ES 2 347 553 T3

@ Numero de publicacién: 2 347 553

OFICINA ESPANOLA DE

PATENTES Y MARCAS @ Int. Cl.:
A61K 31/66 (2006.01)
ESPANA A61P 9/00 (2006.01)
@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Numero de solicitud europea: 04006854 .6
Fecha de presentacion : 14.07.1999

Numero de publicacion de la solicitud: 1468691
Fecha de publicacion de la solicitud: 20.10.2004

Titulo: Uso de bisfosfonatos en el tratamiento de la reestenosis vascular.

Prioridad: 14.07.1998 IL 125336 @ Titular/es: Yissum Research Development
Company of the Hebrew University of Jerusalem
46 Jabotinsky Street

92 182 Jerusalem, IL

Hadasit Medical Research Services &
Development Limited

Fecha de publicacion de la mencion BOPI: @ Inventor/es: Golomb, Gershon;
02.11.2010 Daneberg, Haim;
Monkkénen, Jukka y
Fishbein, llia
Fecha de la publicacion del folleto de la patente: Agente: Zuazo Araluze, Alexander
02.11.2010

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicién debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 347 553 T3

DESCRIPCION

Uso de bisfosfonatos en el tratamiento de la reestenosis vascular.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones que pueden prevenir, inhibir o reducir la reestenosis (denominada
algunas veces en la técnica “arterioesclerosis acelerada” y “estrechamiento tras angioplastia”).

Técnica anterior

Se considera que las siguientes referencias son pertinentes para el fin de entender los antecedentes de la presente
invencion.

1. Waller, B.F,, Orr, C.M, VanTassel J., et al. Clin-Cardiol. 20(2):153-60, (1997).

2. Anderson, W.D, King, S. Br., Curr-Opin-Cardiol., 11(6):583-90, (1996).

3. Moorman, D.L., Kruyer, W.B., Jackson, W.G., Aviat-Space-Environ-Med. 67(10):990-6, (1996).

4. Laurent S, Vanhoutte P, Cavero I, ef al., Fundam. Clin. Pharmacol., 10(3):243-57, (1996).

5. Walsh, K., Perlman, Semin-Interv-Cardiol., 1(3):173-9, (1996).

6. Schwartz, R.S., Semin-Interv-Cardiol., 2(2):83-8, (1997).

7. Allaire, E, Clowes, A.W. Ann. Thorac. Surg., 63:582-591, (1997).

8. Hamon. M., Bauters, C., McFadden, E.P, ef al., Eur. Heart J., 16:33s-48s, (1995).

9. Gottsauner-Wolf, M., Moliterno, D.J, Lincoff, A.M., Topol, E.J., Clin. Cardiol., 19:347-356, (1996).
10. Herrman, J.P.R., Hermans, W.R.M., Vos, J., Serruys, PW., Drugs, 46:18-52, (1993).

11. Leclerc, G., Voisine, P., Bouchard, M., Fleser, A., Martel, R. Elsevier Science, 722-724, (1995).

12. Topol, E., The NY Academy of Sciences, 225-277, (1997).

13. Fleisch, H., en: Bisphosphonates in bone disease. Parthenon Publishing Group Inc., pags. 184-186 (1997).
14. Monkkonen, J., Taskinen, M., Auriola, S., Urtti, J. Drug Target, 2:299-308, (1994).

15. Kramsche, D.M., y Chan, C.T., Circ. Res., 42:562-572, (1978).

16. Braunwald, E. Heart Disease en: A textbook of cardiovascular medicine; 5* ed., W.B. Saunders Company:
Filadelfia, (1997).

17. Gennaro Alfonso, R. Remington, en: The Science and Practice of Pharmacy, Mack Publishing, Easton PA, 19*
ed., (1995).

18. Monkkonen, J., y Heath, T.D., Calcif. Tissue Int., 53:139-145, (1993).

19. M. Donbrow en: Microencapsulation and Nanoparticles in Medicine and Pharmacy, CRC Press, Boca Ratén,
FL, p. 347.

Las referencias anteriores se reconoceran en el texto a continuacion indicando su nimero (tal como se muestra en
corchetes) de la lista anterior.

Antecedentes de la invencion

Durante la década pasada, se han mejorado en gran medida los medios mecénicos para lograr la revascularizacién
de vasos aterosclerdticos obstructivos. Los procedimientos de angioplastia coronaria transluminal percutdnea (ACTP)
incluyen pero sin limitarse a, dilatacién con balén, aterectomia por escision, colocacién de endoprétesis endolumina-
les, rotablacién y ablacion con l4ser. Sin embargo, la revascularizacién induce trombosis, e hiperplasia de la neointima,
que a su vez provoca reestenosis en una proporcién sustancial de arterias coronarias tras la angioplastia con bal6n sa-
tisfactoria y en injerto de derivacion aortocoronario de vena safena y otros injertos coronarios. Ademads, la hiperplasia
de la intima provoca reestenosis en muchas angioplastias femorales superficiales, endarterectomias carotideas y deri-
vaciones de vena femoro-distal. La introduccion de endoprétesis endovasculares ha contribuido a reducir la incidencia
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de reestenosis, pero este problema todavia sigue siendo significativo!'™®. A pesar de la extensa investigacién sobre la
incidencia, el ritmo, los mecanismos y las intervenciones farmacoldgicas en modelos de seres humanos y animales,
hasta la fecha no existe ninguna terapia que evite sistematicamente la reestenosis coronaria'’~'?. Actualmente todavia
se desean en gran medida composiciones y métodos para la reduccién o prevencion de la reestenosis.

Los bisfosfonatos (BP) (anteriormente denominados difosfonatos) son compuestos caracterizados por dos enlaces
C-P. Si los dos enlaces se ubican en el mismo dtomo de carbono (P-C-P), se denominan bisfosfonatos geminales.
Los BP son andlogos del pirofosfato inorganico endégeno que estd implicado en la regulacién de la formacién y
resorcion dseas. El término bisfosfonato se usa generalmente para bisfosfonatos geminales y no geminales. Los BP y
los pirofosfatos a veces pueden formar juntos cadenas poliméricas. Los BP actian sobre el hueso debido a su afinidad
por el mineral 6seo y son inhibidores potentes de la resorcion ésea y la calcificacién ectdpica. Principalmente, los BP o
el pirofosfato se han usado clinicamente como (a) agentes antiosteoliticos en pacientes con aumento de la destruccién
dsea, especialmente enfermedad de Paget, enfermedad 6sea tumoral y osteoporosis; (b) marcadores esqueléticos para
fines de diagnéstico (unidos a *™Tc); (c¢) inhibidores de la calcificacién en pacientes con osificacién y calcificacion
ectopica, y (d) agentes antisarro afiadidos a la pasta de dientes'?.

Sumario de la invencion

La presente invencién proporciona el uso de un bisfosfonato encapsulado dentro de un liposoma para la preparacién
de un medicamento para el tratamiento de la reestenosis, en el que los liposomas tienen un didmetro de entre 0,15 y
300 nm.

La expresion “cantidad eficaz” pretende indicar una cantidad del principio activo que es eficaz para lograr el re-
sultado terapéutico deseado, concretamente la prevencion o reduccidn de la reestenosis vascular. La cantidad eficaz
puede depender de varios factores incluyendo: peso y género del individuo tratado; el tipo de procedimiento médi-
co, por ejemplo, si la reestenosis vascular que va a inhibirse es tras angioplastia con balén, angioplastia con balén
seguida del despliegue de una endoprétesis, etc.; el modo de administracién del principio activo (concretamente, si
se administra sistémica o directamente al sitio); el tipo de portador que estd usdndose (por ejemplo, si es un portador
que libera rapidamente el principio activo o un portador que lo libera a lo largo de un periodo de tiempo); el régimen
terapéutico (por ejemplo, si se administra el principio activo una vez al dfa, varias veces al dia o una vez cada pocos
dias); factores clinicos que influyen en la velocidad de desarrollo de la reestenosis tales como diabetes, tabaquismo,
hipercolesterolemia, enfermedades renales, etc.; factores anatdmicos tales como si hay estenosis preangioplastia gra-
ve, obstruccion total, ubicacién de la arteria coronaria descendente anterior izquierda, lesién de injerto de vena safena,
lesiones largas, ACTP de multiples lesiones o multiples vasos, de la forma farmacéutica de la composicién; etc. Ade-
mads, las variables del procedimiento también pueden afectar a la dosificacién tal como una mayor estenois residual
tras ACTP, diseccidn grave, desgarro de la intima, tamafio apropiado del balén y la presencia de trombos. El experto,
mediante experimentacion de tipo rutinario, no debe tener dificultades sustanciales para determinar la cantidad eficaz
en cada caso.

La invencién puede aplicarse a la prevencion, la reduccién o el tratamiento de la reestenosis vascular y princi-
palmente, pero sin limitarse a, la reestenosis coronaria tras angioplastia. La reestenosis vascular resulta de diversos
procedimientos de angioplastia incluyendo angioplastia con balén, implantacién de endoprétesis intravasculares u
otros métodos de angioplastia percutdnea (incluyendo angioplastia de arterias coronarias, arterias cardtidas y otros
vasos susceptibles de angioplastia) asi como para reestenosis que resulta de estenosis de injerto vascular (por ejemplo,
tras cirugia de derivacién)'®. Ademds, la invencién también puede aplicarse a su uso para la prevencidn, la reduccién
o el tratamiento de la reestenosis vascular en arterias y venas periféricas.

Una aplicacién a modo de ejemplo de la invencidn es prevenir y tratar la reestenosis de la endoprétesis. Es un
procedimiento médico ampliamente aceptado desplegar una endoprétesis dentro de un vaso sanguineo dentro del
marco de un procedimiento angioplastico, para soportar las paredes del vaso sanguineo. Sin embargo, muy a menudo
se produce reestenosis a pesar de la presencia de la endoprétesis dentro del vaso sanguineo. Segin la invencidon, puede
administrarse el principio activo indicado anteriormente, o bien sistemdticamente o bien directamente al sitio, con
el fin de prevenir o inhibir tal reestenosis. Potencialmente, dicho principio activo puede formularse de una manera
que permite su incorporacién sobre la endoprétesis, lo que producird, de hecho, la administracién de dicho principio
activo directamente al sitio. El principio activo puede formularse de esta manera, por ejemplo, incluyéndolo dentro
de un recubrimiento de la endoproétesis. Ejemplos de recubrimiento son recubrimientos de polimero, por ejemplo,
compuestos por poliuretano, o un gel.

El principio activo usado segtin la invencién puede formularse en composiciones farmacéuticas mediante cualquie-
ra de las técnicas convencionales conocidas en la técnica (véase por ejemplo, Alfonso, ef al., 1995"7). Las composi-
ciones pueden prepararse en diversas formas tales como aerosoles, disoluciones, suspensiones, como un recubrimiento
de un dispositivo médico tal como una endoproétesis (véase anteriormente), etc. Ademds, las composiciones farmacéu-
ticas de la invencion pueden formularse de una forma adecuada para administracién topica con un portador o en una
forma de administracién que permite la penetracion del principio activo a través de la piel al interior del organismo
con el fin de actuar de manera sistémica. La forma de administracién preferida en cada caso dependerd del modo de
administracién deseado, que habitualmente es aquél que es el mas fisiolégicamente compatible segtin el estado del
paciente, otros tratamientos terapéuticos que el paciente recibe, etc. Segin una realizacion preferida de la invencion,
dicho principio activo se formula para dar una forma particulada. Esto puede lograrse encapsulando o impregnando
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el principio activo en particulas, por ejemplo particulas poliméricas, vesiculas lipidicas o liposomas. Ademads, tales
particulas pueden ser particulas de principio activo polimerizado (véase a continuacién). La presente invencién se
refiere a preparaciones liposémicas de dicho principio activo. Los liposomas pueden prepararse mediante cualquiera
de los métodos conocidos en la técnica (en lo que respecta a métodos de preparacion de liposomas, véase Monkkonen
et al., 199419 y Monkkonen et al."®. Los liposomas pueden estar cargados positivamente, ser neutros o estar cargados
negativamente (prefiriéndose actualmente los liposomas cargados negativamente), pueden ser de una tnica lamina o
de multiples ldminas. A veces, también pueden usarse composiciones que comprenden una combinacién de principio
activo libre (es decir, no encapsulado) y dicho principio activo encapsulado dentro de liposomas.

Mediante una realizacion preferida de la invencion, el principio activo se selecciona preferiblemente del grupo de
tales compuestos que pueden experimentar metabolismo intracelular. Un principio activo preferido para este grupo es
el compuesto clodronato!'® que tiene la siguiente férmula (IT):

OH CI OH
| l
0O=P-C-P=0 m
| I
OH CI OH

El clodronato se describié anteriormente para su uso en el tratamiento de hipercalcemia que resulta de neoplasias
en el tratamiento de osteolisis asociada a tumores''?, y como inhibidor de macréfagos!*!®),

Otros principios activos preferidos de este grupo son etidronato y tiludronato que tienen las siguientes férmulas
(IIT) y (IV) respectivamente:

OH CH; OH
L
0=‘P-C~P=0 (@I
|
OH OH OH
OH r‘{ OH
I l
o=|1>-|c-1>=o av)
|
OH S OH
|
|
Cl

Segtn la invenciodn, se prefieren también BP adicionales que tienen actividades similares a la del clodronato. Tales
BP pueden seleccionarse en base a su capacidad para imitar la actividad bioldgica del clodronato. Esto incluye, por
ejemplo: actividad in vitro en la inhibicion de la actividad fagocitica de células fagociticas, por ejemplo, macréfagos
y fibroblastos; inhibicién de la secrecién de IL-1 y/o IL-6 y/o TNF-a a partir de macréfagos; actividad in vivo, la
capacidad del BP sometido a prueba para prevenir o reducir la reestenosis en un modelo animal experimental tal como,
por ejemplo, el modelo de lesién con catéter de carétida de rata o conejo descrito en el ejemplo 1 a continuacidn, o el
modelo porcino de reestenosis; etc.
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Otro grupo preferido de principios activos segun la invencién son los amino-BP y cualquier otro BP que contiene
nitrégeno que tiene la siguiente férmula general (V)

OH OH OH

| I
O=P-C-P=0 )

|| |

OH X OH

en la que x representa alquil(C;-C,y)amino o cicloalquil(C;-Cg)amino, en el que el amino puede ser primario,
secundario o terciario; o x representa NHY en el que Y es hidrégeno, cicloalquilo C;-Cs, arilo o heteroarilo.

Se cree que los BP que pertenecen a este grupo no se metabolizan y se ha demostrado que a concentraciones relati-
vamente bajas inducen la secrecion de la interleucina IL-1 y provocan, a concentraciones relativamente altas, apoptosis
en macréfagos'®. Los BP preferidos que pertenecen a este grupo son, por ejemplo, pamidronato y alendronato que
tienen las siguientes férmulas (VI) y (VII), respectivamente.

OH OH OH
6=P-C-P=0 o
OH (City O
NE
OH OH OH
o=|P-|C-1'>=0 (VD)

I l
OH (Cin):, OH

NH;

Aunque segun la invencién los BP geminales son BP preferidos, los BP no geminales, monofosfonatos de BP
denominados generalmente fosfonatos, también pueden usarse como principios activos segtin la invencion.

Otro principio activo preferido es pirofosfato que tiene la férmula (VIII):

OH OH
! |

o=p-o-f=o (Vi)
l
OH OH

El pirofosfato se formula y administra en un liposoma.

La composicién de la invencidén puede comprender dicho principio activo o bien en su forma de acido libre,
complejado con cationes metdlicos tales como calcio, magnesio o bases organicas o bien puede estar en forma de sales
o ésteres o puede polimerizarse para producir polimeros de hasta 40 monémeros. Las sales pueden ser sales de sodio,
potasio, amonio o calcio o sales formadas con cualquier otro catién basico adecuado (por ejemplo, aminocompuestos
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orgdnicos). Las sales o polimeros pueden estar en una forma particulada micronizada que tiene un didmetro dentro del
intervalo de aproximadamente 0,01-10 um, preferiblemente dentro de un intervalo de aproximadamente 0,1-5 um. Los
principios activos en las composiciones de la invencién que estdn o bien en su forma de 4cido libre o bien en forma de
sal, pueden estar con o sin agua de cristalizacion (hidratado o anhidro).

El principio activo se encapsula dentro de un liposoma preparado mediante cualquiera de los métodos conocidos
en la técnica. Los liposomas adecuados segtin la invencién son preferiblemente liposomas no téxicos tales como, por
ejemplo, los preparados a partir de fosfatidilcolina, fosfatidilglicerol y colesterol, por ejemplo, tal como se describen
a continuaciéon. En muchos casos, el uso del principio activo encapsulado en un liposoma da como resultado una
captacion potenciada del principio activo por las células mediante endocitosis!*!® (tal captacién puede desempefar
un papel en el efecto terapéutico). El didmetro de los liposomas usados en los ejemplos a continuacién fue de entre
0,15 y 300 nm. Sin embargo, esto no es limitativo, sino simplemente un ejemplo, y también pueden usarse liposomas
de otros intervalos de tamafio.

El portador o diluyente farmacéutico usado en la composicién de la invencién puede ser uno cualquiera de los
portadores liquidos convencionales conocidos en la técnica. Un portador liquido puede ser por ejemplo aceite de
cacahuate, fosfolipidos, agua, etc. Cuando se usa un portador liquido, la preparacién puede estar en forma de una
emulsion, liposomas o liquido inyectable estéril tal como una preparacién de liposomas, una suspension liquida acuosa
0 no acuosa o una disolucién?,

La composicidn de la invencién usada para inyeccién puede seleccionarse de emulsiones, disoluciones, suspensio-
nes, disoluciones coloidales que contienen aditivos adecuados, etc.

Las composiciones de la invencién pueden administrarse mediante cualquier via que transporte eficazmente el
principio activo hasta el sitio de accién apropiado o deseable. Mediante una realizacién preferida de la invencidn, los
modos de administracién son intravenosos (i.v.) e intraarteriales (i.a.) (particularmente adecuados para administra-
ci6n en linea). Otros modos de administracién incluyen intramusculares (i.m.) o subcutdneos (s.c.). Tal administracién
pueden ser inyecciones o infusiones en bolo. Las composiciones pueden administrarse también localmente en el sitio
enfermo de la arteria, por ejemplo, por medio de un balén de exudacién/exudativo adecuado conocido en la técnica.
Otro modo de administracién puede ser mediante administracion perivascular, recubrimiento del sistema de adminis-
tracién sobre un balén o una endoprétesis o mediante cualquiera de los otros métodos de sistemas de administracién
de farmacos cardiovasculares conocidos en la técnica. Segtin la invencién, pueden usarse también combinaciones de
cualquiera de las vias de administracién anteriores.

La dosificacion del principio activo que va usarse depende también de la actividad especifica del principio acti-
vo usado, del modo de administracién (por ejemplo, administracién sistémica o administracion local), la forma del
principio activo (por ejemplo, si estd en forma de un farmaco, en forma de un polimero, si estd encapsulado en una
particula tal como un liposoma, etc.), y otros factores que se conocen per se.

Segtin una realizacién preferida de la invencidn, el tratamiento de un individuo con el principio activo puede ser
con el fin de prevenir la reestenosis antes de su aparicion. Para la prevencion, puede administrarse el principio activo
al individuo antes del procedimiento de angioplastia, durante el procedimiento o tras el procedimiento asi como la
combinacidén de antes, durante y después de la administracién del procedimiento.

Segtin otra realizacién de la invencion, el principio activo se administra a un individuo que padece reestenosis con
el fin de reducir o tratar la reestenosis. En un caso de este tipo, puede administrarse también el principio activo al
individuo a diferentes periodos de tiempo tras descubrirse la reestenosis, o bien solo o bien en combinacidn con otras
clases de tratamientos.

Ademas, el principio activo puede administrarse antes de cualquier otro estado que pueda producir arteriosclerosis
acelerada, asi como de manera urgente después de que el proceso haya comenzado para inhibir un desarrollo adicional
del estado.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1-3 son gréficos de barras de resultados que demuestran el efecto de clodronato encapsulado en lipo-
somas sobre la reduccion de la reestenosis en un modelo de lesién con catéter de carétida de rata experimental en
comparacién con el efecto de liposomas control que no contenian clodronato sobre las mismas ratas. En estas figu-
ras: modelo de lesién con catéter de cardtida en comparacioén con el efecto de liposomas control que no contenian
clodronato sobre las mismas ratas. En estas figuras:

la figura 1 muestra la extensién de la formacién de intima luminal media y la razén de neointima media con
respecto a la media en ratas tratadas con liposomas que contienen clodronato en comparacién con ratas tratadas con
liposomas control;

la figura 2 muestra el % de estenosis en ratas tratadas con liposomas que contienen clodronato en comparacién con
el % de estenosis en ratas tratadas con liposomas control; y
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la figura 3 muestra la extensién del drea de la media como un indice indirecto de la viabilidad de células de miisculo
liso y que se determina como la diferencia entre el drea arterial total y el drea de la luz original en ratas tratadas con
liposomas que contienen clodronato en comparacion con ratas tratadas con liposomas control sélo.

Ejemplos

La invencién se demostrard ahora a modo de ejemplo con referencia al dibujo adjunto.
Ejemplo 1
Materiales y métodos

Liposomas de clodronato

Se prepararon disoluciones madre de clodronato disolviendo el firmaco en agua desionizada a una concentracién
de 0,11 M, pH="17.

Preparacion de liposomas

Se pesaron de manera precisa 38,9 mg de diestearoilfosfatidilglicerol (DSPG), 118,5 mg de diestearoil-fosfatidil-
colina (DSPC) y 38,7 mg de colesterol y se disolvieron en 20 ml de cloroformo:metanol (9:1) en un vial de fondo
redondo. Se calenté el vial suavemente. Entonces, se evapor6 el disolvente en un rotavapor. Se afiadieron entonces 20
ml de diisopropiléter hidratado y se puso el vial en un bafio de agua hasta que se disolvié el contenido. Entonces, se
afladieron 8 ml de la disolucién de clodronato preparada tal como se describié anteriormente, y se sonicé la disolucién
a 55°C durante un periodo de 45 min. Entonces, se evapor6 la fase organica en un rotavapor (55°C, 100 rpm). De
manera similar, pueden prepararse otros liposomas que contienen fairmacos.

Purificacion de los liposomas preparados

Se prepar6 un gel de Sephadex disolviendo 2,6 g de Sephadex G-50 en 40 ml de agua y estabilizando durante la
noche. Se enjuagé la columna con 100 ml de tampén (Mes 50 mM + HEPES 50 mM + NaCl 75 mM, pH 7,2). Se
aplicaron los liposomas a la columna y se enjuagé la columna con el tampén. El liposoma se observa como una banda
que puede seguirse en la columna mediante su color. Se recogieron aproximadamente 20 gotas de la columna en cada
tubo.

Animales

Los animales se obtuvieron y alojaron en las instalaciones para animales de la Facultad de Medicina, Universidad
Hebrea de Jerusalén (“The Hebrew University of Jerusalem’) conforme a las normas para el cuidado y uso de animales
de laboratorio de la Universidad Hebrea de Jerusalén. Se usaron ratas macho de la cepa Sabra que pesaban 350-420 g.
Se alimentaron los animales con alimento de laboratorio convencional y agua corriente a voluntad. Se realizaron todos
los experimentos in vivo con anestesia general que se logré con ketamina 80 mg/kg y xilazina 5 mg/kg administradas

i.p.
Modelo de lesion con catéter de carotida de rata

Se expusieron las arterias cardtidas externa y comun izquierdas distales mediante una incisién en la linea media
del cuello. Se despoj6 la arteria carétida comiin izquierda del endotelio mediante el paso intraluminal de un catéter
con balén 2F introducido a través de la arteria cardtida externa. Se pasé el catéter tres veces con el balon distendido
de manera suficiente con solucion salina para generar una ligera resistencia. Entonces, se extrajo el catéter y se ligé la
arteria cardtida externa, y se cerrd la herida con grapas quirtirgicas.

Siete ratas sirvieron como grupo control y 6 ratas como grupo tratado (elegidas al azar). Se inyecté clodronato
liposémico i.v. al “grupo tratado” un dia antes de la lesion arterial (6 mg de clodronato por rata) y se repitié en el dia
6. En el grupo control se administraron inyecciones similares pero con liposomas “vacios” (sin clodronato).

Se sacrificaron todos los animales en el dia 14 tras la lesién mediante una sobredosis de pentobarbital. Se fijaron
las arterias mediante perfusién con 150 ml de disolucién de formaldehido al 4% pH 7,4 a 100 mmHg. Se secciond
la auricula derecha y se introdujo un catéter de 18G conectado al sistema de perfusion en el ventriculo izquierdo. Se
seccionaron los segmentos arteriales, se cortaron, se separaron suavemente del polimero y se fijaron posteriormente
durante al menos 48 horas en la misma disolucién de fijacidn. Se incrustaron los segmentos arteriales en parafina y
se cortaron en 8-10 sitios separados 600 um, y se montaron secciones de 6 um y se tifieron con tincién de elastina de
Verhoeff para su examen histolégico.

Andlisis morfométrico

Un investigador ciego para el tipo de grupo experimental examiné los portaobjetos microscpicamente. Se eva-
luaron de seis a 8 secciones en cada portaobjetos mediante andlisis morfométrico computerizado y ademads se usaron
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los datos de secciones promediados como una representacién de un portaobjetos completo para comparaciones entre
grupos. Se midieron directamente la luz residual, el drea unida mediante la 1dmina eldstica interna (luz original) y
el drea circunscrita por la ldmina eldstica externa (“drea arterial total”). Se expresé el grado de engrosamiento de la
neointima como la razén entre el 4rea de la neointima y la luz original (% de estenosis), y como la razén entre el drea
de la neointima con respecto al drea de la media (N/M). Se determind el drea de la media, un indice indirecto de la
viabilidad de SMC, como la diferencia entre el 4rea arterial total y el 4rea de la luz original.

Resultados
El procedimiento quirtirgico y el tratamiento no provocaron mortalidad ni morbilidad aparente de los animales.

Tal como se observa en la figura 1, se redujo significativamente la extensién de la formacién de neointima media
y la razén de neointima media con respecto a la media (N/M) tras el tratamiento con clodronato encapsulado en lipo-
somas. La razén N/M en ratas tratadas con clodronato fue de 0,28 + 0,23 en comparacién con 1,42 + 0,26 en el grupo
control (media + DE, p < 0,01). De manera similar, tal como se observa en la figura 2, se logré una inhibicién signifi-
cativa del % de estenosis en el grupo tratado: 9,8 + 7,76 frente a 41,53 + 7,9, grupos tratado y control, respectivamente
(media + DE, p < 0,01). No hubo ningtn efecto secundario sistémico aparente ni ningin efecto sobre el crecimiento
somatico tal como se observa en la figura 3.

Conclusion: el tratamiento de ratas con liposomas que contienen clodronato reduce significativamente la reesteno-
sis observada como formacién de neointima tras lesién con balén de la arteria carétida.

Ejemplo 2
Materiales y métodos

Se estudiaron los efectos antireestenéticos de inyecciones de clodronato liposémico en los modelos de rata lesio-
nada con balén y de arteria carétida de conejo aterosclerético. Se trataron las ratas mediante liposomas que contenian
clodronato, liposomas vacios (control) y clodronato en disolucién (control adicional). La dosis de clodronato inyectada
fue de 1,5 y 15 mg/kg administrada un dia antes del procedimiento (-1) y/o en el dia 6 (+6) tras la lesién. Se trata-
ron los conejos (tras 30 dias de dieta aterosclerética) un dia antes de la angioplastia con balén mediante clodronato
liposémico (10 mg/kg). Se midieron las dreas y los volimenes de la luz, neointima, media y vasos en los grupos de
animales tratados y control mediante planimetria digital de secciones histoldgicas, a los 14 y 30 dias tras la lesién en
los modelos de rata y conejo, respectivamente.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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Resultados

Los resultados se muestran en la siguiente tabla 1.

Tipo de Animal Dias de N/M % de
tratamiento (N.°) dosifi- estenosis
cacién
Liposomas vacios Rata (20) -1, +6 1,62 + 0,1 | 44,5 + 2,0
Clodronato Rata (10) -1, +6 1,2 + 0,2 40,2 £ 7,2
Clodronato Rata (10) -1 0,45 + 0,1 |15,4 + 3,4
liposdmico 15
ng/kg
Clodronato Rata (10) -1, +6 10,35 + 0,07 (12,0 + 2,3
liposdmico 15
mg/ kg
Liposomas vacios Conejo -1 1,94 + 0,3 [ 86,6 + 4,0
(10)

Clodronato Conejo -1 1,11 + 0,2 71,5 * 2,1
liposdémico 10 (10)
mg/ kg
Particulas de | Rata (10) -1 0,8 + 0,1 24,2 + 3,8
silice 1000 mg/kg

Tal como puede observarse, no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos con liposomas vacios
y clodronato libre en disolucién (véase la tabla), presentando una marcada formacién de neointima. La extension de
la formacién de neointima media, razén de neointima media con respecto a la media (N/M) y el % de estenosis tras
el tratamiento con liposomas cargados con clodronato se redujeron significativamente. El 4rea de 1la media no se vio
afectada por los diversos tratamientos, indicando que no hubo efectos nocivos sobre células quiescentes. Ademads, no
hubo ni efectos secundarios sistémicos aparentes ni ningtin efecto sobre el crecimiento dseo y somdtico. Tratamientos
significativamente mds potentes, sin diferencia significativa entre éllos, fueron las inyecciones de 1 x 15 mg/kg (-1) y
2 x 15 mg/kg (-1 y +6). Se observaron hallazgos similares de falta de efectos adversos en el estudio con conejos. El
clodronato liposémico fue significativamente eficaz para reducir la formacién de neointima y el % de estenosis.

La inyeccién de particulas de silice también reduce la formacién de intima (tabla 1). Este efecto podria atribuirse
a los efectos inhibitorios conocidos de la silice sobre macréfagos.

Los resultados muestran que el tratamiento mediante liposomas que contienen clodronato reduce significativamente
la formacién de neointima tras lesion con balén tanto en modelos de rata como de conejo. No hubo efectos secundarios
locales y sistémicos aparentes ni ningun efecto sobre el crecimiento somatico. Debe observarse que aunque se sabe
que los BP afectan a los huesos, no se observaron efectos sobre los huesos ni sobre los niveles de calcio y fésforo en
huesos y sangre, tras el tratamiento con la preparacién liposémica de clodronato.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 347 553 T3

REIVINDICACIONES

1. Uso de un bisfosfonato encapsulado dentro de un liposoma para la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de la reestenosis, en el que los liposomas tienen un didmetro de entre 0,15 y 300 nm.

2. Uso segun la reivindicacién 1, en el que dicho bisfosfonato comprende un compuesto que tiene la siguiente
férmula (I):

OH R; OH
T
o:P-C-Pl‘HO

| )

CH
OH RZ (I)

en la que R, es H, OH o grupo halogenado; y

R, es halégeno; alquenilo C,-C,, o alquilo C;-C, lineal o ramificado opcionalmente sustituido con heteroaril o
heterociclil-alquil(C,-Cy)amino o cicloalquil(C;-Cg)amino, en donde el amino puede ser una amina primaria, secun-
daria o terciaria; -HNY en donde Y es hidrégeno, cicloalquilo C;-Csg, arilo o heteroarilo; o -SZ en donde Z es fenilo o
piridinilo clorosustituido.

3. Uso segtin la reivindicacién 1 6 2, en el que dicho bisfosfonato se selecciona del grupo que consiste en clodro-
nato, etidronato, tiludronato, pamidronato y alendronato.

4. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el medicamento se prepara para administracion
intravenosa, intraarterial, intramuscular o subcutanea.

5. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el medicamento se prepara para administracion
sistémica.

6. Uso segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la reestenosis es reestenosis coronaria.
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