaban
algunos episodios de angina. Sin embargo, el consumo de Nitroglicerina se elimind casi por completo. Esto
se traduce en una reduccion de la intensidad de la angina, puesto que el dolor cedid al reposo sin
necesidad del medicamento, y en ocasiones se limitd a situaciones especificas tales como el periodo
postpandreal, ejercicio de cierta intensidad, o estrés emocional.

4.5.5.2. Evaluacién de la perfusion miocdrdica

La perfusion miocardica se evalué mediante la técnica de SPECT gatillado (Acépite 3.18.7.2), atendiendo
fundamentalmente a la extensién y severidad de los defectos isquémicos, ya que el pVEGF,,; no ejerce
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accion terapéutica sobre el tejido necrético asociado a los infartos sufridos anteriormente por los
pacientes. En la Figura 23 se presentan las imagenes gammagraficas de los pacientes antes y después del
tratamiento con pVEGF,;.

En el momento de su inclusion los pacientes HAO01 y HAO5 presentaban isquemias ligeras de

topografia inferior y antero-septal, respectivamente. Ambos pacientes experimentaron regresion
parcial de las isquemias a los 180 dias del tratamiento. El paciente HA02 comenzo el estudio con
una isquemia antero-septal apical ligera a moderada, que en el curso de 180 dias evoluciono a una
isquemia antero-septal ligera, con recuperacion de la perfusion en el apex. Al inicio del estudio el
paciente HAO3 presentaba una isquemia inferior severa. A los 180 dias de la terapia este defecto
habia mejorado a ligero. Sin embargo, aparecié una nueva isquemia infero-lateral apical ligera, no
relacionada con el territorio de administracién del pVEGF1,; (Fig. 23 cabeza de flecha).

De manera interesante, 3 de los 4 pacientes estudiados experimentaron mejorias adicionales en la
perfusion de regiones no relacionadas con el area de inyeccion del pVEGFi,; (Fig. 23 flechas). El
paciente HAO02, inyectado en la zona antero-septal apical, experimenté mejoria en la region
inferior media. El paciente HAO03, que recibié el tratamiento en la cara inferior, presenté mejoria
en las regiones antero-septal basal e infero-lateral basal. EI paciente HAO5, tratado en el area
antero-septal, exhibié mejoria en la perfusién de la region infero-lateral.

Para el andlisis de las imdgenes gammagraficas, el ventriculo izquierdo se dividié en 17 segmentos. Con el
objetivo de estimar la magnitud del efecto ejercido por el pVEGF,4, el analisis se circunscribié a los
segmentos correspondientes a las areas isquémicas viables. Los segmentos implicados en zonas de infarto
no se tuvieron en cuenta puesto que el VEGF no tiene efecto sobre ellos. Ademds, fueron excluidos los
segmentos que presentaban perfusidon normal antes de la terapia, excepto en un caso en que esta
perfusidon disminuyd en el transcurso del ensayo. Los segmentos isquémicos se clasificaron seguin su
evolucién a una perfusion normal (= 70%), a una perfusién aun defectuosa pero incrementada con
respecto a la basal (mejoria < 70%), o a una perfusidn sin cambios en relacién con la inicial (no mejoria).
Los cuatro pacientes estudiados mostraron algin grado de mejoria en la perfusion de los

segmentos isquémicos. En la Figura 24 se presentan los datos correspondientes al inicio y final del
ensayo para cada paciente. El paciente HAO1 comenzd con un segmento isquémico que a los 180
dias tenia perfusion normal. El paciente HA02 fue incluido con 5 segmentos afectados, de los
cuales 2 se normalizaron, uno mejoro sin llegar al 70% de perfusion, y los otros 2 permanecieron

sin mejoria.
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Figura 24. Cambios en la perfusidon de las areas isquémicas viables después de la terapia génica
intramiocardica con pVEGF,,;. Los segmentos isquémicos se clasificaron segun su evolucién a lo largo del
estudio. Los datos se expresan como numero de segmentos.

En el caso del paciente HAOQ3, al inicio tenia 2 segmentos con perfusién normal, que se tornaron
isquémicos (como se describid anteriormente); ademas de 5 segmentos afectados inicialmente, de
los cuales uno se normalizo6 y los otros 4 tuvieron alguna mejoria sin llegar a la normalidad (Fig.
24). El paciente HA05 comenzd con 4 segmentos isquémicos, de los cuales uno se normalizo, 2

mejoraron sin llegar al 70%, y uno no mejoro.

62



Discusion

5. DISCUSION

En la presente investigacidn se abordé la combinacién de dos estrategias novedosas: la angiogénesis
terapéutica y la terapia génica. Los elementos claves a considerar dentro de este enfoque son el gen
terapéutico que se desea transferir y el vector que se utilizard para la transferencia génica. En este trabajo
se utilizaron, como gen terapéutico, el que codifica para la isoforma 121 del VEGF; y como vector, el
plasmidio pAEC-A2 (Herrera y cols., 2000).

El VEGF es uno de los factores de crecimiento mejor estudiados en relacién con la terapia génica
angiogénica. Los genes de las isoformas 121 y 165 han sido los mas utilizados en estudios de transferencia
génica. Estas isoformas difieren entre si con respecto a su capacidad de unién a la heparina, su
solubilidad, y su afinidad por los co-receptores NP-1y -2, que amplifican las sefales intracelulares (Yla-
Herttuala y cols., 2007). El VEGF,,; es un polipéptido débilmente acido que no se une a la heparina, se
encuentra soluble en el medio extracelular, y no tiene afinidad por NP-1y -2. En contraste, el VEGF 45 es
una glicoproteina basica con capacidad de unién a heparina que, aunque se secreta, permanece unida a la
superficie celular y a la matriz extracelular en una proporcion significativa. Ademads, el VEGF¢; interactua
con NP-1y-2.

Sobre la base de la unién a estos co-receptores, algunos autores atribuyen una mayor potencia
mitogénica al VEGF;¢; en comparacion con el VEGF;,; (Ferrara, 2004). Por otra parte, dada la mayor
solubilidad del VEGF,5;, cabria esperar una mejor distribucion en el tejido isquémico, lo cual favoreceria el
efecto terapéutico. Sin embargo, en estudios de transferencia génica se ha demostrado que estas
isoformas son equivalentes con respecto a su capacidad angiogénica in vivo (Takeshita y cols., 1996b;
Cherng y cols., 2000).

Se ha observado que la plasmina es capaz de escindir el VEGF45 y el VEGF150, de modo que se liberan
fragmentos proteoliticos solubles y activos con una talla similar o menor que la de la isoforma 121 (Lauer
y cols., 2002; Gutierrez y cols., 2008). Tomando en cuenta que la cascada proteolitica de activacién del
plasminégeno juega un papel clave en la angiogénesis (Ebisch y cols., 2008), se ha especulado que estas
moléculas similares al VEGF,; constituyen los mediadores finales de la angiogénesis.

Con relacién a los vectores utilizados para la transferencia génica de estas isoformas, el VEGF;,;

se ha transferido a los tejidos isquémicos por medio de vectores adenovirales (Rosengart y cols.,
1999b; Rajagopalan y cols., 2002; Rajagopalan y cols., 2003; Stewart y cols., 2006). En cambio, la
terapia génica con el VEGF¢5 se ha realizado mediante vectores plasmidicos desnudos (Kolsut y
cols., 2003; Kim y cols., 2004; Kastrup y cols., 2005; Kusumanto y cols., 2006).

En teoria, un vector de terapia génica éptimo debe cumplir multiples requerimientos relacionados con la
seguridad, con la eficiencia de transfeccion y expresion del transgen, y con el proceso productivo (ver
Acapite 2.3.1). En la practica, no se dispone de este vector ideal. En todo caso, cada tipo de vector tiene
sus ventajas y desventajas con respecto a la terapia génica, y corresponde a los investigadores seleccionar
el mas adecuado a sus fines.

Los vectores adenovirales son 10°-10 veces més eficientes (por transgen) que el ADN plasmidico desnudo
en la transfeccién in vivo (Crystal y cols., 2002). Sin embargo, la administracidén de vectores virales puede
conducir a una respuesta inmune masiva que a su vez puede provocar una inmunopatologia grave, e
incluso fatal. La respuesta humana contra los vectores adenovirales presenta una marcada dependencia
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de los titulos preexistentes de anticuerpos neutralizantes anti-adenovirus (Harvey y cols., 2002),
probablemente debidos a la exposicién previa a adenovirus de tipo salvaje de un serotipo similar. Estos
anticuerpos pueden reducir significativamente la eficiencia de la transferencia génica. Incluso cuando el
vector se administra en cantidades relativamente pequefias, las proteinas foraneas presentadas por el
virus pueden inducir respuestas inmunes capaces de reducir la sensibilidad del receptor a los efectos del
transgen. Por tanto, la administraciéon repetida del adenovirus recombinante puede resultar inefectiva.
Esta respuesta contra los vectores adenovirales pudiera también mediar la destruccién de las células
transfectadas, y provocar inflamacién hepatica y del miocardio (Epstein y cols., 2001). De hecho, en 1999
la autoridad regulatoria de EE.UU. (Food & Drug Administration) interrumpié numerosos ensayos clinicos
de terapia génica, al ocurrir la muerte de un paciente de 18 afios incluido en un estudio de terapia génica
adenoviral en pacientes con deficiencia de ornitina transcarbamilasa (Lehrman, 1999).

A diferencia de los vectores virales, el ADN plasmidico desnudo se caracteriza por su baja
inmunogenicidad y por una toxicidad reducida (Muller y cols., 2007). Se ha sugerido que una proporcion
significativa de la antigenicidad asociada al ADN se le podria atribuir a las histonas (Andreasseny cols.,
2002). No obstante, en el caso de los plasmidios generados a partir de E. coli, las preparaciones de ADN
recombinante no presentan histonas, con lo cual se reduce aun mas la probabilidad de una respuesta
inmune no deseada. Por otra parte, los vectores plasmidicos permiten la expresidn transitoria del gen
terapéutico insertado, lo cual es importante desde el punto de vista de la seguridad, ya que la expresién
de VEGF a largo plazo podria conducir a una angiogénesis no deseada. Otras ventajas de los vectores
plasmidicos son su capacidad de transfectar una amplia variedad de células, y que su purificacion se logra
mediante una metodologia simple y menos costosa que la de los vectores virales (Lyon y cols., 2008).
Tomando en cuenta los elementos antes expuestos acerca del gen terapéutico y del vector, se

decidio estudiar la transferencia génica del VEGF12 por medio de un vector plasmidico que, a
pesar de su menor eficiencia de transfeccion, ofrece mayor seguridad para el paciente. Se utilizé
especificamente el plasmidio pAEC-A2 (Herrera y cols., 2000). Aunque estaba inicialmente
concebido para la inmunizacion con ADN, este vector resulta especialmente atractivo para la
transferencia de genes terapéuticos, debido a su disefio compacto y a la ausencia de secuencias
homologas al genoma humano.

El vector pAEC-A2 consta de dos bloques funcionales bien definidos: una unidad de transcripcién en
células de mamiferos, compuesta por el promotor/potenciador de CMV y las sefiales de procesamiento y
poliadenilacién del SV40; y otra unidad de replicacién/seleccion en bacteria, formada por el origen de
replicacion ColE1 y un gen de resistencia a kanamicina (Herrera y cols., 2000). La unidad de expresion
eucariota y el gen de resistencia a kanamicina se encuentran en orientaciones opuestas para evitar la
superposicidon de ambas unidades, con lo cual se logra mayor estabilidad de la informacion genética
eucariota dentro del hospedero bacteriano. Se ha demostrado que el promotor/potenciador de CMV es
capaz de inducir una mayor expresién génica en el miocardio de ratas, que el promotor de CMV
solamente (sin potenciador), y que otros tres promotores virales y celulares (Jeong y cols., 2002).

El pAEC-A2 carece de secuencias irrelevantes con respecto al objetivo de la transferencia génica. Este
vector tampoco presenta secuencias de homologia con el genoma humano, para evitar los eventos de
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recombinacién homdloga in vivo. Dado que el gen del VEGF;,; es un gen propio, su insercion en este
vector aportaria una fuente de homologia. Sin embargo, el gen clonado es una versién de ADNc del gen
original que, al no contener las secuencias correspondientes a los intrones, dificulta el proceso de
recombinacién homdloga.

Otros grupos de investigacidon han abordado la transferencia génica del VEGF,45 por medio del vector
plasmidico phVEGF,¢; (Hedman y cols., 2003; Kastrup y cols., 2005; Kusumanto y cols., 2006). El pAEC-A2
posee algunos elementos en comun con este vector, como el promotor/potenciador de CMV y las sefiales
de procesamiento y poliadenilacién del SV40. El vector phVEGF4; se deriva del pUC118 (Isner y cols.,
1995), de modo que incluye el origen de replicacidn del bacteriéfago filamentoso f1, que constituye una
secuencia innecesaria en relacién con la transferencia génica. El pAEC-A2, derivado del pUC19, no
contiene dicho elemento. El phVEGF45 posee ademas el origen de replicacidén del SV40, que incluye una
repeticion de 72 pb que contribuye a la entrada del ADN plasmidico al nucleo. Esta secuencia, que si es
relevante para la expresiéon del transgen, tampoco esta presente en el pAEC-A2.

Otra diferencia entre ambos vectores es el marcador de resistencia a antibidtico. En el caso del phVEGF s,
porta el gen de resistencia a ampicillina, el cual contiene dos secuencias inmunoestimuladoras o motivos
CpG, capaces de potenciar la respuesta inmune contra el agente terapéutico codificado. Estas secuencias
pueden mediar respuestas inflamatorias, que a su vez producirian una disminucién del efecto terapéutico
en términos del nivel y la persistencia de la sintesis proteica, por lo que se consideran inconvenientes con
relacién a la terapia génica. El gen de resistencia a kanamicina no presenta tales secuencias, de modo que
el pAEC-A2 resulta ventajoso en este aspecto. Por otra parte, la presencia de trazas de ampicillina en el
producto final puede provocar reacciones alérgicas en los pacientes tratados con phVEGF¢s. Estos
eventos ocurren con menor frecuencia cuando se utiliza la kanamicina como antibidtico para la seleccion.
Por ultimo, la mayor talla del phVEGF65 (5651 pb) con respecto al pAEC-A2 (4171 pb considerando el
vector mas el gen del VEGF,¢5) implica que, para administrar igual nimero de moléculas de ADN
plasmidico, es necesario aplicar una dosis de phVEGF,¢5 superior a la de pAEC-A2 en un 35%. Todos estos
elementos sefialan al pAEC-A2 como un vector mas compacto y mas seguro en relacién con su posible
aplicacion en el humano.

Con posterioridad al inicio de la presente investigacidn se reporté el empleo del vector pCK para transferir
el gen del VEGF45 a pacientes con enfermedad vascular periférica (Kim y cols., 2004). Este vector es muy
similar al pAEC-A2, con el cual comparte el promotor/potenciador de CMV y el gen de resistencia a
kanamicina. Sin embargo, contiene la region 5’ no traducida del gen inmediato-temprano de CMV,
también conocida como intrén A, que tiene la capacidad de aumentar los niveles de expresién del
transgen hasta dos veces. Esta secuencia no se presenta en el pAEC-A2. La superioridad del pCK con
respecto al pAEC-A2 sugiere que los vectores para terapia génica se pueden continuar optimizando para
lograr una mayor eficiencia, tanto en la transferencia del gen a las células diana, como en su expresion,
con el objetivo final de lograr un efecto terapéutico superior.

El factor limitante asociado al empleo de vectores plasmidicos para la transferencia génica es su baja
eficiencia de transfeccién. A pesar de esta limitacion, las caracteristicas del transgen, la proteina y el tejido
diana pueden contribuir a la modulaciéon fenotipica del hospedero. De hecho, se ha demostrado que el
VEGF;,, v el VEGFs se sintetizan eficientemente (hasta 3 ng/mL de medio) en células de musculo liso
vascular, independientemente de la baja eficiencia de transfeccién (5%) de los vectores plasmidicos
utilizados (Dulak y cols., 2000).
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La caracteristica del VEGFy,; de ser una proteina secretada y soluble es otro factor que contribuye al éxito
de la transferencia génica con ADN desnudo, puesto que el producto génico es capaz de ejercer efectos
paracrinos. En un estudio previo con genes reporteros se demostrd que las transfecciones con genes de
proteinas secretadas, a pesar de ocurrir con baja eficiencia, pueden alcanzar efectos biolégicamente
significativos, que no se logran con genes de proteinas intracelulares (Losordo y cols., 1994). Por ende,
incluso si la transferencia génica del VEGF;,, se limitara a un nimero relativamente pequefio de células,
los niveles de expresién y los efectos paracrinos del producto génico secretado podrian ser suficientes
para lograr un efecto bioldgico relevante.

Otro elemento importante es la especificidad del VEGF por las células endoteliales, dado que sus
receptores estan restringidos a este tipo de células (Yla-Herttuala y cols., 2007). Por lo tanto, toda la
actividad del VEGF se concentra en el elemento celular critico responsable de la formacion de nuevos
vasos sanguineos.

El ambiente isquémico del musculo transfectado es otro factor que favorece la captacion del transgen por
parte de las células. En estudios previos de transferencia génica intramuscular se ha demostrado que la
eficiencia de transfeccion se incrementa en mas de 5 veces cuando el musculo inyectado estd isquémico,
en comparacion con el musculo normoperfundido (Takeshita y cols., 1996a; Tsurumiy cols., 1997).
Ademas, la isquemia induce la expresién enddgena de VEGF en las células endoteliales y regula
positivamente los receptores de VEGF en la superficie celular (Ferrara, 2004). La proliferacion de las
células endoteliales en el territorio isquémico crea nuevos sitios potenciales de sintesis y secrecién de
VEGF. De esta manera, la isquemia contribuye a amplificar el efecto de una pequeia cantidad de VEGF
exdgeno.

Por ultimo, el VEGF inhibe la apoptosis (Ruixing y cols., 2007), y media un incremento en las células
progenitoras endoteliales circulantes después de la transferencia génica (Kalka y cols., 2000). Tales efectos
complementan la accidon mitogénica del VEGF, lo cual podria resultar en un incremento adicional en la
viabilidad de las células endoteliales.

La clonacidn del gen del VEGF;,; en el vector pAEC-A2 dio lugar a cuatro clones recombinantes
denominados pVEGFi,;:-1, -2, -3, y -4, cuya identidad se confirmd a través de un andlisis de restriccién y de
la secuenciacion del gen de interés. En todos los casos, los patrones de restriccidn estuvieron en
correspondencia con las predicciones tedricas, tanto en el nimero de bandas como en sus respectivas
tallas. Las secuencias obtenidas para los cuatro clones coincidieron totalmente con la reportada (Leung y
cols., 1989; Tischer y cols., 1991).

Los clones recombinantes se purificaron a mediana escala con vistas a su caracterizacion in vitro. El juego
de reactivos EndoFree Plasmid Mega Kit (Qiagen, Alemania) permite obtener, a nivel de laboratorio, hasta
5 mg de ADN plasmidico por litro de cultivo, con una elevada pureza y libre de endotoxinas (QIAGEN,
2009). Este procedimiento posibilité la obtencién de los plasmidios en preparaciones de alta calidad,
Optimas para transfectar células de mamiferos.

La expresion del transgen en los sobrenadantes de cultivo de células CHO-K1 se comporté de manera
similar en los cuatro clones recombinantes y fue entre 15 y 20 veces superior a la obtenida para el vector
vacio (Fig. 7). Estos resultados evidencian la capacidad de los clones para transfectar células de
mamiferos, y sugieren su potencial utilidad para la transfeccion in vivo de las células diana. Los niveles de
expresion estuvieron en correspondencia con los reportados por otros investigadores para el plasmidio
phVEGFc; (Hedman y cols., 2003; Kastrup y cols., 2005; Kusumanto y cols., 2006).
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Los productos génicos derivados de los cuatro clones recombinantes demostraron ser biolégicamente
activos en células endoteliales humanas. El VEGF4,, expresado y secretado en los sobrenadantes de cultivo
fue capaz de estimular la proliferacién de las células HUVEC de manera significativa con respecto al vector
pPAEC-A2 (Fig. 8). En el modelo de angiogénesis in vitro, los sobrenadantes derivados de los clones
indujeron modificaciones en las células HMEC, con formacidn de estructuras semejantes a capilares (Fig. 9
A-F). Los clones pVEGF3,;:-1, -3, y -4 mostraron efectos significativamente superiores al del vector pAEC-
A2, a diferencia del clon pVEGF;,:-2, que no se distinguié del vector vacio desde el punto de vista
estadistico (Fig. 9 G).

Los resultados indican que la proteina expresada es capaz de mediar no solo la proliferacidn celular, sino
también los drasticos cambios morfoldgicos y la reorganizacion celular que se requieren para la formacion
de nuevos vasos sanguineos por las células endoteliales in vivo.

Una vez demostradas las capacidades proangiogénicas de los clones recombinantes in vitro, se pasé a la
siguiente etapa experimental, los estudios en animales. En este sentido era necesario disponer de
mayores cantidades de ADN plasmidico, que cumpliera con los requerimientos de calidad establecidos
para su administracidon en animales, y posteriormente en humanos. Por este motivo fue preciso trabajar
con un solo clon recombinante. Se selecciond el clon pVEGF;,;:-1, sobre la base de sus resultados en los
experimentos de expresién génica y actividad bioldgica, aunque los clones pVEGF;,4-3, y -4 mostraron
resultados similares.

El plasmidio pVEGF;,:-1, renombrado pVEGF,,4, se purificé a gran escala a partir de fermentaciones de la
cepa DH10B de E. coli. El cambio en la temperatura de cultivo de 372C a 429C durante la ultima hora del
proceso fermentativo se introdujo con el objetivo de incrementar el nimero de copias del plasmidio. Se
ha reportado que el rendimiento de ADN plasmidico a 429C puede ser hasta tres veces superior al
obtenido a 379C (Lahijani y cols., 1996). Esta variacion de la temperatura no solo incrementa el nimero de
copias, sino que también reduce el contenido de ARN bacteriano y proteinas contaminantes, lo cual tiene
gran importancia para el proceso de purificacion subsiguiente, y para la calidad de la preparacidn final de
ADN plasmidico.

Los cuatro lotes de pVEGF4,; generados mostraron resultados similares en relacion con la concentracion
de ADN plasmidico, el porcentaje de ADN superenrollado y el contenido de contaminantes, lo que
evidencia la reproducibilidad y consistencia del proceso de purificacidn. Los resultados estuvieron en
correspondencia con las especificaciones de calidad definidas para el plasmidio pVEGF;,, (Anexo 3). De
esta manera se aseguré que los lotes de pVEGF1,; cumplieran también lo establecido por las autoridades
regulatorias a nivel internacional para la administracién de ADN plasmidico desnudo en animales y
humanos (Voss, 2007).

Se presto especial atencidon al porcentaje de ADN superenrollado presente en las preparaciones finales,
puesto que es esta la conformacidn mas eficiente en la transfeccidn de las células diana. La presencia de
mas del 90% de ADN superenrollado garantiza la maxima eficiencia de transfeccién y contribuye asi al
efecto terapéutico del vector.

Tomando en cuenta la demostracién de la capacidad proangiogénica del plasmidio pVEGF,, y las
evidencias experimentales relativas a la calidad de las preparaciones, se decidié realizar un estudio
exploratorio de la toxicidad del vector en animales sanos, como paso previo a su evaluacién en modelos
animales de enfermedades isquémicas.
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Las vias de administracién evaluadas (intramuscular e intramusculo cardiaco) estuvieron en funcion de los
modelos animales que se ensayarian posteriormente (isquemia de miembros inferiores e isquemia del
miocardio, respectivamente). Se ha reportado que el musculo estriado es capaz de captar y expresar
genes transferidos en forma de ADN plasmidico desnudo (Wolff y cols., 1992). En el caso de la
transferencia génica intramiocardica, se ha demostrado que el miocardio es capaz de captar el ADN mds
eficientemente que otros tejidos. Se ha documentado que la inyeccidn de genes en el corazén de ratas
resulta en niveles de expresion génica hasta 50 veces superiores a los obtenidos en musculo esquelético
(Buttrick y cols., 1992). La transferencia génica intramuscular, en comparacién con la intraarterial por
ejemplo, propicia una menor distribucién del plasmidio administrado hacia regiones diferentes del sitio de
aplicacion.

Las dosis ensayadas fueron lo suficientemente altas (al menos 10 y hasta 30 veces la dosis terapéutica)
con el propdsito de evaluar los posibles efectos téxicos que pudiera provocar la administracién del vector
pPVEGF,,; en ratas Sprague-Dawley. La dosis terapéutica correspondiente a cada via de administracién se
determiné sobre la base de las dosis administradas a pacientes con enfermedad vascular periférica
(Makinen y cols., 2002) y con cardiopatia isquémica (Vale y cols., 2000), respectivamente, en estudios
anteriores con plasmidios portadores del gen del VEGF 5.

El peso corporal y el consumo de alimento son indicadores del estado general de los animales, asi como
de su bienestar. Los incrementos de peso registrados en todos los grupos se corresponden con las curvas
de crecimiento de animales sanos para ambos sexos (Charles River Laboratories, 2008). La disminucién en
el consumo de alimento de los grupos de animales hembras tratados intramusculo cardiaco con respecto
a los tratados por via intramuscular, que se observo el dia inicial del ensayo (Fig. 12 A), es atribuible al
estrés causado por la administracién en el corazén, que es mas cruenta que la realizada en el musculo
esquelético y requiere anestesia (ver Acapite 3.15.1). Este efecto no se observé en los animales del sexo
masculino. Esta diferencia entre sexos puede deberse a que las hembras son mas sensibles al estrés que
los machos (Vidal y Jacob, 1986). En todos los momentos del estudio el comportamiento de los grupos
tratados con las diferentes dosis del pVEGF;,; fue similar al de su control correspondiente, lo que indica
gue la administracién del vector no afecté estos parametros.

El hecho de que no se registraran observaciones clinicas durante todo el experimento en los grupos de
tratamiento, es otro hallazgo a favor de la seguridad del vector en estudio. Los hallazgos macroscépicos
observados en dos animales del grupo VI (10xDT i.m.c.) a las 48 horas del tratamiento, fueron
probablemente consecuencia de fallos en el procedimiento de administracion intramusculo cardiaco.
Dada la baja frecuencia de aparicidn de estos hallazgos, y el hecho de que no se presentaron en el grupo
VII (20xDT i.m.c.), es posible inferir que no estan relacionados con el plasmidio administrado.

A nivel microscépico, la reaccién inflamatoria intersticial observada a las 48 horas en los grupos tratados
con pVEGF,,, por via intramuscular parece estar relacionada con el tratamiento recibido, puesto que la
frecuencia de aparicidn del evento se incrementé en funcién de la dosis administrada (Tabla 6). Esta
reaccion puede ser un resultado de la accidn del VEGF,,, expresado por los miocitos transformados. El
papel del VEGF como mediador de los mecanismos de inflamacidn se ha descrito con anterioridad tanto
para condiciones fisiolégicas (Zittermann y Issekutz, 2006) como para una serie de patologias tales como:
colon irritable (Scaldaferriy cols., 2009), inflamacidn vesical (Saban y cols., 2008), y psoriasis (Simonetti y
cols., 2006).
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El tejido de cicatrizacidn, acompafnado o no por focos de necrosis, se presentd con mayor frecuencia en
grupos que recibieron tratamiento con pVEGF,;: los grupos IV (30xDT i.m.), VI (10xDT i.m.c.) y VII (20xDT
i.m.c.) (Tabla 6). Se aprecia cierta tendencia a una relacion con el tratamiento en estudio. Sin embargo, el
analisis estadistico no confirmd esta observacidon. Dado que ambos eventos se presentaron en animales
del grupo tratado con placebo en el musculo cardiaco, es posible especular que este tejido de
cicatrizacion, aun desorganizado (Fig. 14 E, F), aparezca como mecanismo de reparacion del trauma
causado por la administraciéon. En este sentido, resulta interesante la diferencia entre los grupos tratados
con placebo por vias diferentes: grupo | (i.m.)=0 contra grupo V (i.m.c.)=2. Esto puede estar relacionado
con la mayor agresividad del tratamiento intramusculo cardiaco en comparacién con la via intramuscular.
La eosinofilia perivascular y peribronquial se presentd en el grupo 1l (20xDT i.m.) con una frecuencia
significativamente superior a la correspondiente al grupo placebo (Tabla 6). Sin embargo, no se observo
en el grupo IV, que recibid la mayor dosis. En la literatura no aparecen reportes que describan al VEGF
como agente desencadenante o mediador de los procesos alérgicos. Por el contrario, se reportan niveles
elevados de VEGF como consecuencia de enfermedades como la rinitis alérgica y el asma (Yuksel y cols.,
2007; Matsune y cols., 2008). Este evento, que también se presentd en los grupos inoculados en el
musculo cardiaco, podria tratarse de una reaccién alérgica inespecifica durante las primeras horas post-
tratamiento. En cuanto a otros hallazgos de menor incidencia, es poco probable que estén relacionados
con el vector en estudio.

A los 14 dias del tratamiento, los hallazgos microscépicos se limitaron al tejido de cicatrizacion en el sitio
de administracién, como respuesta al trauma causado por el procedimiento. La no aparicién de otros
eventos registrados a las 48 horas evidencia la reversion de efectos tales como la reaccién inflamatoria
intersticial a células redondas, y la eosinofilia perivascular y peribronquial. En el caso de la necrosis, es
posible inferir que el propio tejido de cicatrizacién, ya maduro y bien definido, haya reemplazado los focos
necréticos (Fig. 15 Ay B).

El conjunto de resultados de este estudio indica que el vector pVEGF,; es seguro en ratas Sprague-Dawley
cuando se administra por via intramuscular en dosis hasta 30 veces superiores a la dosis terapéutica, o por
via intramusculo cardiaco en dosis hasta 20 veces la dosis terapéutica. Sobre esta base, se pasé a la
evaluacion del vector en modelos animales de enfermedades vasculares isquémicas, con vistas a obtener
evidencias del efecto terapéutico de la transferencia génica del VEGF;,;, asi como elementos adicionales
acerca de su seguridad.

Se utilizaron un modelo canino de isquemia de miembros inferiores y un modelo porcino de isquemia del
miocardio. En estos ensayos se mantuvieron las vias de administracién intramuscular e intramiocardica,
respectivamente, puesto que constituyen alternativas mucho mas eficientes que la via intravascular con
respecto a la transfeccién y a la angiogénesis en el tejido diana (Yla-Herttuala y cols., 2007). Estas
estrategias se caracterizan ademads, por una menor expresion del transgen en regiones diferentes del sitio
de administracion, por lo que son mas seguras. En el caso del modelo de isquemia de miembros inferiores,
la via intramuscular es menos invasiva que la intraarterial.

Las dosis administradas se seleccionaron tomando en cuenta la experiencia de otros grupos de

investigacion, que han aplicado la transferencia génica del VEGFis5 por medio de vectores
plasmidicos a pacientes con enfermedades vasculares isquémicas. En el caso de la isquemia de

miembros inferiores, se reporta que 1,2 mg del plasmidio phVEGF¢5 es la minima dosis efectiva
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para una unica administracion (Shyu y cols., 2003). En otros estudios se ha observado que una
dosis de 2 mg de ADN plasmidico es apropiada para lograr mejoria clinica y hemodindmica en
pacientes con enfermedad vascular periférica (Makinen y cols., 2002; Kim y cols., 2004).

Con respecto a la isquemia del miocardio, se han ensayado dosis entre 125 pg y 1 mg (Symes y
cols., 1999; Sylven y cols., 2001; Kolsut y cols., 2003; Kastrup y cols., 2005). Por otra parte, se
han realizado estudios de transferencia génica del VEGF-C en un rango de dosis de 0,2 a 2 mg de
ADN plasmidico (Losordo y cols., 2002; Fortuin y cols., 2003; Reilly y cols., 2005). Dado que en
estos estudios no se han encontrado diferencias significativas entre dosis, se seleccion6 0,5 mg
como una dosis intermedia dentro del rango explorado. En ambos experimentos se utiliz6 la dosis
correspondiente al humano, sobre la base de la demostracion de seguridad del vector en dosis hasta
20 veces superiores a la dosis terapéutica.

El empleo del perro Beagle como soporte del modelo de isquemia de miembros inferiores
constituye un elemento novedoso, puesto que la especie mas cominmente utilizada en este tipo de
experimentos es el conejo. El modelo canino tiene varias ventajas en comparacion con el modelo
en conejo. En el perro, los vasos sanguineos se encuentran mas accesibles para la diseccion. El
sistema anatomico de los vasos del sector iliaco e inferiores, permite inducir una isquemia mas
severa (Rakue y cols., 1998). El perro tiene mayor resistencia que el conejo a la anestesia, a los
procederes quirdrgicos, y al dafio isquémico inherente al modelo. Con respecto a los estudios
angiogréaficos, en el perro es posible localizar el latido de la aorta mediante palpacion, sin
necesidad de equipamento de ultima generacion.

Por otra parte, se plantea que la eficiencia de la transferencia génica es inversamente proporcional
al tamafio de la especie receptora, debido a las limitaciones que presentan los vectores para
distribuirse en grandes volumenes de tejido (Yla-Herttuala y cols., 2004). Este postulado sugiere
que el modelo canino tiene mayor valor predictivo que su similar en conejo, puesto que la talla del
perro es mas cercana a la del humano. Ademas, por tratarse de una especie mas robusta, el modelo
canino resulta ventajoso desde el punto de vista de la homogeneidad y de la reproducibilidad de
los resultados.

Este modelo canino de isquemia de miembros inferiores se caracteriza por una reducida presién de
oxigeno, lactato venoso femoral incrementado, y necrosis del musculo esquelético. En nuestro ensayo, las
extremidades operadas presentaron una disminucion promedio de la presidn sistélica del 53%, con
respecto a las intactas, 10 dias después de la intervencién quirurgica.
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El sistema circulatorio posee al menos, dos componentes basicos en su segmento arterial: uno
correspondiente a la macrocirculacion, que incluye los vasos de grande y mediano calibre; y otro
gue concierne a la microcirculacion, relacionado con los pequefios vasos y capilares. EI segmento
de la macrocirculacion cumple, entre otras, las funciones de conduccién y amortiguacion del flujo
sanguineo; mientras que el segmento microcirculatorio tiene como principal funcion el
intercambio de nutrientes con los tejidos (Rissanen y Yla-Herttuala, 2007). Ambos componentes
son necesarios y se complementan entre si. Se requiere un sistema competente de grandes y
medianos vasos para lograr una cantidad y calidad de sangre adecuada en la microcirculacion, pero
al mismo tiempo una microcirculacion eficiente es imprescindible para lograr una 6ptima nutricion
de los tejidos.

El indice de presiones proporciona informacion acerca del estado de la circulacion a nivel de los
vasos de grande y mediano calibre. A los 30 dias de la transferencia génica, se evidencié un
incremento estadisticamente significativo, de 0,23 unidades, en el grupo tratado con pVEGF;2; con
respecto al grupo control. En la préactica médica, un incremento del indice de presiones mayor que
0,15 se considera un indicador importante de mejoria clinica (Sontheimer, 2006). El incremento
promedio observado a los 30 dias post-tratamiento para los animales tratados con pVEGF; fue de
0,27 con respecto al nivel basal (Fig. 16), lo cual supera de forma amplia lo aceptado como
variacion biolégicamente relevante. Dicho aumento equivale a una elevacion de 20 mm Hg en la
presion sistdlica de la extremidad, lo cual provoca un efecto notable sobre el flujo arterial por dos
vias: directamente por aumento del gradiente de presiones, e indirectamente por los efectos sobre
el diametro arterial. Esto se traduce en una mejoria de alto valor clinico en la circulacion de las
extremidades tratadas.

El estudio de reserva vasomotora aporta informacidn basica sobre la capacidad de la pequefia circulacidn
tisular de utilizar el aporte de sangre. A pesar de que las diferencias entre grupos de tratamiento no
fueron estadisticamente significativas, es importante destacar la relevancia bioldgica de estos resultados.
El hecho de que todos los animales tratados con pVEGF,,; respondieran a la infusion de Nitroglicerina (en
contraste con el 50% para el grupo control) indica cierta tendencia hacia un efecto positivo del vector en
estudio. Ademas, las respuestas en el grupo pVEGF,,; fueron parciales en el 33% y totales en el 67% de los
animales. Sin embargo, en el grupo control, de 3 animales respondedores, 2 lo hicieron parcialmente
(67%) y solo uno (33%) mostrd una respuesta total (Fig. 17).

Este hallazgo pudiera tener importantes implicaciones en relacidn con el establecimiento de una
estrategia terapéutica para la isquemia de miembros inferiores. Los resultados sugirieren que el pVEGF;,;
es capaz de mejorar las condiciones de disponibilidad de sangre a nivel de los pequefios vasos de la
circulacion mas superficial de la extremidad. Esto pudiera ser de gran importancia en personas con
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deficiencias marcadas de la circulacion arterial. Las mejorias observadas en el grupo control
probablemente se deben a la angiogénesis enddgena inducida por la isquemia (Semenza, 2001).
Los resultados hemodinamicos fueron confirmados por el estudio angiografico, donde se

obtuvieron evidencias anatomicas de incremento en la circulacion colateral de tipo convergente en
la extremidad tratada, a los 30 dias de la transferencia génica (Fig. 18). Este tipo de circulacion se
considera la forma mas Gtil de aparicion de vasos de neoformacion compensatorios.

Los resultados combinados a nivel de macro- y microcirculacién, asi como las evidencias
angiograficas, sugieren que el tratamiento con pVEGFi,; produjo un importante efecto sobre la
circulacion arterial de los animales tratados. Estos resultados estan en concordancia con estudios
previos que han aplicado con éxito la transferencia génica intramuscular del VEGFi5 en un
modelo de isquemia de miembros inferiores en conejo (Tsurumi y cols., 1996; Tsurumi y cols.,
1997). En estos trabajos se reportan incrementos de 0,21-0,24 unidades en el indice de presiones
de los animales transfectados con respecto a los controles. En un estudio posterior, se evaluaron
los efectos de la transferencia génica del VEGFi65 y del VEGF-B sobre la reserva vasomotora, en
un modelo similar (Wright, 2002). El grupo tratado con VEGFes exhibid una recuperacion
significativa de la reserva vasomotora con respecto a su condicion inicial. En todos estos trabajos
se han obtenido evidencias angiograficas de formacion de vasos colaterales.

El modelo porcino de isquemia del miocardio se establecié mediante la técnica del constrictor
Ameroide, que produjo una oclusion gradual (2-4 semanas) en la arteria circunfleja proximal. Este
método permite el desarrollo de una isquemia crénica en el territorio irrigado por dicha arteria y
sus ramas (Harada y cols., 1994). La variabilidad en la topografia y la severidad de las isquemias
inducidas (Tabla 10) pudo estar relacionada con las caracteristicas anatdmicas de cada animal y la
dominancia de la arteria colapsada con respecto al area muscular irrigada.

Los resultados evidenciaron una notable mejoria en la perfusion miocardica de los animales
tratados con pVEGF1,; en comparacion con el grupo control, a las 4 semanas de la transferencia
génica (Fig. 20). Esta mejoria se caracterizd por la regresion total o parcial de las isquemias
tratadas, y por un incremento estadisticamente significativo en el indice de captacion de **™Tc-
MIBI en el area isquémica.

Estos resultados son consistentes con los obtenidos con el modelo de isquemia de miembros
inferiores en perro. Nuestros hallazgos también coinciden con un estudio previo donde se aplico la
administracion intramiocardica de un vector adenoviral portador del gen del VEGFi,; en un

modelo similar de isquemia del miocardio (Lee y cols., 2000a). En este trabajo, los defectos de
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perfusion inducidos se normalizaron casi completamente a las 4 semanas del tratamiento. EI grupo
tratado presentd indices de isquemia regional significativamente inferiores a los del grupo control.
Asimismo, otros investigadores han documentado mejorias en la perfusion miocéardica como
resultado de la transferencia génica del VEGFi¢5 (Crottogini y cols., 2003) y del VEGF-C (Patila y
cols., 2006) por medio de vectores plasmidico y adenoviral, respectivamente.

Desde el punto de vista de la seguridad, el principal problema que plantea la angiogénesis
terapéutica es la ocurrencia de una angiogénesis patoldgica. Se plantea que la angiogénesis
patoldgica estd implicada en varias enfermedades, tales como: el crecimiento de tumores (Pradeep
y cols., 2005), la degeneracion macular (Churchill y cols., 2006), la retinopatia proliferativa
diabética (Liinamaa y Savolainen, 2008), y la artritis reumatoide (Malemud, 2007). Para lograr la
méaxima seguridad en la terapia génica con VEGF, lo ideal seria una expresion génica transitoria y
localizada, para garantizar que el organismo receptor no se exponga indefinidamente a altos
niveles de VEGF, y evitar la angiogénesis patoldgica en érganos o tejidos diferentes del sitio de
transferencia génica.

El elemento fundamental para lograr una expresién transitoria del transgen radica precisamente en el
vector. Los vectores plasmidicos, una vez transferidos a las células diana, permanecen en una forma
circular, no integrada y no replicativa (Rodriguez, 2004). La no integracidon del transgen al genoma
garantiza que su expresién sea de relativamente corta duracion, pues el ADN plasmidico es
desnaturalizado y removido, probablemente por el sistema reticulo-endotelial.

La localizacién de la expresidon génica en el tejido diana se puede lograr mediante la seleccion de una via
de administracion adecuada. En nuestro caso, como ya se ha explicado, la administracién del vector
directamente a los musculos isquémicos dificulta su dispersion en la circulacion, y por ende, la expresidn
del transgen en tejidos u érganos diferentes del sitio de administracién.

El producto génico es otro factor que contribuye a la seguridad de la terapia génica. El VEGF posee
importantes ventajas en este sentido, tales como su especificidad por las células diana, lo que garantiza
gue la accidn angiogénica se localice en las células endoteliales, y no en otros tejidos. Otra caracteristica
es su corto tiempo de vida media en la circulacidn (~34 min) (Epplery cols., 2002), que asegura un
reducido efecto sistémico.

Las observaciones clinicas en ambos experimentos indican que los tratamientos con el vector

PVEGF,; fueron bien tolerados por los animales de experimentacion. Los resultados de los
estudios hematologicos en el modelo de isquemia de miembros inferiores, confirman estas
observaciones y aportan evidencias en favor de la seguridad del vector. Uno de los eventos
adversos mas comunmente asociados a la transferencia génica del VEGF a los miembros inferiores
es la ocurrencia de edema (Baumgartner y cols., 2000; Shyu y cols., 2003; Rajagopalan y cols.,
2003; Kim y cols., 2004), debido a su actividad estimuladora de la permeabilidad vascular. Sin
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embargo, en nuestro estudio no se presentd edema en las extremidades tratadas con pVEGF2;.
Estos hallazgos sugieren que el vector pVEGF2; posee un marco de seguridad adecuado para su
aplicacion en humanos.

En resumen, los estudios en animales proporcionan evidencias de que la inyeccién intramuscular o
intramiocardica del vector pVEGF1,; es un método efectivo y seguro para la transferencia génica
del VEGF12; en modelos animales de isquemia de miembros inferiores e isquemia del miocardio.
La transfeccion in vivo del masculo esquelético resulté en un incremento del desarrollo de los
vasos colaterales y una mejoria en el déficit hemodinamico y fisiologico inducido por la isquemia.
La transferencia génica al miocardio isquémico resultd en una mejoria significativa de la perfusion
miocardica. Estos resultados sugieren la factibilidad de la terapia génica con el vector pVEGF2;
para promover la angiogénesis terapéutica en pacientes con enfermedades vasculares isquémicas.
En paralelo con los ensayos en modelos animales, se realizaron los estudios toxicoldgicos del
vector pVEGF,; por parte de la Unidad Bioterio del CIGB. En todos los casos, la especie utilizada
fue la rata Sprague-Dawley. Se llevaron a cabo dos estudios de tolerancia local, uno con una unica
administracion del vector por las vias intramuscular e intramusculo cardiaco (Unidad Bioterio
CIGB, 2003b), y otro con tres administraciones por via intramuscular (Unidad Bioterio CIGB,
2003a). Se realiz6 ademas, un estudio de toxicidad aguda, con administracion por ambas vias
(Unidad Bioterio CIGB, 2003c). De manera general, estos ensayos arrojaron que el vector
PVEGF12; no es toxico y es bien tolerado en las dosis terapéuticas, tanto en el muasculo esquelético
como en el masculo cardiaco, de modo que cumple con los requerimientos de seguridad necesarios
para su empleo en ensayos clinicos. Con posterioridad, se realiz6 un estudio de toxicidad a dosis
repetidas durante 14 dias, por via intramuscular, con similares resultados (Unidad Bioterio CIGB,
2006). A pesar de gue estos estudios no forman parte de la tesis en cuestion, es importante tenerlos
en cuenta como antecedentes de la siguiente etapa de investigacion.

Tomando como base la caracterizacidn bioldgica in vitro del pVEGF;,,, la calidad de las preparaciones del
vector, el analisis exploratorio de la toxicidad (ademas de los ensayos toxicolégicos anteriormente
mencionados), y los estudios en modelos animales, se obtuvo la autorizacion del CECMED, como
autoridad regulatoria, para realizar un estudio clinico piloto en pacientes con cardiopatia isquémica
critica, refractarios al tratamiento farmacoldgico, y no candidatos a los procederes convencionales de
revascularizacion.

La seguridad se consideré como la variable principal, tomando en cuenta el disefio del estudio. Los
principales eventos adversos fueron dos fallecimientos precedidos por infartos agudos del miocardio y
shock cardiogénico. Para establecer una relacién de causalidad con respecto a estos eventos es necesario
considerar no solo el vector en estudio, sino también otros factores como el proceder quirurgico utilizado
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para su administracion, asi como el precario estado de salud de los pacientes, que pudo incrementar aln
mas el riesgo quirurgico. Una relacidn de causalidad “posible” (Anexo 8) se refiere a un evento que
muestra una relaciéon temporal razonable con el tratamiento en estudio, que puede o no seguir un patrén
de respuesta conocido a la droga ensayada, pero que puede estar producido por otros factores, como los
anteriormente mencionados.

La toracotomia realizada para la administracidn intramiocardica del pVEGF,,, es un procedimiento
invasivo que conlleva la administracién de anestésicos y otros riesgos quirdrgicos. Tomando en cuenta el
delicado estado hemodindmico de los pacientes y su refractariedad al tratamiento médico convencional,
la aplicacién de cualquier proceder quirdrgico implica un riesgo importante. Por lo tanto, aunque no
existen suficientes elementos para atribuir estos eventos adversos al vector en estudio de manera directa,
tampoco es posible afirmar que no tengan relacién con el tratamiento aplicado, puesto que la
toracotomia también forma parte del tratamiento.

Otros investigadores que han utilizado procederes quirdrgicos invasivos para administrar vectores de
terapia génica también han registrado eventos adversos graves. En un estudio de administracion de un
plasmidio portador del gen del VEGF4;5 a través de una esternotomia (n=8) se reporté un infarto agudo del
miocardio dos dias después de la cirugia (Kolsut y cols., 2003). En otro ensayo, en el cual se aplicé la
toracotomia para administrar un plasmidio portador del gen del VEGF-C (n=30) se produjo una muerte a
las 24 horas del tratamiento, y ocurrieron otros eventos adversos graves como infarto agudo del
miocardio (2), fallo cardiaco congestivo (2), y accidente vascular encefalico (1) (Fortuin y cols., 2003).
También se han reportado eventos adversos graves en estudios de transferencia génica del VEGF;»;
mediada por adenovirus. La administracion del vector adenoviral en combinacién con una cirugia de
revascularizacion coronaria convencional (n=15) resulté en dos muertes perioperatorias a los 5 y 40 dias
del tratamiento, respectivamente (Rosengart y cols., 1999b). En el estudio fase Il REVASC se administro el
mismo vector a través de una mini-toracotomia a 32 pacientes (Stewart y cols., 2006). En este caso se
registraron dos muertes precedidas por shock cardiogénico perioperatorio a los 2 y 18 dias de la
intervencidn, respectivamente.

Los grupos de investigacion que han llegado a fases clinicas mas avanzadas (lI/I1l) en la

administracion intramiocérdica de factores de crecimiento han utilizado un sistema de localizacion
electromecanica e inyeccion por catéter, que permite el acceso al area isquémica por via
transendocardica, sin necesidad de toracotomia (Losordo y cols., 2002; Kastrup y cols., 2005;
Stewart y cols., 2009). Este es un sistema menos invasivo, que no requiere anestesia, sino que se
aplica al paciente bajo sedacion. En la actualidad no se dispone de esta tecnologia en nuestro pais
por ser altamente costosa. Por lo tanto, se hace necesaria la busqueda de alternativas que permitan
reducir al minimo los riesgos asociados a los procederes de administracion.

Otros autores han evaluado el efecto angiogénico del VEGF, combinando la terapia génica con
procederes de revascularizacion tales como la ACTP o la cirugia de revascularizacion coronaria
(bypass) (Rosengart y cols., 1999b; Hedman y cols., 2003; Kolsut y cols., 2003). En tales casos el

paciente debe ser tributario de alguno de estos procedimientos, y los beneficios siempre superan el
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riesgo quirdrgico. Sin embargo, esta estrategia no responde al verdadero problema de salud, que
estd dado precisamente para aquellos pacientes que no son candidatos a esas técnicas de
revascularizacion, y que no responden al tratamiento farmacologico convencional. La Unica opcion
de tratamiento para estos pacientes es el transplante cardiaco, pero esta practica esta limitada por la
disponibilidad de donantes, de modo que se prioriza a los pacientes mas jovenes. En consecuencia,
este tipo de paciente, que de manera general tiene una edad avanzada, se encuentra sin opcion
terapéutica y con muy baja calidad de vida.

Entre los eventos adversos atribuibles a la administracion intramiocardica de vectores de terapia
génica se encuentran las arritmias ventriculares (Losordo y cols., 1999; Kanemitsu y Komeda,
2006). En este ensayo clinico se registraron tres eventos de arritmia, dos de los cuales se
resolvieron espontaneamente, y un tercero que requirié tratamiento farmacologico. En este Gltimo
caso, la arritmia se produjo antes de la administracion del pVEGF1;, por lo que no se relaciona
con el vector ni con su administracion.

Como ya se ha discutido, el VEGF estd implicado en la patogénesis de la retinopatia proliferativa
diabética (Liinamaa y Savolainen, 2008) y en el crecimiento y desarrollo de tumores latentes
(Pradeep y cols., 2005). No obstante, durante los 180 dias de seguimiento no se registré la
aparicion de retinopatia ni de tumores en los pacientes tratados, lo cual esta en correspondencia
con una respuesta angiogénica localizada en el sitio de interés, y con una expresion transitoria del
gen transferido.

Para la evaluacién de la seguridad de un producto, el analisis de los parametros de laboratorio
clinico tiene una gran importancia, ya que permite detectar cualquier alteracion hematolégica o
bioquimica que se produzca como consecuencia del tratamiento en estudio. En nuestro ensayo
solamente se detectdé un nivel alterado de eosinéfilos en un paciente que presentd un episodio
alérgico. El resto de los pardmetros permanecié dentro de los rangos no patoldgicos. Este
comportamiento apoya la nocion de seguridad del pVEGFi,;, dado que su administracién no
afectd la homeostasia ni las funciones vitales de los pacientes.

Con relacién a la seguridad, se puede resumir lo siguiente: Los eventos adversos graves registrados,
aunque no son atribuibles al vector en estudio, si se relacionan con la toracotomia utilizada para su
administracién, que es un proceder invasivo. Al evaluar la seguridad del tratamiento como un todo,
resulta evidente que es de alto riesgo. Ademas, los pacientes incluidos en este estudio tenian un gran
deterioro de su sistema cardiovascular, lo que incrementé ain mas el riesgo de eventos adversos. Con
vistas a futuros estudios, es importante valorar la estrategia de administracién en funcidn de reducir los
riesgos al minimo posible, tomando en consideracidn el estado inicial de los pacientes. Adicionalmente, la
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administracién intramiocardica del pVEGF,,, estuvo asociada a arritmias ventriculares de intesidad leve,
que se resolvieron espontaneamente.
El efecto bioldgico del ADN plasmidico como vector de terapia génica esta mediado por los

procesos de transfeccion de las células diana y expresion del gen transferido. El resultado de estos
procesos se puede estimar indirectamente en funcion del aumento en la concentracion del producto
génico en sangre. La concentracion sérica de VEGF se utilizd en este ensayo como un indicador de
la ocurrencia de transfeccion y expresion del gen del VEGF1,1 en el miocardio de los pacientes.

Los pacientes estudiados mostraron una alta variabilidad tanto en los niveles basales, como en la
magnitud del incremento en la concentracion de VEGF post-tratamiento (Fig. 21). Esto se corresponde con
lo reportado por otros investigadores en estudios con el VEGF5; (Freedman y cols., 2002). No obstante,
todos los pacientes experimentaron aumentos notables en sus niveles de VEGF (1,8-9,9 veces con
respecto al nivel basal) a partir del segundo dia posterior a la transferencia génica, lo que indica que el
vector administrado fue capaz de transfectar las células diana y de expresar el transgen.

Sin embargo, es probable que los niveles séricos de VEGF no reflejen con fidelidad las concentraciones
locales de VEGF,; en los sitios de administracidn del vector. En un modelo porcino de isquemia del
miocardio, la inyeccion intramiocdrdica de un plasmidio portador del gen del VEGF 45 resultd en niveles
maximos de VEGF en sangre de solo 40 pg/mL (Tio y cols., 1999). Sin embargo, la técnica de Western blot
de muestras de tejido evidencio fuertes bandas de expresién de VEGF, indicadoras de altas
concentraciones en el miocardio, aunque estos niveles de proteina no se cuantificaron. En otro estudio se
registraron concentraciones miocardicas de VEGF de 2,8 £ 0,2 ng/mg de proteina, como consecuencia de
la transferencia génica adenoviral del VEGF;,; (Lee y cols., 2000a). En un modelo de isquemia de
miembros inferiores en rata, los musculos transfectados con un vector adeno-asociado portador del gen
del VEGFy55 se removieron y se cultivaron ex vivo (Shimpo y cols., 2002). A las 24 horas, en los
sobrenadantes de cultivo se detectaron niveles de VEGF de 5,3 + 1,5 ng/g de tejido. Sin embargo, las
concentraciones séricas de VEGF se mantuvieron por debajo del limite de deteccion del ensayo (15,6
pg/mL). Otro evento que pudo haber influido en los niveles de VEGF observados es la unién del VEGF;,;
liberado en la circulacion a receptores solubles de VEGF (Yla-Herttuala y cols., 2007), con la consecuente
reduccidn en los niveles de proteina circulante.

La duracién del incremento en la concentracidn sérica de VEGF tiene implicaciones de seguridad ya que,
como se explicé anteriormente, la expresion a largo plazo de altos niveles de VEGF pudiera conducir a una
angiogénesis patoldgica. En tres de los cuatro pacientes estudiados, los niveles séricos de VEGF
permanecieron elevados por encima del valor basal durante los 15 dias posteriores al tratamiento (Fig.
21); aunque dos de ellos (HA02 y HAO5) mostraron una tendencia descendente a los 7 y 15 dias. Es posible
que el periodo de medicion de 15 dias haya resultado insuficiente para comprobar la reducciéon de la
concentracién de VEGF hasta el nivel basal. En estudios anteriores de transferencia génica del VEGF 5 por
medio de vectores plasmidicos, se cuantificé el VEGF en plasma hasta 30 6 90 dias después del
tratamiento (Symes y cols., 1999; Sarkar y cols., 2001), con lo que se demostré que los niveles retornaban
a su condicion inicial. En consecuencia, con vistas a futuros estudios, seria recomendable medir los niveles
séricos de VEGF durante un tiempo mas prolongado.
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Al abordar la evaluacién del efecto terapéutico es necesario tener en cuenta que, por tratarse de un
ensayo clinico piloto, los elementos aportados por este estudio son limitados, y en modo alguno
concluyentes, con respecto a la efectividad del tratamiento estudiado. El analisis del efecto
terapéutico incluyo la evaluacion clinica y los estudios de perfusion miocardica por SPECT. Los
pacientes estudiados experimentaron mejoria clinica y regresion parcial de las isquemias tratadas.

El objetivo fundamental de la terapia génica angiogénica con el VEGF,,, es el mejoramiento de los
pardmetros clinicos de los pacientes. Dada su condicién inicial, los cambios en cualquiera de estas
variables dan una idea del efecto terapéutico del vector. La mejoria clinica observada en los pacientes se
caracterizd por una drastica reduccién de los episodios semanales de angina y por ende, del consumo de
Nitroglicerina, asi como por la mejoria en la clasificacion funcional segln la SCC (Anexo 6). De cuatro
pacientes estudiados, que presentaban clase funcional Ill en el momento de su inclusién, dos mejoraron a
clase |, y los dos restantes progresaron a clase Il (Fig. 22 A).

Segun la SCC, la clase funcional lll implica limitaciones manifiestas en la actividad fisica ordinaria, puesto
gue la angina puede aparecer en condiciones normales. En cambio, para los pacientes con clase funcional
Il la angina aparece en circunstancias particulares que implican un esfuerzo adicional. Estos pacientes
presentan una limitacién leve de la actividad ordinaria. La clase funcional | por su parte, implica que la
actividad fisica ordinaria no produce angina, y esta solo aparece como consecuencia de ejercicios intensos
o prolongados. A la luz de lo anterior, los cuatro pacientes estudiados lograron reducir o eliminar las
notables limitaciones que presentaban en la actividad fisica ordinaria al inicio del estudio, al menos
durante los 180 dias de seguimiento. Esto tiene importantes implicaciones en la calidad de vida de los
pacientes.

De acuerdo con lo esperado, las mejores respuestas al tratamiento coincidieron con los mayores

incrementos en los niveles séricos de VEGF con respecto a los valores basales (Figs. 21 y 22). Los
pacientes HAO1 y HAOQ5, cuyas concentraciones de VEGF en suero aumentaron 9,9 y 4,6 veces,
respectivamente, mejoraron de clase funcional Ill a I. En contraste, los pacientes HA02 y HA03,
gue mostraron incrementos mas discretos (1,8 y 2 veces, respectivamente), solo progresaron hasta
la clase Il. Una mayor elevacion en la concentracion de VEGF en sangre se corresponde con un
mayor nivel de expresion del transgen en las células diana, y con una mayor actividad angiogénica
en el sitio de interes.

Sin embargo, en términos de tiempo, no es posible correlacionar las variables de respuesta al
tratamiento con los niveles séricos de VEGF. Las respuestas clinica y de perfusion miocardica no
dependen solo de la disponibilidad de VEGF;,; en el miocardio, sino del desarrollo de vasos
sanguineos colaterales. La angiogénesis terapéutica comprende una cascada de eventos que
comienza con la unién del VEGF1,; a sus receptores en la superficie de las células endoteliales. La

activacién de las células endoteliales, acompafiada por la degradacién de la matriz extracelular,
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conduce a la proliferacion, y posteriormente a la migracion direccional de dichas células. A
continuacion ocurre la remodelacion de la matriz extracelular para iniciar la formacion de una
estructura tubular por parte de las células endoteliales. Una vez formado el tubo, ocurre una
diferenciacion que conduce a la formacion del lazo que conecta la region irrigada con la
isquémica. Finalmente, el nuevo vaso es estabilizado por células de masculo liso (pericitos) que
recubren la capa endotelial (Mulligan-Kehoe y Simons, 2007).

Este complejo proceso toma un minimo de tres semanas. La expresion génica en cambio, no dura
mucho mas de dos semanas. En estudios en animales se ha detectado la presencia del ARNm
correspondiente al transgen en el tejido diana, entre 3 y 14 dias después de la transferencia génica
(Tsurumi y cols., 1996; Leong-Poi y cols., 2007). En consecuencia, la maxima expresion de VEGF
y Su maxima concentracion en sangre, se producen mucho antes que la maxima respuesta a la
terapia. Es por eso que los niveles séricos de VEGF se midieron entre 2 y 15 dias después del
tratamiento, mientras que las variables de respuesta se evaluaron a partir de los 30 dias.

En el estudio de perfusion miocérdica se evidencio una reduccion en la severidad de los defectos
isquémicos tratados. La mayoria de los segmentos ventriculares analizados experimenté algun tipo
de mejoria en la perfusion (Fig. 24). En adicion a las mejorias alcanzadas en las areas de
administracion del pVEGF1,1, se observaron incrementos de la perfusion miocardica en regiones
no relacionadas con los sitios de inyeccion (Fig. 23 flechas). Estos efectos pueden deberse a la
conexion de los vasos de nueva formacion con redes preexistentes que irrigaban otras areas del
miocardio alejadas del sitio donde se administré el pVEGF2;, de modo que se mejord el flujo
sanguineo a esas zonas en adicion a la seleccionada por los investigadores. Otra posibilidad es la
accion paracrina del VEGF1,; que, una vez expresado y secretado por los cardiomiocitos, pudo
estimular la angiogénesis en otras regiones diferentes del sitio de inyeccién. La aparicion de un
nuevo defecto de perfusion no relacionado con el territorio de administracion del pVEGF12; (Fig.
23 cabeza de flecha) pudo deberse a la cardiopatia isquémica de base que presenta este tipo de
paciente, la cual continla actuando sobre la vasculatura coronaria independientemente de la
terapia aplicada.

Estos resultados estan en correspondencia con los obtenidos por otros investigadores que han
utilizado vectores plasmidicos para transferir los genes del VEGF45 (Kolsut y cols., 2003) o del
VEGF-C (Fortuin y cols., 2003; Reilly y cols., 2005). En el primer caso se traté a ocho pacientes
con una dosis de 0,4 mg del plasmidio por via intramiocardica (Kolsut y cols., 2003). A los 6
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meses de la cirugia, siete de los ocho pacientes estaban libres de angina. Los sujetos refirieron
mejoria en su calidad de vida y disminucién en el consumo de Nitroglicerina. Se observé una
reduccion de los defectos isquémicos segin SPECT, y mejoria funcional del ventriculo izquierdo.
En el segundo caso, los investigadores estudiaron la administracion intramiocadica de un
plasmidio portador del gen del VEGF-C a 30 pacientes. Al afio de seguimiento se observaron
mejorias en la prueba de ejercicio y en la clase funcional, asi como una reduccion en el uso de
medicamentos (Fortuin y cols., 2003). A los 2 de afios, el 88% de los pacientes tratados tenia clase
funcional I o 11, y solo el 12% tenia clase funcional Il (Reilly y cols., 2005).

En resumen, con respecto al efecto terapéutico, se obtuvieron evidencias de mejoria en cuanto a la
evaluacion clinica y a la perfusion miocérdica de los pacientes. Estos elementos se traducen en un
mejor estado de salud, mayor calidad de vida, y mayores posibilidades de sobrevida para los
pacientes. No obstante, es Util reiterar que por tratarse de un ensayo clinico piloto, y por el
reducido tamafio de la muestra, no es posible hacer aseveraciones definitivas acerca del efecto
terapéutico del vector estudiado.

Ademads, se debe tener en cuenta que los estudios preclinicos que sustentan los elementos de seguridad y
eficacia de los factores de crecimiento para la angiogénesis terapéutica se realizan en animales sanos,
jovenes, sin factores de riesgo para enfermedades cardiovasculares. En contraste, los pacientes que se
escogen en la practica clinica para estos tratamientos son personas de edad avanzada, con multiples
antecedentes patoldgicos personales y un gran deterioro de su sistema cardiovascular y de su salud en
general (Lekas y cols., 2006).

Con posterioridad a la conclusién del estudio clinico, se contacté a los pacientes, y se conocid que los
cuatro continuaban vivos dos afos después del tratamiento con pVEGF3,;. Dos de ellos mantenian un
estado de salud similar al que presentaban al final del estudio, y los dos restantes habian recaido con las
crisis anginosas propias de su enfermedad de base. Esta informacion resulta relevante tomando en cuenta
gue en el momento del diagndstico, a estos pacientes se les pronosticaba menos de un afo de vida.

A pesar de que el concepto de la terapia génica con el pVEGF;,; se demostré en modelos animales de
isquemia de miembros inferiores e isquemia del miocardio, la evaluacion clinica solo se llevd a cabo en
pacientes con cardiopatia isquémica. Sin embargo, los experimentos que conforman esta tesis sientan las
bases para realizar un estudio clinico fase | en pacientes con enfermedad vascular periférica. Esta
aplicacion resulta particularmente relevante para pacientes refractarios al tratamiento farmacoldgico, no
candidatos a los procederes de revascularizacion quirudrgicos o endovasculares, y que se encuentran en
riesgo de sufrir la amputacién de una extremidad.

La terapia génica con VEGF aplicada al tratamiento de las enfermedades vasculares isquémicas ha sido
objeto de exhaustivas investigaciones. Numerosos estudios en modelos animales han probado su eficacia,
y los estudios clinicos fase | han demostrado su seguridad. De manera general, estos ensayos fase | no
controlados han reportado resultados alentadores (ver Acapites 2.3.3.2 y 2.3.3.4 de la Revisién
Bibliografica). Por el contrario, en la mayoria de los estudios fase Il/1ll aleatorizados y controlados, no se
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observan diferencias estadisticamente significativas entre los grupos tratado y control para las variables
principales (Tablas 2 y 3). No obstante, algunas variables secundarias tales como: la condicion clinica, el
indice de presiones tobillo/brazo (Kusumanto y cols., 2006) y la funcion ventricular (Kastrup y cols., 2005);
si han mostrado mejoria significativa en el grupo tratado con respecto al grupo control.

El andlisis conduce a la evaluacion del disefio de los ensayos y también, una vez mas, al problema de la
seleccion de los pacientes. Es posible que la terapia génica angiogénica no sea tan efectiva en pacientes
de edad avanzada como en los animales jévenes utilizados en los estudios preclinicos. El principal
problema con relacién al tejido isquémico pudiera no ser solo la disponibilidad de factores de crecimiento,
sino también los defectos en la capacidad de respuesta a los estimulos angiogénicos debidos a una severa
aterosclerosis (Khurana y Simons, 2007). Sin embargo, el hecho de que la formacién natural de vasos
colaterales es capaz de rescatar el miocardio y los miembros inferiores isquémicos en pacientes ancianos,
apoya la validez del concepto de angiogénesis terapéutica. Las fallas terapéuticas deben estar mas
probablemente relacionadas con problemas técnicos o farmacolégicos en las estrategias actuales de
tratamiento.

Las estrategias futuras de angiogénesis terapéutica apuntan a la estimulacion conjunta de la angiogénesis
y la arteriogénesis para el tratamiento de las enfermedades vasculares isquémicas. La neovascularizacion
del musculo isquémico requiere la coordinacion de ambos procesos (Lahteenvuo y cols., 2009). Los vasos
neoformados en el proceso de angiogénesis, a partir de los preexistentes en el tejido isquémico, no son
robustos y a la larga terminan afectados por todos los factores de riesgo que acompafian a las
enfermedades vasculares.

La arteriogénesis es el desarrollo o alargamiento de arteriolas colaterales en respuesta adaptativa a la
oclusion arterial por un proceso de novo a partir de los precursores endoteliales circulantes. A diferencia
de la angiogénesis, no existe isquemia en el tejido donde ocurre y no se induce por la hipoxia (Gaffney y
cols., 2007). La arteriogénesis ocurre en regiones proximales con respecto al tejido que estd en
angiogénesis activa (Scholz y cols., 2002). Varios factores parecen tener este efecto: Ang-1 (Siddiqui y
cols., 2003), proteina quimioatrayente de los monocitos (MCP) -1 (Muhs y cols., 2004), TGF-B (van Royen y
cols., 2002), factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF) (Buschmann y cols.,
2003), FGF-1y -2 (Deindl y cols., 2003), y PDGF-BB (Cao y cols., 2003; de Paula y cols., 2009). Las
estrategias de administracion combinada de factores que estimulen la arteriogénesis y la angiogénesis
podrian ser mas exitosas (Schaper y Scholz, 2003).

Resulta especialmente interesante un estudio de Whitlock y colaboradores, en el cual se disefié un vector
adenoviral portador de un gen hibrido (ADNc/gendmico) del VEGF, capaz de expresar las isoformas 121,
165 y 189 en una proporcién 2:2:1. En un modelo murino de isquemia de miembros inferiores, este vector
resultd 100 veces mas potente que otros similares que expresaban las isoformas individuales (Whitlock y
cols., 2004). Estos resultados sugieren que las isoformas del VEGF funcionan de manera sinérgica.

La terapia que utiliza células progenitoras endoteliales circulantes se ha sugerido como perspectiva de
tratamiento, ya que estas células podrian, ademas de recuperar el endotelio después de una lesion, tomar
parte en la angiogénesis (Shantsila y cols., 2007; Mendoza, 2007). En modelos animales de infarto del
miocardio, cuando se administraron células progenitoras endoteliales, se indujo una neovascularizacidon
significativa y una reduccién de la apoptosis, con mejoria de la funcién cardiaca (Khurana y Simons, 2007).
Se conoce que las diferentes subpoblaciones derivadas de la médula dsea secretan factores angiogénicos
tales como: VEGF, FGF, Ang-1 y HGF; los cuales juegan un papel vital en la neovascularizacién. Estos
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efectos cardioprotectores y el grado de neovascularizaciéon dependen del nimero de células liberadas
(Ang vy cols., 2006).

Con relacién a la terapia celular, es importante hacer referencia a las primeras experiencias de este tipo
en nuestro pais, llevadas a cabo en el Instituto de Hematologia e Inmunologia y en el Instituto de
Cardiologia y Cirugia Cardiovascular. En un primer estudio se obtuvieron evidencias de la efectividad del
transplante de células mononucleares de la médula dsea autélogas en pacientes con infarto del miocardio
e insuficiencia cardiaca crénica severa, mediante técnicas de cardiologia nuclear (Peix y cols., 2006). En
ensayos clinicos mas recientes se estimo la seguridad y eficacia de la implantacién de células
mononucleares procedentes de la médula ésea o de sangre periférica, en las extremidades isquémicas
para el tratamiento de la enfermedad vascular periférica (Hernandez y cols., 2007a; Hernandez y cols.,
2007b).

La terapia génica angiogénica constituye un drea de investigacion aun joven, que enfrenta los retos
inherentes a toda estrategia terapéutica novedosa. La presente investigacion recoge los primeros estudios
de terapia génica realizados en Cuba, lo que ubica a nuestro pais entre los pioneros en este campo de la
investigacion cientifica. Las investigaciones futuras abrirdn nuevas posibilidades para abordar la
angiogénesis terapéutica de manera exitosa.
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. CONCLUSIONES

El vector plasmidico pVEGF1,; es capaz de transfectar células de mamiferos y de expresar el
transgen. El producto génico tiene actividad proangiogénica in vitro. Las preparaciones finales
satisfacen los parametros de calidad establecidos para su administracion en animales y
humanos. Por tanto, este plasmidio cumple con los requerimientos esenciales para promover la
angiogenesis terapéutica en modelos animales de enfermedades isquémicas.

La administracion aguda del vector pVEGF12; por via intramuscular e intramusculo cardiaco es
segura y bien tolerada en ratas Sprague-Dawley, lo que indica que este plasmidio posee un
marco de seguridad adecuado para su aplicacién en modelos animales.

El vector pVEGF1;, administrado en modelos animales de isquemia de miembros inferiores e
isquemia del miocardio, produce un incremento en la perfusion de los tejidos tratados, capaz
de conducir a la regresién parcial o total de las isquemias inducidas. Por consiguiente, este
plasmidio es potencialmente Gtil para el tratamiento de pacientes con enfermedad vascular
periférica o cardiopatia isquémica.

La administracion intramiocardica del vector pVEGF; a pacientes con cardiopatia isquémica
critica induce una elevacion en los niveles séricos de VEGF, que indica la ocurrencia de los
procesos de transfeccion y expresion del transgen. Aunque la toracotomia, como estrategia de
administracion, no es lo suficientemente segura para este tipo de paciente; la transferencia
génica del VEGF;,; es capaz de mejorar el estado clinico y la perfusion miocéardica, lo que

repercute favorablemente sobre la calidad de vida de los pacientes.
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. RECOMENDACIONES

Establecer un sistema de localizacion del area isquémica y administracion por catéter con
vistas a futuros ensayos clinicos con el pVEGF1,; u otros agentes similares. Esta metodologia
permitird realizar las inyecciones intramiocardicas por via transendocérdica, sin necesidad de
toracotomia, de modo que se eliminard el riesgo de eventos adversos graves asociados al
proceder quirdrgico.

En futuros ensayos clinicos con el pVEGFi,;, extender el periodo de medicion de la
concentracion serica de VEGF durante al menos 90 dias después del tratamiento, para verificar
si disminuye hasta el nivel basal. Esto permitird asegurar que el paciente no se expone a
concentraciones elevadas de VEGF por tiempo indefinido.

Realizar un ensayo clinico fase | de administracién del pVEGF;2; a pacientes con enfermedad
vascular periférica, para evaluar la seguridad del vector y su efecto terapéutico en relacién con
esta patologia.

Disenfar, construir y evaluar un vector para terapia génica que permita la transferencia génica

combinada de varios factores de crecimiento para estimular la angiogénesis y la arteriogénesis.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Esquema de la purificacion de ADN plasmidico a mediana escala mediante el juego
de reactivos EndoFree Plasmid Mega Kit (Qiagen, Alemania)

Bic
Lisad:

Filt

Precipitacion
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Anexo 2. Diagrama de flujo del proceso de purificacion de ADN plasmidico a gran escala

Centrifugacion del cultivo a 3000 rpm, 4°C
Lavado de la hiomasa con solucion tampon TE 13X
Centrifugacion a 3000 rpm, 4%

Almacenamiento de la biomasa a -20°C
Liberacion segun las especificaciones
del producto intermedio

Homogeneizacion de la hiomasa celular en solucian
tampon lisor a razon de 8 mbLfg de biomasa

Fuptura celular en solucidn tampan de lisis
arazan de 16 mL/g de hiomasa

Meutralizacion  en  solucidon  tampan de
neutralizacion a razan de 12 mbLfg de hiomasa

Centrifugacian a 10 000 rpm, 4°C durante 20 min

Filtracion del sobrenadante a traves
de papel de filtro Miracloth.

Diafiltracian v concentracion del material
mediante un concentrador AMICON RAZO00
con 3 cartuchos de pofvethersuifons (108 Da)

-G OO~ O—O—F-C

Material listo para entrar en la etapa
de purificacion cromatografica
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Cromatografia de intercambio anidnico
Gel Q-Sefarosa XL

Lavado: TE 1+ MNaCl 0,7 M

Elucion: TE 12X + NaCl 1 M

Concentracion en Amicon con membrana de
ultrafiltracion ¥M10, de 76 mm de didmetro

Cromatografia de tamiz molecular
Gel Sefacril S-1000
Elucion: MaZl 0 9%

Filtracion a traves de filtros de 0,2 um
Ervase enviales de 2 mL

Almacenamiento del ADM
plasmidico puro a -20°C

Sh-E-@-E-C-

Solucién tampon TE 1X: Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0

Solucién tampoén liso-: Glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, Tris-HCI 25 mM, pH 8,0
Solucién tampon de lisis: NaOH 0,2 M, SDS 1%, pH 12,5

Solucién tampon de neutralizaciéon: KAc 5/3 M, pH 4,8
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Anexo 3. Especificaciones de calidad de los lotes de pVEGF121

Ensayo

Método

Limite de aceptacion

Referencia

Caracteristicas
organolépticas

Inspeccion visual

Solucién transparente,
libre de particulas

PPO 4.09.140.98

Electroforesis en gel de

Identidad (talla) 4039 pb PPO 4.09.172.96
agarosa
Concentracion de ADN Absorbancia a 260 nm 0,4-0,6 mg/mL PPO 4.09.172.96
plasmidico
Porcentaje de ADN Electroforesis en gel de > 90% PPO 1.34.606.03

superenrollado

agarosa / Densitometria

Contenido de ADN
cromosomal de E. coli

Electroforesis en gel de
agarosa

< 0,01 pg/ug de ADN
plasmidico

PPO 4.09.172.96

Contenido de ARN

Electroforesis en gel de
agarosa

No detectable

PPO 4.09.172.96

Concentraciéon de
proteinas

Ensayo del 4cido
bicinconinico

< 0,01 pg/ug de ADN
plasmidico

PPO 4.09.065.02

Analisis de restriccion

Digestion con la
endonucleasa EcoRl

Una banda de 4039 pb

PPO 4.09.170.91

Esterilidad

Método de filtracion por

No crecimiento en 14

PPO 4.09.274.94

membrana dias
Pir6genos Ensayo in vivo en conejos Pasa la prueba USP 24
Seguridad general Ensayo in vivo en ratones Pasa la prueba USP 24

pH

Medicién con pHmetro

6,6-7,3

PPO 4.09.068.92

Expresion génica

Transfeccion de células
de mamiferos / ELISA

2 veces el valor del
control negativo

Quantikine (R&D

Systems, EE.UU.)

Actividad biol6gica

Ensayo de actividad
angiogénica in vitro
(Matrigel)

Actividad similar al
estandar de referencia
(VEGF12; 10 ng/mL)

Benelli y Albini, 1999

PPO: Procedimiento patrén de operaciones; USP: United States Pharmacopoeia.
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Anexo 4. Definiciones de términos médicos

Arritmia: Cualquier alteracion en la velocidad, la regularidad o la secuencia del latido
cardiaco.

Fotopletismografia: Método basado en el efecto fotoeléctrico, que permite registrar el cambio
de tamafio de una region determinada como consecuencia de la circulacion sanguinea en ella.
Al iluminar la piel, la luz que se refleja es captada por un elemento fotosensible (fotocelda o
fototransistor). Esa sefial eléctrica pasa a un equipo amplificador que registra la curva
fotopletismogréfica. La medicion permite determinar el volumen de sangre que circula por el
area estudiada.

Infarto del miocardio: Area de necrosis en el miocardio, como resultado de la interrupcion
del flujo sanguineo al tejido, cominmente debida a la oclusion de las arterias coronarias.
Shock cardiogénico: Condicién patoldgica caracterizada por una inadecuada perfusién de los
tejidos, provocada por la disminucion del volumen de sangre bombeado por el corazon, como

resultado de una enfermedad cardiovascular grave, usualmente el infarto del miocardio.

147



Anexos

Anexo 5. Consentimiento de participacion en la investigacion

El que suscribe , esta de acuerdo en

participar en el ensayo clinico “Administracion intramiocardica directa de un plasmido que
expresa el Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular para el tratamiento de la cardiopatia
isquémica critica”. Para obtener este consentimiento he recibido una explicacion amplia del Dr.

, quien me ha informado que:

1. Presento una cardiopatia isquémica critica. Esta es una enfermedad en la que existe una
disminucion del aporte sanguineo al corazdn que tipicamente se caracteriza por molestia o
dolor precordial que se exacerba por el ejercicio o tensiébn emocional y que se puede
acompariar de sudoracion, nduseas y/o disnea. En mi caso presento un cuadro avanzado con
limitacion importante de la actividad que no es posible resolver a través de procederes de
revascularizacion miocardica.

2. En el presente estudio se esta investigando el efecto del Factor de Crecimiento del Endotelio
Vascular (VEGF) el cual estimula el crecimiento de los vasos sanguineos (angiogénesis). Se
espera que este tratamiento sea Util para reducir la gravedad de los sintomas de la enfermedad.

3. ElI VEGF es un nuevo farmaco por lo que no estan totalmente caracterizados los riesgos de su
empleo. La informacion disponible actualmente con este producto proviene de estudios
experimentales en animales. Los estudios internacionales realizados hasta el momento con
otros productos similares han evidenciado que la administracion de VEGF se tolera bien por
los pacientes. Sélo se ha reportado como evento adverso arritmias durante la aplicacion del
producto, las cuales tienden a ser transitorias y pueden ser controladas por el especialista. Los
especialistas que se ocuparan de mi tratamiento tomaran todas las medidas necesarias para
que estos efectos sean minimos.

4. Aunque hasta el momento no se ha constatado que se produzcan, teéricamente existen otros
posibles riesgos:

e La posible estimulacion de la formacion de vasos sanguineos en tumores con el
consiguiente desarrollo de tumores preexistentes. Aungue este efecto no se ha reportado
en los ensayos clinicos, se realizaran varios estudios antes de aplicar el producto (examen
de mama, tacto rectal, ultrasonido, placa de térax, etc.) con el objetivo de identificar

cualquier tumor preexistente y excluir del ensayo a los pacientes que lo porten.
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o EIl desarrollo de aterosclerosis puede acelerarse en pacientes con la enfermedad y en
riesgo de progresion. Esta reaccion tampoco se ha reportado hasta este momento.

e También es tedricamente posible que el VEGF agrave el deterioro de la vision en
pacientes con diabetes mellitus. Es por ello que se excluiran del ensayo los pacientes con
retinopatia. También se realizard un examen oftalmoldgico para detectar cualquier
evidencia de cambios en el ojo.

En este estudio se incluiran 10 pacientes a los que se les administrara el producto en

investigacion, ademas del tratamiento convencional. La aplicacién del producto se realizara

de forma hospitalizada para lo cual serd necesario realizar una cirugia de térax bajo anestesia
general donde se seguiran todos los cuidados establecidos por un equipo de cirujanos y de

anestesidlogos, sin embargo no se esta exento de complicaciones perioperatorias debido a mi

enfermedad. Este procedimiento sera aplicado a los 7 dias del ingreso y despueés de la cirugia

los pacientes permaneceran como minimo 7 dias en el hospital siendo evaluados clinicamente

diariamente por el investigador que aplico el tratamiento. Se empleara una dosis Unica de 0.5

mg del producto por inyeccion directa en el muasculo cardiaco distribuido en cuatro puntos

cercanos a la zona isquémica.

El estudio comprende las siguientes evaluaciones: antes de administrar el producto, y a los 7

dias, al mes, 2 meses, 3 meses y 6 meses después de la aplicacion del producto. Se realizaran

los siguientes estudios:

e Tomografia computarizada y ecocardiografia. Ambas son técnicas no invasivas que
permiten determinar la localizacion de la afeccidn y evaluar el grado de afectacion.

e Estudios de laboratorio clinico para lo cual se requiere hacer extracciones de sangre: antes
de administrar el producto y en los dias 2, 4, 7, 15, 30 y 90 después de administrarlo.

Se mantendra el carécter confidencial de los datos personales del paciente, a los cuales tendra

acceso solamente el personal médico, paramédico y los monitores vinculados al ensayo.

Tengo el derecho de que se me expliquen todas las inquietudes que tenga relacionadas con el

estudio antes de decidir si participo o no en la investigacion.

La participacion en el estudio es absolutamente voluntaria y el hecho de no aceptar o retirarse

del estudio no afectara las relaciones con el hospital o los médicos, los que seguiran

atendiendo a los pacientes segun las normas habituales de esta institucion hospitalaria.
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10. En caso de presentarse eventos adversos, complicaciones o dudas durante el estudio puedo
contactar a:
Dr.

Localizacion:

Y para que conste y por mi libre voluntad firmo este consentimiento, del cual se me entrega una
copia, junto con el médico que me brindé las explicaciones alas |_|__|;|_| | del dia|__|__| del
mes |__|__| del 200|__|.

Firma del paciente:

Firma del médico:

Nombre del testigo:

Firma del testigo:
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Anexo 6. Clasificacion funcional de la angina segun la Sociedad Cardiovascular Canadiense

Clase | La actividad fisica ordinaria, como andar o subir escaleras, no produce angina. La

angina es consecuencia de ejercicios intensos, rpidos o prolongados.

Clase Il Limitacion leve de la actividad ordinaria. La angina aparece en las siguientes
circunstancias: caminando o subiendo escaleras de forma rapida, subiendo pendientes, caminando
0 subiendo escaleras después de las comidas, con frio o viento, bajo estrés emocional o sélo
durante las primeras horas del dia. Bajo circunstancias normales y a un paso normal, el paciente es

capaz de andar por llano mas de dos cuadras y subir mas de un piso de escaleras normal.

Clase 111 Limitaciones manifiestas en la actividad fisica ordinaria. La angina puede aparecer

al andar una o dos cuadras o subir un piso de escaleras en condiciones normales.

Clase IV Incapacidad para desarrollar cualquier actividad sin presentar molestia. De forma

ocasional, puede aparecer angina en reposo.
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Anexo 7. Técnica quirargica de toracotomia

Se aplicd anestesia general orotraqueal, se realizd un abordaje venoso profundo y 2 abordajes
venosos periféericos, y se cateterizo la arteria radial para el control invasivo de la tension arterial.
Se colocé el paciente en posicion decubito lateral izquierdo con angulacion de 40° posterior
(posicion para toracotomia anterolateral izquierda). Se practico la asepsia y antisepsia del campo
operatorio con Hibiscrub y povidona yodada, y se colocaron los pafios de campo quirdrgico.

Se realiz6 una incision de piel desde la linea mamilar izquierda hasta linea axilar anterior a nivel
del cuarto o quinto espacio intercostal con hoja de bisturi, se profundizé por planos con
electrobisturi, realizando hemostasia cuidadosa en cada plano. Se abri6 la fascia endotorécica y
seguidamente, la pleura parietal. Se colocé un separador de Finochietto y se abrid lentamente,
separando las costillas hasta lograr el campo deseado. Se rechazo el pulmén izquierdo hacia detras
y se utiliz6 un separador maleable de pulmon para mantener esa posicion. Se realizé la apertura
del pericardio paralelo al nervio frénico en una linea del &pex a la base de la orejuela izquierda. Se
expuso la cara anterolateral del ventriculo izquierdo para realizar la administracion
intramiocéardica del plasmidio pVEGFi2;.

Una vez concluida la administracion, se cerr6 el pericardio a puntos separados de Ethibond 3/0, se
colocd un drenaje tordcico por contraabertura en la linea axilar media, y se cerro la pared torécica
por planos. Se cubrid la herida y se conecto el drenaje toracico al sistema de evacuacion por vacio
y sello de agua.

El paciente fue trasladado a la Unidad de Cuidados Intensivos Postoperatorios de Cirugia
Cardiovascular. La profilaxis antibidtica se realizé con cefazolina 1 g endovenoso cada 8 horas
durante 72 horas (la primera dosis se aplicd en el quiréfano, en el momento de la apertura del
espacio pleural). Cada 1 hora se realizo el drenaje toracico y se evaluaron los signos vitales
(frecuencia cardiaca, tension arterial, presion venosa central, gasto cardiaco, presion en cufia)
mediante un catéter de Swan Ganz. La diuresis horaria se evalué mediante una sonda vesical
mientras el paciente estuvo dormido e inestable hemodinamicamente. El paciente se acoplé a un
ventilador Servo 900 C en modalidad respiratoria de SIMV+PA. Se vigilé y se tomd la conducta
apropiada en caso de presentarse arritmias, signos de bajo gasto o caida de la diuresis. El
ventilador mecanico y la sonda vesical se retiraron una vez que el paciente estuvo despierto,
cooperativo y hemodinamicamente estable. Los drenajes toracicos se retiraron a partir de las 48

horas del postoperatorio, cuando los drenajes fueron menores de 10 mL/h.
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Anexo 8. Clasificacion de los eventos adversos

Con respecto a la intensidad

1.
2.
3.

Leve: No requiere tratamiento.
Moderado: Requiere tratamiento o modificacion del esquema terapéutico.
Grave: Pone en peligro la vida del sujeto, causa la muerte, hospitalizacion, prolongacion de la

hospitalizacion, o produce incapacidad/invalidez.

Con respecto a la relacion de causalidad con el tratamiento en estudio

1.

Dudosa: El evento estda méas probablemente relacionado con otros factores que con el
medicamento implicado.

Posible: Un evento que 1) muestra una relacion temporal razonable; 2) puede 0 no seguir un
patron de respuesta conocido a la droga en ensayo; pero que 3) puede estar producido por otros
factores tales como el estado clinico del paciente o drogas concomitantes administradas.
Probable: Un evento que 1) muestra una relacion temporal razonable después de la
administracion del medicamento; 2) muestra un patron de respuesta conocido a la droga en
ensayo; 3) no se puede explicar por otros factores tales como el estado clinico del paciente o
drogas concomitantes administradas; 4) desaparece cuando se detiene su administracion pero
no se confirma con la reexposicion.

Definitiva: Un evento que 1) muestra una relacion temporal razonable; 2) sigue una respuesta
conocida a la droga en ensayo; 3) no existe una explicacion razonable de que sea producido
por otros factores tales como el estado clinico del paciente o drogas concomitantes
administradas; 4) desaparece cuando se detiene su administracion y reaparece cuando se

reinicia la exposicion, o produce una reaccion positiva en el sitio de aplicacion.

Con respecto al resultado obtenido

1. Resuelto 5. Empeoramiento

2. Resuelto con secuelas 6. Hospitalizacion o prolongacién de la misma
3. Mejoria 7. Peligro para la vida

4. Evento presente sin cambios 8. Fallecimiento
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Anexo 9. Imagenes gammagraficas de los animales correspondientes al estudio en el modelo
porcino de isquemia del miocardio

Grupo Control

Basal Semana 4

Cerdo 05

Cerdo 07
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Grupo pVEGF,,,
Basal Semana 4

Cerdo 01

Cerdo 03

Cerdo 04

Cerdo 06
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Anexo 10. Parametros de laboratorio de los pacientes tratados con pVEGF;2;

. Hemoglobina (g/100 mL) Rango no
Pacientes p p p . -
Basal 7 dias 30 dias 60 dias 180 dias patologico
HAO01 13,9 13,3 13,1 12,6 13,1
HAO02 10,2 12,2 10,8 11,6 10,8
HAO03 13,7 13,1 141 13,6 13,8
>10,0
HA04 11,8 - - - -
HAO05 12,2 11,8 12,2 12,3 12,4
HAO06 13,3 - - - -
. Hematocrito (%) Rango no
Pacientes - . " P 4
Basal 7 dias 30 dias 60 dias 180 dias patoldgico
HAO1 44 41 39 37 41
HAO02 44 40 36 39 36
HAO03 42 37 42 42 43
>30
HAO04 34 - - - -
HAO05 40 36 38 38 40
HAO06 43 - - - -
. Eritrosedimentacion (mm) Rango no
Pacientes = p - p ‘o
Basal 7 dias 30 dias 60 dias 180 dias patologico
HAO01 10 12 15 13 9
HAO02 30 15 12 20 23
HAO03 15 16 20 16 18 2-20 (3)
HA04 14 - - - - 2-30 (9)
HAO05 17 13 10 7 7
HA06 12 - - - -
) Leucocitos totales (10%/L) Rango  no
Pacientes = = = = L
Basal 7 dias 30 dias 60 dias 180 dias patologico
HAO01 7,7 9,8 8,5 6.8 75
HAO02 9,4 9,0 9,1 8,7 7,6
HAO03 55 53 58 7,7 75
5,0-10,0
HA04 5,7 - - - -
HAO05 9,4 8,3 8,7 75 7.9
HAO06 6,5 - - - -
Plaquetas (10%/L
Pacientes d ( ) - _ . i Rangg LY
Basal 7 dias 30 dias 60 dias 180 dias patologico
HAO01 317 328 305 288 239
HA02 325 331 318 320 230
HAO03 276 298 350 321 335
150-350
HAO04 175 - - - -
HAO05 307 326 342 309 311
HA06 309 - - - -
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. Neutrofilos (/L) Rango no
Pacientes - - - p .
Basal 7 dias 30 dias 60 dias 180 dias patoldgico
HAO01 0,70 0,68 0,65 0,66 0,64
HAO02 0,68 0,63 0,66 0,67 0,60
HAO03 0,69 0,65 0,50 0,66 0,63
<0,70
HA04 0,70 - - - -
HAO05 0,63 0,61 0,40 0,65 0,70
HA06 0,60 - - - -
i Linfocitos (/L) Rango no
Pacientes - p; p . T
Basal 7 dias 30 dias 60 dias 180 dias patologico
HAO01 0,25 0,30 0,32 0,33 0,32
HAO02 0,26 0,36 0,33 0,28 0,33
HAO03 0,28 0,33 0,45 0,28 0,35
<0,50
HAO04 0,28 - - - -
HAO05 0,34 0,32 0,35 0,33 0,26
HA06 0,39 - - - -
. Eosindfilos (/L) Rango no
Pacientes - - " p .
Basal 7 dias 30 dias 60 dias 180 dias patolagico
HAO01 0,00 0,02 0,02 0,01 0,03
HAO02 0,00 0,01 0,00 0,00 0,05
HAO03 0,00 0,01 0,03 0,03 0,01
<0,10
HAO04 0,01 - - - -
HAO05 0,01 0,03 0,22 0,00 0,02
HA06 0,00 - - - -
. Monacitos (/L) Rango no
Pacientes = = - p ‘o
Basal 7 dias 30 dias 60 dias 180 dias patologico
HAO01 0,05 0,00 0,01 0,00 0,01
HA02 0,06 0,00 0,01 0,05 0,01
HAO03 0,03 0,01 0,02 0,03 0,00
<0,10
HA04 0,01 - - - -
HAO05 0,02 0,03 0,03 0,02 0,01
HA06 0,01 - - - -
. Basdfilos (/L) Rango no
Pacientes = = = = P
Basal 7 dias 30 dias 60 dias 180 dias patologico
HAO01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
HA02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01
HAO03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01
<0,10
HAO04 0,00 - - - -
HAO05 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01
HAO06 0,00 - - - -

El dato sefialado se encuentra fuera del rango no patoldgico definido para el estudio clinico.
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Pacientes Aspartato aminotransferasa (ASAT) (U/L) Rango no
Basal 7 dias 30 dias 60 dias 180 dias patologico
HAO1 21 22 18 21 22
HAO02 31 35 25 25 28
HAO3 28 23 21 17 22
<35
HAO4 14 - - - -
HAOQ5 24 27 24 22 17
HA06 35 - - - -
. Bilirrubina total (umol/L) Rango no
Pacientes - - p p .
Basal 7 dias 30 dias 60 dias 180 dias patoldgico
HAO1 12,0 5,0 8,3 12,7 12,4
HAO02 10,0 6,9 11,2 12,3 13,5
HAO3 17,0 15,4 17,0 16,6 14,0
2,0-17,0
HAO04 16,0 - - - -
HAOQ5 6,4 6,6 6,1 7,1 7,3
HAOQ6 14,0 - - - -
. Fosfatasa alcalina (U/L) Rango no
Pacientes = = . p ‘o
Basal 7 dias 30 dias 60 dias 180 dias patoldgico
HAO1 96 73 105 83 71
HAO02 190 157 162 145 163
HAO3 133 150 172 153 137
40-190
HAO4 153 - - - -
HAO05 187 164 175 132 167
HAO06 104 - - - -
Alblmina (g/L
Pacientes (L) - - . i Rangg ~ ho
Basal 7 dias 30 dias 60 dias 180 dias patoldgico
HAO1 35 43 38 41 42
HAO02 42 45 39 47 50
HAO03 47 53 52 44 48
35-55
HA04 45 - - - -
HAOQ5 48 43 46 50 45
HAO06 49 - - - -
. Glicemia (mmol/L) Rango no
Pacientes = = = = P
Basal 7 dias 30 dias 60 dias 180 dias patologico
HAO1 4.6 3,5 53 5,6 55
HAO02 53 7,6 4.5 7,5 6,2 3,5-6,5 (no
HAO03 5.9 6,1 6,5 6,5 5,8 diabético)
HAO04 53 - - - - 3,5-10,0
HAO05 6,5 59 6,4 6,5 6,3 (diabético)
HAO06 6,3 - - - -
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Pacientes Creatinina (mmol/L) Rango no
Basal 7 dias 30 dias 60 dias 180 dias patologico
HAO01 67 78 85 73.3 93
HAO02 104 107 156 111 133
HAO03 76 84 87 75 83
<200
HA04 96 - - - -
HAO05 120 127 114 113 121
HA06 96 - - - -
Pacientes Urea (mmoI/L) Rango no
Basal 7 dias 30 dias 60 dias 180 dias patologico
HAO01 3,6 4.6 49 5,6 5,3
HAO02 10,4 11,8 15,1 13,3 12,5
HAO03 59 6,2 55 47 5,0
20,0-40,0
HAO04 59 - - - -
HAO05 6,8 7.3 7.5 6,7 6,4
HA06 4,0 - - - -
. Deshidrogenasa lactica (LDH) (U/L) Rango no
Pacientes - - p p .
Basal 7 dias 30 dias 60 dias 180 dias patolagico
HAO01 236 240 227 218 232
HAO02 238 216 225 236 230
HAO03 222 205 212 229 224
80-240
HA04 161 - - - -
HAO05 228 233 237 240 226
HA06 232 - - - -
Pacientes Colesterol (mmoI/L) Rango no
Basal 7 dias 30 dias 60 dias 180 dias patologico
HAO01 5,0 4.8 53 6,2 4.9
HA02 5,0 3,8 49 47 4,2
HAO03 53 6,4 6,7 5,6 5,6
<7,0
HA04 41 - - - -
HAO05 34 3,7 3,4 4,0 4,2
HA06 6,6 - - - -

159



Referencias Bibliogréficas

10. AUTOBIBLIOGRAFIA

Articulos cientificos

1.

Ojalvo AG, Seralena A, Vazquez R, Montequin JF, Vispo NS, Silva R, Aldama A, Puchades
Y, Sorell LT, Lopez-Saura P, Alfonso MA, Simon R, Ali A, Seuc A, Herrera L. Therapeutic
angiogenesis following intramuscular gene transfer of vascular endothelial growth factor 121
in a dog model of hindlimb ischemia. Electronic J Biotechnol 2003; 6: 208-222.

Ojalvo AG, Seralena A, Vispo NS, Silva R, Gonzalez N, Guevara L, Batista JF, Montequin
JF, Chaos N, Gonzalez R, Reina C, Pefia Y, Coca M, Perera A, Vazquez R, Puchades Y,
Garcia-Osuna T, Dominguez H, Reyes JL, Ali A, Herrera L. Intramyocardial gene transfer of
vascular endothelial growth factor 121 improves myocardial perfusion and function in the
ischemic porcine heart. Electronic J Biotechnol 2004; 7: 264-273.

Gonzalez MJ, Seralena A, Ojalvo AG, Gonzélez N, Villar A, Vispo NS, Garzén E, Chaos N,
Reina C, Gonzalez R, Chil R, Suérez LR, Méndez T, Senra G, Milan R, Batista JF, Pefia Y,
Coca M, Fleites G, Vazquez R, Betancourt BY, Guevara L, Naffe M, Garcia E, Guillén G.
Terapia génica con un plasmido que expresa el VEGF121 para el tratamiento de la cardiopatia
isquémica critica. Biotecnologia Aplicada 2008; 25: 16-23.

Reportes Cortos

1.

Vispo NS, Ojalvo AG, Seralena A, Silva R, Puchades Y, Ali A, Montequin JF, Gonzalez N,
Guevara L, Chaos N, Batista JF, Pefia Y, Coca M, Herrera L. Gene therapy with naked plasmid
DNA encoding VEGF121 leads to revascularization of ischemic tissue in animal models of
vascular diseases. Cardiovasc Pathol 2004; 13 (3 Suppl): S24.

Informes técnicos

1. Gonzalez MJ, Ojalvo AG, Seralena A, Vazquez R, Pérez M, Candelario M, Vega M,
Betancourt BY, Bacardi D, Montequin JF. Expediente para la autorizacién de ensayos
clinicos del plasmido pVEGF121 en el tratamiento de la cardiopatia isquémica e
insuficiencia arterial en miembros inferiores. Informe aprobado por la Comision de
Evaluacién de Informes Técnicos adjunta al Consejo Cientifico del CIGB. 2006.

2. Gonzédlez MJ, Ojalvo AG, Seralena A, Garcia E, Betancourt BY. Administracion
intramiocéardica directa de un plasmido que expresa el factor de crecimiento del endotelio
vascular para el tratamiento de la cardiopatia isquémica critica. Informe aprobado por la
Comision de Evaluacion de Informes Técnicos adjunta al Consejo Cientifico del CIGB.
2006.

160



Referencias Bibliogréficas

Eventos cientifico-técnicos
1. Second Interdisciplinary Euroconference on Angiogenesis. 2002. Portugal.

— Ojalvo AG, Seralena A, Vazquez R, Montequin JF, Vispo NS, Silva R, Aldama A,
Puchades Y, Sorell LT, Lopez-Saura P, Alfonso MA, Simon R, Ali A, Seuc A, Herrera L.
Therapeutic angiogenesis following intramuscular gene transfer of VEGF2; in a dog model
of hindlimb ischemia.

— Ojalvo AG, Seralena A, Vispo NS, Silva R, Gonzalez N, Guevara L, Chaos N, Creach O,
Gonzalez R, Batista JF, Pefia Y, Coca M, Perera A, Montequin JF, Sorell LT, Aldama A,
Alfonso MA, Garcia-Osuna T, Dominguez H, Reyes JL, Puchades Y, Ali A, Lopez-Saura
P, Véazquez R, Herrera L. Intramyocardial delivery of naked plasmid DNA encoding
VEGF,; improves myocardial perfusion and function in the ischemic porcine heart.

2. 6to Congreso Latinoamericano de Inmunologia. 2002. Cuba.

Ojalvo AG, Seralena A, Vispo NS, Silva R, Vazquez R, Puchades Y, Ali A, Lopez-Saura P,
Montequin JF, Sorell LT, Aldama A, Alfonso MA, Simon R, Seuc A, Gonzélez N, Guevara L,
Chaos N, Creach O, Gonzalez R, Batista JF, Pefia Y, Coca M, Perera A, Garcia-Osuna T,
Dominguez H, Reyes JL, Herrera L. Gene therapy using naked plasmid DNA encoding VEGF12;
in animal models of ischemic diseases.

3. XIX Congress of the International Society on Thrombosis and Haemostasis. 2003. Inglaterra.

Ojalvo AG, Seralena A, Vispo NS, Silva R, Vazquez R, Puchades Y, Ali A, Lopez-Saura P,
Montequin JF, Sorell LT, Aldama A, Alfonso MA, Simén R, Seuc A, Gonzélez N, Guevara L,
Chaos N, Creach O, Gonzalez R, Batista JF, Pefia Y, Coca M, Perera A, Garcia-Osuna T,
Dominguez H, Reyes JL, Herrera L. Gene transfer of naked plasmid DNA encoding VEGF1,;
leads to revascularization of ischemic tissue in animal models of vascular diseases.

4. Biotecnologia Habana 2003. 2003. Cuba.

Ojalvo AG, Seralena A, Vispo NS, Silva R, Vazquez R, Puchades Y, Ali A, Lopez-Saura P,
Montequin JF, Sorell LT, Aldama A, Alfonso MA, Simén R, Seuc A, Gonzélez N, Guevara L,
Chaos N, Creach O, Gonzalez R, Batista JF, Pefia Y, Coca M, Perera A, Garcia-Osuna T,
Dominguez H, Reyes JL, Herrera L. Gene transfer of naked plasmid DNA encoding VEGFi;
leads to revascularization of ischemic tissue in animal models of vascular diseases.

5. XIllIth International Vascular Biology Meeting. 2004. Canada.

Vispo NS, Ojalvo AG, Seralena A, Silva R, Puchades Y, Ali A, Montequin JF, Gonzalez N,
Guevara L, Chaos N, Batista JF, Pefia Y, Coca M, Herrera L. Gene therapy with naked plasmid
DNA encoding VEGF;,; leads to revascularization of ischemic tissue in animal models of vascular
diseases.

6. XII Congreso Panamericano de Flebologia y Linfologia Panafleb 2006. 2006. Cuba.

Ojalvo AG. Estado actual de la terapia génica angiogénica en el mundo cientifico de hoy.
[Conferencia]

7. Biotecnologia Habana 2006. 2006. Cuba.

161



Referencias Bibliogréficas

— Gonzalez MJ, Seralena A, Ojalvo AG, Gonzélez N, Villar A, Garzon E, Chaos N, Reina C,
Gonzélez R, Chil R, Suarez LR, Méndez T, Senra G, Miléan R, Batista JF, Pefia Y, Coca M,
Fleites G, Vazquez R, Betancourt BY, Guevara L, Naffe M, Garcia E, Vispo NS. Gene
therapy with VEGF in ischemic diseases. Early clinical trials results.

— Aldana L, Bacardi D, Cosme K, Urquiza D, Amaya R, Suérez J, Vazquez A, Gonzéalez MJ,
Ojalvo AG, Seralena A, Vispo NS. Resultados toxicoldgicos de la via intracardiaca como
alternativa de inoculacién del VEGF.

8. XXIV Conferencia Cientifica del CIMEQ. 2007. Cuba

Gonzalez MJ, Seralena A, Ojalvo AG, Gonzalez N, Villar A, Garzén E, Chaos N, Reina C,
Gonzalez R, Chil R, Suérez LR, Méndez T, Senra G, Milan R, Batista JF, Pefia Y, Coca M, Fleites
G, Vazquez R, Betancourt BY, Guevara L, Naffe M, Garcia E, Vispo NS. Administracion
intramiocardica directa de un plasmido que expresa el factor de crecimiento del endotelio vascular
para el tratamiento de la cardiopatia isquémica critica. Ensayo clinico.

9. | Congreso del Capitulo Latinoamericano de Especialistas Vasculares Angiocaribe 2007. 2007.
Cuba.

Ojalvo AG. Terapia génica. Estado actual. [Conferencia]
10. XXIst Congress of the International Society on Thrombosis and Haemostasis. 2007. Suiza.

Ojalvo AG, Gonzéalez MJ, Seralena A, Gonzalez N, Villar A, Garzén E, Chaos N, Reina C,
Gonzélez R, Chil R, Suérez LR, Méndez T, Senra G, Milan R, Batista JF, Pefia Y, Coca M, Fleites
G, Véazquez R, Betancourt BY, Guevara L, Nafeh M, Garcia E, Vispo NS. Myocardial gene
transfer of vascular endothelial growth factor for therapeutic angiogenesis in coronary artery
disease.

Logros Cientificos del Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia

1. Vézquez R, Pérez M, Brito JE, Martinez E, Paez R, Seralena A, Ojalvo AG, Vispo NS, Silva
R, Duefias S, Candelario M, Herrera I, Cosme K, Valdés J, Guillén G, Puchades Y, Vifia A,
Alvarez L, Morales J, Hernandez JM, Tambara Y, Rodriguez A. Establecimiento de una
tecnologia para la obtencién de ADN plasmidico para uso terapéutico y vacunal en humanos.
2001.

2. Seralena A, Vispo NS, Gonzélez N, Montequin JF, Batista JF, Vazquez R, Guevara L, Silva R,
Aldama A, Candelario M, Ojalvo AG, Puchades Y, Pérez M, Pefia Y, Coca M, Gonzélez R.
Obtencion del Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF) para ser usado por
primera vez en Cuba en una Terapia Génica para el tratamiento de la isquemia del miocardio y
de la isquemia critica de miembros inferiores. 2004.

3. Gonzélez MJ, Seralena A, Ojalvo AG, Gonzalez N, Villar A, Garzon E, Chaos N, Reina C,
Gonzélez R, Chil R, Suérez LR, Méndez T, Senra G, Milan R, Batista JF, Pefia Y, Coca M,
Fleites G, Vazquez R, Betancourt BY, Guevara L, Nafeh M, Garcia E, Vispo NS.
Administracion intramiocéardica directa de un plasmido que expresa el factor de crecimiento
del endotelio vascular para el tratamiento de la cardiopatia isquémica critica. Ensayo clinico.
2005.

162



Referencias Bibliogréficas

Trabajos presentados en el Forum de Ciencia y Técnica

1. Seralena A, Vispo NS, Gonzélez N, Batista JF, Montequin JF, Guevara L, Silva R, Herrera L,
Cosme K, Aldama A, Pefia Y, Vazquez R, Pérez M, Candelario M, Betancourt BY, Lopez-
Saura P, Ojalvo AG, Puchades Y, Gonzalez M, Sorell L, Coca M, Perera A, Gonzélez R,
Chaos N, Rodriguez AM, Alfonso L, Bacardi D, Vega M, Béquet M, Garcia-Osuna T,
Dominguez H, Porras D, Gonzélez F, Quesada R, Ballester A, Pérez M, Reina C, Alfonso MA,
Cabrera J, Reyes JL, Garcia J, Pichardo D, Aldana L, Garcia V, Caro M, Lemus R. Aplicacion
por primera vez en Cuba en una Terapia Génica para el tratamiento de la isquemia del
miocardio y de la isquemia critica de miembros inferiores. 2004. Relevante a nivel de Base.
Destacado a nivel Municipal.

2. Gonzélez MJ, Seralena A, Ojalvo AG, Gonzalez N, Villar A, Garzén E, Chaos N, Reina C,
Gonzélez R, Chil R, Suérez LR, Méndez T, Senra G, Milan R, Batista JF, Pefia Y, Coca M,
Fleites G, Vazquez R, Betancourt BY, Guevara L, Naffe M, Padron S, Rodriguez L, Gonzélez
M, Cabrera A, Suarez J, Valdés MA, Lopez Saura P, Campos R, Rochela L, Tapanes JL, Saez
F, Garcia E, Cruz R, Sellén J, Rodriguez AM, Bachiller C, Perera A, Pérez M, Romero S,
Marquez M, Guillén G, Herrera L, Vispo NS. Administracion intramiocardica directa de un
plasmido que expresa el VEGF para el tratamiento de la cardiopatia isquémica critica. 2006.
Relevante a nivel de Base. Relevante a nivel Municipal.

163



Referencias Bibliogréficas

164



