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DESCRIPCION
Composicion farmacéutica con propiedades tromboliticas, antiinflamatorias y citoprotectoras.

Campo de la técnica

La presente invencion se refiere a medicina, particularmente a farmacologia y farmacos en base a preparaciones
enzimaticas, y puede utilizarse en terapia compleja para tratar enfermedad isquémica del corazén, accidente
isquémico cerebral, procesos reumatoideos y otras enfermedades acompafiadas por fendmenos isquémicos,
trombdticos y de inflamacion no especifica.

La presente invencion abarca el campo de hidrdlisis enzimatica de proteinas trombogénicas, principalmente fibrina,
proteina formadora de estructura de todos los trombos, independientemente de la ubicacién y tamano de los
péptidos. Mas particularmente, la invencion se refiere a compuestos que contienen enzimas proteoliticas que poseen
propiedades fibrinoliticas, inmovilizadas en (unidas a) polimeros hidréfilos solubles en agua. La invencion también
estd asociada a métodos para utilizar dichos compuestos para terapia fibrinolitica en el tratamiento de infartos
agudos del miocardio, accidente isquémico cerebral, y también a métodos terapéuticos dirigidos a la correccion
(mejora) de caracteristicas hemorreoldgicas en el tratamiento de lesiones isquémicas de 6rganos y tejidos de
diferente etiologia, incluyendo microtrombosis.

Estado de |la técnica

Existen diversas preparaciones médicas conocidas en la técnica utilizadas para tratar enfermedad isquémica del
corazon y accidente isquémico cerebral. Como norma, en la etapa final de estas enfermedades el principal factor
patogénico es la trombosis intravascular. En la practica médica actual las preparaciones tromboliticas se han vuelto
ampliamente utilizadas como medios de terapia etiotrépica para tratar infartos agudos del miocardio y accidente
isquémico cerebral. Existen preparaciones farmacéuticas conocidas, tales como estreptasa, estreptoquinasa,
activador de plasmindgeno de tejidos (alteplasa) y fibrinolisina (Methodological Recommendations for Carrying out
Early Therapeutic Measures in Patients with Acute Myocardial Infarction, Communication of the American Cardiologic
College and American Heart Association. V.N. Ganyukov (Ed.), Collection of Papers, Novosibirsk, 1998, pagina 100
(traduccion en ruso)). Todas estas preparaciones, directamente o como resultado de la activacion del sistema
anticoagulante de la sangre, actuan sobre la fibrina, llevando a su destrucciéon y, en consecuencia, a la lisis del
trombo intravascular. A pesar de su alta efectividad terapéutica, estas preparaciones poseen un pronunciado efecto
colateral, a saber, pueden inducir hemorragias incontrolables y peligrosas, debido a la disminuciéon del sistema
coagulante de sangre (Saunders W.B. Indications for Fibrinolytic Therapy Trialists Collaborative Group.//Lancet Ltd.,
1994, vol. 343, paginas 311-322). Ademas, para dichas preparaciones como estreptoquinasa y alteplasa es dificil
seleccionar una dosificacion terapéutica adecuada debido a la existencia de una actividad antisérica individual a
estreptococos en el organismo humano, que lleva a la inactivacion de estas preparaciones.

Se conocen preparaciones medicinales que son capaces de disminuir la reaccion inflamatoria. Las preparaciones
mas divulgadas de estas preparaciones son las preparaciones antiinflamatorias no esteroides, tales como aspirina,
indometacina, diclofenac sddico, y otros (Nasonov E.L., Tsvetkova V.S., and Tov N.L., Selective inhibitors of
cyclooxygenase- 2: new plospects of treating human diseases //Ter. Arkhiv, 1998, No. 5, paginas 8-14 (en ruso)). Las
preparaciones farmacéuticas conocidas no estan libres de desventajas esenciales: pueden causar lesiones del
estdbmago con el desarrollo de gastropatia no esteroide, hemorragias y ulceraciones de la mucosa del tracto
gastrointestinal.

El documento WO 93/20838 esta dirigido a compuestos para hidrolizar selectivamente proteinas de materia
pionecroética que comprende una proteasa activa unida a geles hidréfilos o a geles en combinacién con polimeros
solubles en agua.

La publicacion Archives of Pharmacal Research Vol. 24, No. 3, 229-233, 2001 trata el desarrollo de una tecnologia
para fabricar un gel hidrofilo de recepcion de 6xido de polietileno en el que la capacidad de radiacion se emplea para
causar la reticulacion de polimeros en una solucion acuosa.

En Radiation Physics and Chemistry, Vol. 48, No. 6, paginas 795-797, 1996 se desvela la posibilidad del uso de un
haz de electrones para la inmovilizacién de proteasas en 6xido de 1,4-polialquileno para obtener un complejo
biolégicamente activo para uso multipropésito.

La publicacion en Applied Biochemistry and Biotechnology, Vol. 9, No. 3, paginas 231-241, 1984 desvela el uso de
tecnologia de radiacion ionizante a enzimas unidas a un compuesto polimérico mediante la creacién de grupos
reactivos en este ultimo.

En Enzym Engineering, Plenum Press, New York, No. 5, paginas 423-426, 1980, se desvela la termoestabilidad de
subtilisinas solubles e inmovilizadas después de su modificacion por dextranos y dextrinas.
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Se conocen preparaciones farmacéuticas, que poseen propiedades citoprotectoras, tales como preductal (efecto
cardioprotector) y bloqueadores de los receptores de H, (gastrozepina, ranitidina). Las preparaciones conocidas
poseen un efecto citoprotector débil y demuestran presentar accion farmacolégica en la administraciéon prolongada
(Brottier L., Barat J.L., Combie C. et al., Therapeutic value of a cardioprotective agent in patients with severe
ischaemic cardiomyopathy /Eur. Heart J., 1990, vol. 11, paginas 207-212).

En la actualidad no puede encontrarse ningun dato en la literatura cientifica y médica con respecto a la provision de
composiciones farmacéuticas que producen efecto sinérgico mutipropésito en las principales relaciones patogénicas
de isquemia, inflamacién y trombosis en combinacion con propiedades citoprotectoras.

Se informaron diferentes métodos para la inmovilizacién de enzimas, incluyendo proteasas, en un numero de
vehiculos poliméricos. Por ejemplo, en el trabajo por R.I. Salganik et al. "Immobilized Proteolytic Enzymes in Treating
Purulent Processes", Novosibirsk, paginas 3-8, 1981 (en ruso) se describe un método para tratar heridas purulentas,
abscesos y flegmones con la ayuda de enzimas proteoliticas unidas covalentemente a granulos sélidos de celulosa.
El uso de polimeros liquidos con proteasas unidas es descrito por O.A. Peretyagin et al. en "Oftalmologiya", 1987,
No. 3, paginas 145-148 y por Gonchar et al. en "Veterinariya", 1989, No. 4, paginas 52-55. En la mayoria de los
casos se utilizé un reactivo quimico bifuncional como agente de unién, en el que un grupo quimico se uni6 al residuo
de aminoacido de la proteina enzimatica, mientras otro grupo reactivo se unié al vehiculo polimérico. Se investigd un
numero de procedimientos quimicos para la unién covalente de diversas proteinas a vehiculos sdlidos. Sin embargo,
las proteasas unidas a granulos sélidos o fibras no pueden utilizarse para tratar lesiones o enfermedades que llevan
a trombosis intravascular y estan acompafiadas por cambios negativos de hemorreologia en el canal
microcirculatorio de tejidos y érganos.

Por ello, se requieren compuestos que efectivamente hidrolicen las proteinas, predominantemente aquellas
responsables de trombosis en vasos sanguineos de diferentes diametros, que constituyen un factor etiologico del
desarrollo de enfermedades tales como infarto agudo del miocardio y accidente isquémico cerebral. En la actualidad
dichos compuestos que contienen tromboliticos no téxicos y sustancias con funciones correctivas hemorreoldgicas
no han sido sintetizados para la terapia compleja de enfermedad isquémica del corazén, enfermedad hipertensiva y
enfermedades reumatoideas. También se requieren métodos simples, no costosos y convenientes para unir
simultdneamente las proteasas a un complejo de vehiculos poliméricos y proporcionar la esterilizacion del producto
final. Los métodos ideales son aquellos que pueden proporcionar compuestos que poseen diferente viscosidad y
estado de agregacion, apropiados para diferentes propésitos y diferentes formas de administracion.

Esencia de lainvencién

La investigacion presentada en la presente memoria cumple con los requerimientos arriba mencionados y también
ofrece ventajas relativas sobre otras preparaciones medicinales y métodos para preparar composiciones
farmacéuticas que ofrecen un efecto terapéutico sinérgico complejo en diversas relaciones de la patogénesis de
enfermedad isquémica del corazén. La investigacion presentada, la composicion farmacéutica reivindicada, y los
métodos para preparar la misma aseguran la obtenciéon de alto efecto terapéutico en el tratamiento de procesos
inflamatorios no especificos que se deben a efectos citoprotectores, tromboliticos y antiisquémicos.

La invencidén propuesta esta dirigida a la provisién de composiciones para la hidrélisis selectiva de proteinas
trombogénicas, que consisten en proteasas activas unidas a una combinacion de polimeros hidréfilos solubles en
agua. Dichas composiciones consisten predominantemente en subtilisinas inmovilizadas en polimeros hidréfilos.

La presente invencion contribuye al desarrollo de métodos para fabricar dichas composiciones mediante la unién de
las proteasas a polimeros solubles en agua para producir una mezcla y simultaneamente esterilizar dicha mezcla
por irradiacion, particularmente con la ayuda de una corriente de electrones acelerados o radiacién gamma, asi como
otras clases de radiacion ionizante, incluyendo fuentes de radiacion por laser.

La invenciéon propuesta esta dirigida a nuevas composiciones farmacéuticas segun lo que se define en las
reivindicaciones para la hidrdlisis de proteinas trombogénicas, que consisten en proteasas activas unidas a
polimeros hidréfilos. Dichas composiciones son utiles para la eliminacion de trombos que comprenden fibrina y otras
formaciones. La invencion propuesta también esta dirigida a nuevos compuestos para corregir cambios patolégicos
en tejidos y érganos, originados como resultado de trombosis e isquemia, asi como a la correccién de reacciones
inflamatorias no especificas, y como un medio auxiliar para tratar y prevenir gastropatias que se desarrollan como
resultado de la administracién de preparaciones antiinflamatorias no esteroides. Las proteasas inmovilizadas en
polimeros hidréfilos en conformidad con la invencion degradan selectivamente proteinas trombogénicas,
principalmente fibrina, mientras las células vivas y proteinas funcionalmente activas permanecen intactas y sin
dafos. Para la hidrolisis efectiva de las proteinas de masas trombéticas, es preferible tener una mezcla polifuncional
de proteasas que son capaces de reconocer e hidrolizar diversos enlaces peptidicos. Las proteasas naturales
incluyen, por ejemplo, subtilisina, tripsina, quimiotripsina, papaina y otras enzimas de origen animal y bacteriano, que
poseen actividad fibrinolitica y proteolitica.
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Aunque las proteasas son obtenibles de cualquier fuente, incluyendo fuentes animales y vegetales, las proteasas
bacterianas son especialmente preferibles. En comparaciéon con otros tipos de proteasas, las proteasas bacterianas
son usualmente menos costosas y estan disponibles en cantidades ilimitadas. Las proteasas bacterianas preferibles
de la invencion propuesta pueden producirse mediante Bac subtilis y son conocidas como subtilisinas. Es preferible
una mezcla de subtilisinas neutrales y/o alcalinas, debido a que la mezcla puede degradar selectivamente una
variedad de enlaces peptidicos y conservar la actividad a pH de 6,0 a 10,0.

Las proteasas en conformidad con la invencion propuesta estan unidas a una combinacion de polimeros solubles en
agua que actuan como vehiculos para las enzimas proteoliticas. Los polimeros solubles en agua son 6xido de
polietileno (PEO), sindnimo: polietilenglicol (PEG), que posee un peso molecular de 1500 kDa (PEO- 1500), y
dextrano que posee un peso molecular de 30-40 kDa. Los 6xidos de polietileno y dextranos que poseen un peso
molecular mas pequefio o mayor también pueden utilizarse en vez de o junto con PEO- 1500 y dextrano que poseen
un peso molecular de 30-40 kDa. Otros polimeros solubles en agua apropiados y sus combinaciones que también
pueden utilizarse incluyen, por ejemplo, alcohol polivinilico, polivinilpirrolidona, y similares.

Las composiciones en conformidad con la invencion propuesta pueden estar en cualquier forma soélida o no sélida o
en una combinacion de formas de agregaciéon. Es preferible utilizar polvos liofilizados (sustancias) en diversas
combinaciones con polimeros solubles en agua como composiciones, dependiendo del campo en el que el
compuesto esta previsto para ser utilizado.

Para la provisién de propiedades terapéuticas generales, pueden afiadirse anticuerpos, desinfectantes terapéuticos,
glucocorticoides, estimuladores de regeneracion de tejido, y otros agentes terapéuticos a la composicién dada. Para
el beneficio del caso a disposicion, dichos agentes no deben mezclarse en una cantidad considerable con las
proteasas, a menos que su efecto en la actividad terapéutica y especifica de la composicion farmacéutica
reivindicada haya sido respaldado con pruebas circunstanciales (investigado).

La presente invencion también esta dirigida a métodos para preparar composiciones segun lo que se define en las
reivindicaciones mediante la union de proteasas a polimeros solubles en agua y esterilizacion simultdnea de la
mezcla por radiacion. Las clases preferibles de radiacion son electrones acelerados o radiacion gamma.

En resumen, la tecnologia es la siguiente: una solucién de una mezcla de proteasas, preferiblemente subtilisinas, y
polimeros solubles en agua, a saber 6xido de polietileno y dextrano, se somete a la accion de electrones emitidos
por un acelerador electronico en una dosis que promueve la unién de las mismas a un vehiculo polimérico y
simultdneamente esteriliza el compuesto obtenido. Por otra parte, pueden utilizarse rayos gamma emitidos por Co €0
en vez de un haz de electrones con la provision de la union y esterilizacion de los componentes. Una dosis de
radiacion suficiente puede ser seleccionada por una persona experta en la técnica mediante el calculo de las
condiciones para la provision de esterilidad a la mezcla y efecto no esencial en la actividad proteolitica de las
enzimas.

Finalmente, la invencién propuesta también esta dirigida a métodos para limpiar el lecho vascular de los trombos
mediante el control o utilizacién de cantidades efectivas de la composicién reivindicada para la eliminaciéon de este
material. Las composiciones en conformidad con la presente invencién son efectivas cuando se utilizan como
preparaciones para fines farmacéuticos en diversos modos y campos, tales como medicina, estomatologia, medicina
veterinaria, y cuidado personal.

En este sentido, las composiciones en conformidad con la presente invencion son particularmente aptas para tratar
enfermedad isquémica del corazén y sus complicaciones, asi como accidente isquémico cerebral, enfermedades
reumatoideas y otras patologias, en cuyas patogénesis hay una reaccién inflamatoria, isquemia de tejidos,
alteraciones de la hemorreologia y la microcirculacion vascular debido a trombosis. La composicion farmacéutica
reivindicada también es apropiada para la destruccion enzimatica de fluidos biolégicos viscosos, tales como
mucosas segregadas (por ejemplo, secrecion bronquial), por ello es efectiva en el tratamiento de enfermedades
pulmonares para la prevencion y tratamiento de obstrucciéon bronquial. La composicidén farmacéutica reivindicada
también es aplicable para la destruccidon enzimatica de proteinas y péptidos de tejidos necréticos que siempre estan
presentes en procesos infecciosos inflamatorios y traumaticos. Por ello esta composicién también es efectiva en el
tratamiento de enfermedades pioinflamatorias de diferente etiologia y localizacion.

Estas composiciones pueden aplicarse en el lugar de la lesidon mediante cualquier método conocido en la medicina.
Dichos métodos incluyen, por ejemplo, administracion parenteral, uso intracavitario y externo, pulverizacion en
aerosol, jeringado a través de trocar, catéteres, broncoscopio, u otro uso apropiado. El método de administracion
dependera, al menos parcialmente, de la naturaleza del &rea de lesion y del tipo y cantidad de tejidos necréticos o
trombogénicos que deben ser eliminados. El método de administracién predominante es la administracién parenteral
de la preparacién (composiciones).
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Breve descripciéon de los dibujos

La Fig. 1 demuestra las propiedades tromboliticas de la composicién reivindicada, investigada en un modelo de
trombodlisis in vitro.

La composicion reivindicada en la dosis terapéutica estdndar de 50 unidades fisiolégicas/ml (50 PhU/ml) con
seguridad supera a la fibrinolisina (p < 0,02); tripsina (p < 0,01); y trombdlisis espontanea en solucién fisioldgica (p <
0,01).

La Fig. 2 demuestra que las propiedades tromboliticas de la composicion reivindicada se conservan a medida que la
“edad” del trombo se incrementa en 7 dias. La fibrolisina no actua en el trombo de 7 dias. Durante las primeras dos
horas la accién de la fibrolisina no difiere con certeza de la lisis espontanea de fondo en solucién fisiolégica. Por el
final de la cuarta hora la composicién reivindicada disuelve el trombo completamente, mientras la fibrinolisina lisa
solamente el 20% de la masa del trombo "viejo".

La Fig. 3 demuestra las propiedades antiinflamatorias de la composicién reivindicada, investigada en la induccion
estimuladora modelo de un mediador de inflamacion — factor de necrosis tumoral (aTNF) en ratones de linea CBA
con accidente endotoxico. La actividad del aTNF se midié6 mediante la utilizacion de células lineales L929 y se
expreso en unidades de actividad (AU):

1 - actividad de aTNF en animales intactos;
2 - actividad de aTNF en animales después de la administracion de endotoxina;

3 - actividad de aTNF en animales a los que se administrd6 la composicion reivindicada una hora antes de la
administracion de endotoxina. Tal como se observa, la composicion reivindicada reduce 50 veces la actividad de
aTNF.

La Fig. 4 demuestra las propiedades citoprotectoras de la composicién reivindicada, estudiada en el modelo de
miocarditis por adrenalina en ratas. Se presentan los datos de las investigaciones morfométricas histolégicas del
volumen de necrosis y cambios distroficos en el miocardio de las ratas. El volumen de lesiones se determind
planimeétricamente y se expres6 en porcentaje de la densidad de volumen que es igual a la relacion volumen de
lesiones/valor total de tejido multiplicada por 100%.

Los animales de control K necr. a los que después de administrarles adrenalina se les administré 1 ml de solucion
isotonica de NaCl por via intraperitoneal dos veces por dia.

Los animales experimentales TRB necr. a los que después de administrarles adrenalina se les administré 1 ml de la
composicion reivindicada por via intraperitoneal dos veces por dia.

Las primeras dos columnas demuestran el efecto positivo de la composicion reivindicada (aproximadamente
reduccién de 1,5 veces del numero de necrosis en el musculo cardiaco) al final del tercer dia de tratar los animales.

Las siguientes dos columnas demuestran el efecto positivo de la composicidon reivindicada (aproximadamente
reduccion de 2,5 veces del numero de cambios distroficos en el musculo cardiaco) al final del séptimo dia de tratar
los animales.

Los Ejemplos que siguen tienen como objetivo ilustrar la formulacion, el método de preparacién y las propiedades
farmacolégicas de la composicion reivindicada, pero no se limitan a la invencion propuesta.

Realizaciones preferentes de la invencion
Ejemplo 1
La composicion farmacéutica propuesta se prepara de la siguiente manera:

se prepara una mezcla de reaccién mediante la disolucion de protosubtilina, predominantemente protosubtilina G3Kh
y oxido de polietileno (PEO) que posee un peso molecular de 400-20000 Da (predominantemente 1500 Da) en una
solucion de dextrano que posee un peso molecular de 40-70 kDa (predominantemente 40 kDa) en un solucién
tampén de fosfato de sodio 0,025 M con pH 7,5-8,2. La mezcla obtenida se purifica mediante la eliminacion de
proteinas de lastre por precipitacion con sal y posterior filtracion. La solucion resultante se somete a irradiacion con
rayos gamma o una corriente de electrones acelerados (con energia de 2,0 MeV) en una dosis de 0,5-1,5 Mrad. La
solucion después de la irradiacion se somete a filtracion esterilizante y se envasa en lotes de 10 ml en viales de 15
ml. Después la solucién se liofiliza hasta un contenido de humedad residual que no excede el 2%.
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Como resultado, se obtiene una composicidon que contiene un complejo proteasa de Bac. subtilis, inmovilizado en
oxido de polietileno y dextrano. La actividad proteolitica de la composicion obtenida en un vial es de 500 a 1000,0
unidades proteoliticas por gramo (PU/g). La composicion comprende una masa homogénea porosa levemente
amarillenta.

Para fines terapéuticos se utiliza una solucion de la composicion reivindicada (siendo la denominacién condicional de
la misma "Trombovazim"), que se prepara en forma extemporanea mediante la disolucion de los contenidos de un
vial en 10 ml de solucién isoténica estéril de cloruro de sodio o en 10 ml de agua para inyecciones.

Ejemplo 2

La composicion reivindicada puede prepararse mediante otro método, a saber, mediante la preparaciéon en forma
separada de un componente activo (componente (1)) que contiene un complejo de proteasas inmovilizadas en 6xido
de polietileno y dextrano, y un disolvente que es una solucion de Oxido de polietileno (componente (2)). La
formulacién de dos componentes de la composicion hace posible variar la actividad de la composicién farmacéutica
reivindicada mediante la variacién de la relacion componente activo/disolvente, de manera que pueden seleccionarse
esquemas individuales para tratar. La composicion de dos componentes se prepara de la siguiente manera:

Componente (1) (sustancia activa)

La mezcla de reaccién se prepara mediante la disolucion de protosubtilina (predominantemente protosubtilina G3Kh)
y oxido de polietileno (PEO) que posee un peso molecular de 400-20000 Da (predominantemente 1500 Da) en una
solucion de dextrano que posee un peso molecular de 70-40 kDa (predominantemente 40 kDa) en una solucién
tampon de fosfato de sodio 0,025 M con pH 7,5-8,2. La mezcla obtenida se purifica mediante la eliminacién de
proteinas de lastre por precipitacion con sal y posterior filtracion. La soluciéon resultante se somete a irradiacion con
rayos gamma o una corriente de electrones acelerados (con energia de 2,0 MeV) en una dosis de 1,0 Mrad. La
solucion después de la irradiacion se somete a filtracion esterilizante y se envasa en lotes de 10 ml en viales de 15
ml. Después la solucion se liofiliza hasta un contenido de humedad residual que no exceda el 2%.

Como resultado, se obtiene el componente (1) de la composicion, cuyo componente contiene un complejo proteasa
de Bac. subtilis, inmovilizado en polietileno y dextrano. La actividad proteolitica de la composicién obtenida es de 500
a 1000,0 PU/g. El componente (1) comprende una masa homogénea porosa levemente amarillenta.

Componente (2) (disolvente)

Se prepara una solucién de 6xido de polietileno (predominantemente 6xido de polietileno con un peso molecular de
1500 Da) en una solucién tampdn de fosfato de sodio 0,025 M con pH 7,5-8,2. La solucidén obtenida se somete a
irradiacién con rayos gamma o una corriente de electrones acelerados (con energia de 2,0 MeV) en una dosis de 1,0
Mrad. La solucién después de la irradiacion se somete a filtracion esterilizante y se envasa en lotes de 10 ml en
viales de 15 ml.

Como resultado, se obtiene un disolvente estéril para el componente (1) de la composicion reivindicada. El disolvente
comprende un liquido levemente amarillento.

Para fines terapéuticos se utiliza una solucion de la composicion reivindicada (siendo la denominacién condicional de
la misma "Trombovazim"), que se prepara en forma extemporanea mediante la disolucién de los contenidos de un
vial con el componente (1) que contiene proteasas inmovilizadas en 10 ml del componente (2) (disolvente).

La disolucion extemporanea del Componente (1) en el disolvente (componente (2)) da la composicion farmacéutica
reivindicada.

Ejemplo 3

Se disuelven 15 de 6xido de polietileno PEO-1500 en 300 ml de una solucién al 10% de dextrano que posee un
peso molecular de 40 kDa en un tampodn de fosfato de sodio 0,025 M con pH 7,5, se afiaden 6,3 g de protosubtilina
G3Kh, se agita la mezcla a una temperatura de 18-20°C durante 30 minutos. Después las proteinas de lastre se
precipitan mediante técnicas de precipitacion con sal. Para realizar ello, se afiaden a la mezcla en sucesion hasta
disolucion completa 1,3 g de fosfato de sodio disustituido hasta una concentracion final de 0,45% y 1,9 g de cloruro
de calcio hasta una concentracion final de 0,63%. Después de la disolucion de cloruro de calcio se forma un
precipitado insoluble de fosfato de calcio en la mezcla de reaccion, y este fosfato de calcio adsorbe las proteinas de
lastre. La mezcla se mantiene durante 12 horas a una temperatura de 4 a 8°C para la completa precipitacion de las
proteinas de lastre. Después de esto la mezcla de reaccion se filtra a través de filtros de papel ("cinta blanca"). El
volumen del filtrado es 300 ml. La solucion obtenida se somete a irradiacion gamma en una dosis de 1,0 Mrad.
Después de la irradiacion la solucién se somete a filtracion esterilizante, se envasa en lotes de 10 ml en viales de 15
ml y se liofiliza hasta un contenido de humedad residual que no exceda el 2%. Como resultado, se obtiene una
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composicién, que posee la siguiente formulacién en porcentaje en peso:

1. Protosubtilina G3Kh2,1

2. Dextrano (peso molecular 40 kDa) 10,0
3. Oxido de polietileno PEO-15005,0

4. Tampon de fosfato de sodio 0,025 M 82,9

La actividad proteolitica de la composicién es 850 PU/g.
Ejemplo 4

Se disuelven 15 de 6xido de polietileno PEO-1500 en 300 ml de una solucién al 5% de dextrano que posee un peso
molecular de 40 kDa en un tampdn de fosfato de sodio 0,025 M con pH 8,2, se afiaden 6,0 g de protosubtilina G3Kh,
se agita la mezcla a una temperatura de 18-20°C durante 30 minutos. Después se precipitan las proteinas de lastre
mediante técnicas de precipitacién con sal. Para realizar ello, se afladen a la mezcla en sucesién hasta disolucion
completa 1,3 g de fosfato de sodio disustituido hasta una concentracién final de 0,45% y 1,9 g de cloruro de calcio
hasta una concentracion final de 0,63%. Después de la disolucion de cloruro de calcio se forma un precipitado
insoluble de fosfato de calcio en la mezcla de reaccion, y este fosfato de calcio adsorbe las proteinas de lastre. La
mezcla se mantiene durante 12 horas a una temperatura de 4 a 8°C para la completa precipitacién de las proteinas
de lastre. Después de eso la mezcla de reaccion se filtra a través de filtros de papel ("cinta blanca"). EI volumen del
filtrado es 300 ml. La solucién obtenida se somete a radiacion gamma en una dosis de 1,0 Mrad. Después de la
irradiacion la solucion se somete a filtracion esterilizante, se envasa en lotes de 10 ml en viales de 15 ml y se liofiliza
hasta un contenido de humedad residual que no exceda el 2%. Como resultado, se obtiene una composicién, que
posee la siguiente formulacién en porcentaje en peso:

1. Protosubtilina G3Kh2,0

2. Dextrano (peso molecular 40 kDa)5,0

3. Oxido de polietileno PEO-15005,0

4. Tampon de fosfato de sodio 0,025 M 88,0

La actividad proteolitica de la composicién es 800 PU/g.
Ejemplo 5

Se disuelve 0,5 de 6xido de polietileno PEO-1500 en 300 ml de una solucién al 10% de dextrano que posee un peso
molecular de 40 kDa en un tampén de fosfato de sodio 0,025 M con pH 8,2, se afiaden 5,7 g de protosubtilina G3Kh,
se agita la mezcla a una temperatura de 18-20°C durante 30 minutos. Después se precipitan las proteinas de lastre
mediante técnicas de precipitacion con sal. Para realizar ello, se afaden a la mezcla en sucesién hasta disolucion
completa 1,3 g de fosfato de sodio disustituido hasta una concentracion final de 0,45% y 1,9 g de cloruro de calcio
hasta una concentracion final de 0,63%. Después de la disolucion de cloruro de calcio se forma un precipitado
insoluble de fosfato de calcio en la mezcla de reaccion, y este fosfato de calcio adsorbe las proteinas de lastre. La
mezcla se mantiene durante 12 horas a una temperatura de 4 a 8°C para la completa precipitacion de las proteinas
de lastre. Después de eso la mezcla de reaccion se filtra a través de filtros de papel ("cinta blanca"). El volumen del
filtrado es 300 ml. La solucidon obtenida se somete a irradiacion gamma en una dosis de 1,0 Mrad. Después de la
irradiacion la solucion se somete a filtracion esterilizante, se envasa en lotes de 10 ml en viales de 15 ml y se liofiliza
hasta un contenido de humedad residual que no exceda el 2%. Como resultado, se obtiene una composicion, que
posee la siguiente formulacién en porcentaje en peso:

1. Protosubtilina G3Kh1,9

2. Dextrano (peso molecular 40 kDa) 10,0
3. Oxido de polietileno PEO-15000,5

4, Tampon de fosfato de sodio 0,025 M 87,6
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La actividad proteolitica de la composicién es 750 PU/g.
Ejemplo 6

Se disuelven 15 de 6xido de polietileno PEO-1500 en 300 ml de una solucion al 5% de dextrano que posee un peso
molecular de 40 kDa en un tampén de fosfato de sodio 0,025 M con pH 8,2, se afiaden 7,5 g de protosubtilina G3Kh,
se agita la mezcla a una temperatura de 18-20°C durante 30 minutos. Después se precipitan las proteinas de lastre
mediante técnicas de precipitacion con sal. Para realizar ello, se afaden a la mezcla en sucesién hasta disolucion
completa 1,3 g de fosfato de sodio disustituido hasta la concentracion final de 0,45% y 1,9 g de cloruro de calcio
hasta la concentracién final de 0,63%. Después de la disolucién de cloruro de calcio se forma un precipitado
insoluble de fosfato de calcio en la mezcla de reaccion, y este fosfato de calcio adsorbe las proteinas de lastre. La
mezcla se mantiene durante 12 horas a una temperatura de 4 a 8°C para la completa precipitacion de las proteinas
de lastre. Después de eso la mezcla de reaccion se filtra a través de filtros de papel ("cinta blanca"). El volumen del
filtrado es 300 ml. La solucidon obtenida se somete a irradiacion gamma en una dosis de 1,2 Mrad. Después de la
irradiacion la solucion se somete a filtracion esterilizante, se envasa en lotes de 10 ml en viales de 15 ml y se liofiliza
hasta un contenido de humedad residual que no exceda el 2%. Como resultado, se obtiene una composicion que
posee la siguiente formulacién en porcentaje en peso:

1. Protosubtilina G3Kh2,5

2. Dextrano (peso molecular 40 kDa)5,0

3. Oxido de polietileno PEO-15005,0

4. Tampén de fosfato de sodio 0,025 M 87,5

La actividad proteolitica de la composicién es 500 PU/g.
Ejemplo 7

Se disuelven 15 de 6xido de polietileno PEO-4000 en 300 ml de una solucion al 5% de dextrano que posee un peso
molecular de 70 kDa en un tampén de fosfato de sodio 0,025 M con pH 8,2, se afiaden 7,5 g de protosubtilina
G10Kh, se agita la mezcla a una temperatura de 18-20°C durante 30 minutos. Después se precipitan las proteinas
de lastre mediante técnicas de precipitacion con sal. Para realizar ello, se afiaden a la mezcla en sucesion hasta
disolucion completa 1,3 g de fosfato de sodio disustituido hasta una concentracion final de 0,45% y 1,9 g de cloruro
de calcio hasta una concentracion final de 0,63%. Después de la disolucidon de cloruro de calcio se forma un
precipitado insoluble de fosfato de calcio en la mezcla de reaccion, y este fosfato de calcio adsorbe las proteinas de
lastre. La mezcla se mantiene durante 12 horas a una temperatura de 4 a 8°C para la completa precipitacion de las
proteinas de lastre. Después de eso la mezcla de reaccion se filtra a través de filtros de papel ("cinta blanca"). El
volumen del filtrado es 300 ml. La solucion obtenida se somete a irradiacion gamma en una dosis de 0,8 Mrad.
Después de la irradiacion la solucién se somete a filtracion esterilizante, se envasa en lotes de 10 ml en viales de 15
ml y se liofiliza hasta un contenido de humedad residual que no exceda el 2%. Como resultado, se obtiene una
composicion que posee la siguiente formulacion en porcentaje en peso:

1. Protosubtilina G10Kh2,5

2. Dextrano (peso molecular 70 kDa)5,0

3. Oxido de polietileno PEO-40005,0

4. Tampén de fosfato de sodio 0,025 M 87,5

La actividad proteolitica de la composicién es 1000 PU/g.
Ejemplo 8

Preparacion de la composicion reivindicada que consiste en un componente activo y un disolvente (formulacion de
dos componentes)

Componente (1):

Se disuelven 0,5 de éxido de polietileno PEO-1500 en 300 ml de una solucién al 10% de dextrano que posee un
peso molecular de 40 kDa en un tampodn de fosfato de sodio 0,025 M con pH 8,2, se afliaden 5,7 g de protosubtilina
G3Kh, se agita la mezcla a una temperatura de 18-20°C durante 30 minutos. Después se precipitan las proteinas de
lastre mediante técnicas de precipitacion de sal. Para realizar ello, se afiaden a la mezcla en sucesion hasta
disolucion completa 1,3 g de fosfato de sodio disustituido hasta una concentracion final de 0,45% y 1,9 g de cloruro
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de calcio hasta una concentracion final de 0,63%. Después de la disoluciéon de cloruro de calcio se forma un
precipitado insoluble de fosfato de calcio en la mezcla de reaccion, y este fosfato de calcio adsorbe las proteinas de
lastre. La mezcla se mantiene durante 12 horas a una temperatura de 4 a 8°C para la completa precipitacion de las
proteinas de lastre. Después de eso la mezcla de reaccion se filtra a través de filtros de papel ("cinta blanca"). El
volumen del filtrado es 300 ml. La solucién obtenida se somete a irradiacion gamma en una dosis de 1,0 Mrad.
Después de la irradiacion la solucion se somete a filtracion esterilizante, se envasa en lotes de 10 ml en viales de 15
ml y se liofiliza hasta un contenido de humedad residual que no exceda el 2%. Como resultado, se obtiene el
componente (1) de la composicidn, que posee la siguiente formulacion en porcentaje en peso:

1. Protosubtilina G3Kh1,9

2. Dextrano (peso molecular 40 kDa) 10,0
3. Oxido de polietileno PEO-15000,5

4. Tampon de fosfato de sodio 0,025 M 87,6

La actividad proteolitica del Componente (1) es 750 PU/g.

Componente (2) (disolvente):

Se disuelven 15,0 g de 6xido de polietiieno PEO-1500 en 300 ml de un tampdn de fosfato de sodio 0,025 M.
Después la solucion se filtra a través de filtros de papel ("cinta blanca"). El volumen del filtrado es 300 ml. La soluciéon
obtenida se somete a irradiacion gamma en una dosis de 1,0 Mrad. Después de la irradiacion la solucién se somete
a filtracion esterilizante y se envasa en lotes de 10 ml en viales de 15 ml. Como resultado, se obtiene el componente
(2) de la composicion, que posee la siguiente formulacion en porcentaje en peso:

1. Oxido de polietileno PEO-15005,0
2. Tampon de fosfato de sodio 0,025 M95,0

La disolucién del componente (1) en el disolvente (componente (2)) y la liofilizacién dan la composicion farmacéutica
reivindicada.

Ejemplo 9
Investigacion de las propiedades farmacoldgicas de la composicion reivindicada ("Trombovazim")

Las propiedades farmacologicas de la composicién reivindicada (siendo su denominacion condicional
"Trombovazim") se han controlado en condiciones de laboratorio in vitro e in vivo.

Las propiedades tromboliticas de la composicion se han investigado en un modelo de trombodlisis in vitro (Figura 1).
Tal como pues observarse a partir de la Figura 1, "Trombovazim" produce un efecto trombolitico abruptamente
pronunciado, que con seguridad excede en la concentraciéon terapéutica estandar 50 PhU/ml el efecto de la
fibrinolisina (p < 0,02); tripsina (p < 0,01); y trombdlisis espontanea en solucién fisiologica (p < 0,01). Debe
observarse que a medida que la "edad" del trombo aumenta hasta los 7 dias, las propiedades tromboliticas de
"Trombovazim" se conservan (Figura 2), mientras la fibrinolisina practicamente no actua en el trombo de 7 dias.
Durante las primeras dos horas la accion de la fibrolisina no difiere con certeza de la lisis espontanea de fondo en
solucion fisiolégica. A fines del cuarto dia la composicion reivindicada disuelve el trombo completamente, mientras la
fibrinolisina lisa solamente el 20% de la masa del trombo "viejo".

Se sabe que la fibrinolisina es el fibrinolitico mas activo (2), mientras preparaciones tales como estreptoquinasa,
uroquinasa, alteplasa y activador de plasminégeno de tejidos son fibrinoliticos indirectos y su accién trombolitica esta
mediada por la activaciéon del sistema de fibrinolisis y produccion de fibrinolisina endégena, llevando la ultima a la
lisis del trombo formado (1).

La actividad trombolitica especifica de "Trombovazim" in vivo se ha investigado en un modelo de trombosis de
arteria carétida inducida en ratas mediante la aplicacion de cloruro ferroso.

Los resultados del efecto de la administracion profilactica de "Trombovazim™ (80 PU por animal) en el flujo sanguineo
(ml/min) a lo largo de las arterias carotidas ipsilaterales después de la aplicacion de cloruro ferroso (0-15 min) en
ratas de la linea Wistar se presentan en la Tabla 2.
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Tabla 2
Grupo 0 min 15 min 30 min 45 min 60 min 75 min 90 min
Controln =9 38+03 [23+04 (09+05 [04+02 [05+04 [0,2+0,1 [0,2+0,1

Experimento n = 10 29+03 25+0,1 [2,1+0,3 19+04 (19+05 (1,9+04 [1,7+04

Tal como se observa a partir de los resultados presentados, la administracion profilatica de "Trombovazim"
efectivamente limita el proceso de trombosis en la arteria carétida durante las primeras 1,5 horas después del efecto
de cloruro ferroso en la misma.

Los resultados del efecto de la administracion terapéutica de "Trombovazim" (80 PU por animal) en el flujo
sanguineo (ml/min) a lo largo de las arterias carétidas ipsilaterales después de la aplicacion de cloruro ferroso (0-15
min) en ratas de la linea Wistar se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3
Grupo 0 min 15 min 30 min 45 min 60 min 75 min 90 min
Controln =8 33+04 [26+06 [28+09 [21+0,7 23+0,7 (1,2+04 [09+04

Experimenton=9 <38+03 {333+05 _2,7+05 |1,7+04 [16+03 (16+04 [|1,8+04

Tal como se observa en los resultados presentados, la administracion terapéutica de "Trombovazim" efectivamente
inhibe el proceso de trombosis en la arteria carétida durante las primeras 1,5 horas después del efecto del cloruro
ferroso en las mismas. Ademas, las investigaciones histolégicas (morfométricas) han demostrado que en la
administracion terapéutica de "Trombovazim" después de 24 horas la proporcién de animales con oclusion completa
de la arteria carétida y con la presencia de un trombo en la misma se reduce 3 veces, siendo esto indicativo de una
actividad trombolitica pronunciada en la preparacion.

Las propiedades antiinflamatorias de la composicién reivindicada se han investigado en un modelo para inducir uno
de los principales mediadores de inflamacién — factor de necrosis tumoral (aTNF) en ratones de la linea CBA con
shock endotdxico (Figura 3). La actividad del aTNF se midid bioldgicamente, utilizando células lineales L929 y se
expresoé en unidades de accion (UA). En la Figura 3 se muestran: la actividad de aTNF en animales intactos (1) y en
animales después de la administracion de la endotoxina (2). La administraciéon de "Trombovazim" una hora antes de
la administracion de la endotoxina (3) reduce 50 veces la actividad de aTNF, esto prueba las propiedades
antiinflamatorias de “Trombovazim".

Las propiedades citoprotectoras de "Trombovazim" se han estudiado en un modelo de gastropatia por indometacina
(Tabla 1) y miocarditis por adrenalina en ratas (Figura 4).
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N° delControl: 6,2 mg de indometacina administrada porExperimento: 6,2 mg de indometacina administrada
animal enyia intragastrica 1 hora antes del efecto experimentalpor via intragastrica 1 hora antes del efecto
grupo de la administracion intraperitoneal de 3 ml deexperimental de la administracion intraperitoneal de 3|
solucion fisiologica ml de "Trombovazim"
Estomago, Sangrado, % de lesiones, Estomago, Sangrado, % de lesiones,
mm?® SH mm?® SB S% mm?® SH mm?® SB S%
1 910 17,3 1,9 830 29,2 3,5
2 685 26,9 3,9 778 13,6 1,8
3 650 24,0 3,7 845 12,2 1,4
4 784 18,4 2,3 745 8,54 1,1
5 726 343 47 823 7,6 1,1
6 927 22,7 2,5 769 0 0
7 699 46,6 6,7 778 0 0
8 853 17,0 2,0 575 10,2 1,8
9 892 34,1 3,8 653 16,2 2,4
10 - - - 568 0 0
X + SD 792 +106 26,8+9,9 35+15 715 £ 151 9,8+9,0 1,3+1,2

A partir de la Tabla presentada se concluye que los grupos de control y experimental de las ratas son comparables
en términos del area de estémago total (SH): no existid diferencia confiable entre las caracteristicas. El area de
sangrado (SB) en los grupos difirié6 con seguridad: en el grupo con administracion preliminar de "Trombovazim"
(experimento) SB es 3 veces mas pequefio que en el control (p < 0,01). La misma relacion confiable se observa
cuando se compara el area relativa afectada (S%). Por ello, "Trombovazim" muestra un efecto citoprotector
pronunciado en el caso de lesion con indometacina de la mucosa del estdmago.

La Figura 4 muestra los datos de la investigacion morfométrica histolégica del volumen de necrosis y cambios
distroficos en el miocardio de ratas con miocarditis por adrenalina. Se determind planimétricamente el volumen de
lesiones y se expreso en porcentaje de la densidad de volumen que es igual a la relacion volumen de lesiones/valor
total de tejido multiplicada por 100%. En el grupo de control (K), después de administrar adrenalina, se administrd
1,0 ml de solucion isoténica de NaCl por via intraperitoneal dos veces por dia; en el grupo experimental (TRB) se
administré 1 ml de "Trombovazim" por via intraperitoneal dos veces por dia. A partir de los resultados presentados
se concluye que después del desarrollo de miocarditis por adrenalina el tratamiento con "Trombovazim" con
seguridad reduce 1,5 veces el numero de necrosis en el musculo cardiaco al final del 3° dia: (TBR necr.) en
comparacién con el control (K necr.). Los cambios distréficos en el musculo cardiaco en el grupo experimental (TBR
dystr.) al final del 7° dia son con seguridad 2,5 veces mas pequefios que en el grupo de control (K dystr.).

Los resultados presentados en la Tabla 1 y en la Figura 4 demuestran que "Trombovazim" posee actividad
citoprotectora y cardioprotectora pronunciada. El efecto protector de "Trombovazim" se manifiesta con seguridad en
la gastropatia especifica causada por preparaciones antiinflamatorias no esteroides, particularmente por
indometacina, y el efecto terapéutico de "Trombovazim" se manifiesta con seguridad en la miocarditis aguda por
adrenalina, en cuya patogénesis el papel principal es desempefiado por isquemia aguda, necrosis con el desarrollo
de distrofia del miocardio.

Los efectos de desintoxicacion, antiisquémicos y citoprotectores se investigaron también en el modelo de la
isquemia hepatica/reperfusion. Para este fin, en los grupos experimentales y de control de ratas de la linea Wistar
(10 ratas en cada grupo) la triada hepatica en los animales después de la laparotomda se clamped durante 20
minutos, es decir, la circulacion sanguinea y linfatica regionales se bloquearon completamente. Después se restaurd
el flujo de sangre, y se investigo la estructura histolégica del higado en los animales (el principal criterio cuantitativo
fue la acumulacién de leucocitos en los ganglios linfaticos regionales como la caracteristica de la respuesta a la
lesion citotdxica del tejido hepatico por los productos de isquemia/reperfusion: peroxidos y radicales libres). Los
resultados de la investigacion se presentan en la Figura 5.
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Tal como se observa a partir de los resultados presentados, "Trombovazim" produce un efecto hepatoprotector en el
modelo de isquemia/reperfusion hepatica, y esta en una confirmacién adicional de las propiedades citoprotectoras,
de desintoxicacion y antiinflamatorias de "Trombovazim".
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que posee propiedades tromboliticas, antiinflamatorias, de desintoxicacion y de actividad
citoprotectora para tratar enfermedades acompafiadas de isquemia, trombosis, intoxicacidon y/o inflamacion, que
comprende proteasas activas inmovilizadas en una mezcla de éxido de polietileno soluble en agua y dextrano.

2. Una composicion segun la reivindicacion 1, caracterizada porque la inmovilizacién de las proteasas en la
mezcla de polimeros solubles en agua se realiza con la ayuda de radiacién ionizante, mediante la accién con las
mismas en una solucién acuosa que contiene proteasas activas y una mezcla de 6xido de polietileno soluble en agua
y dextrano

3. Una composicion segun la reivindicaciéon 1, caracterizada porque la radiacion ionizante es un flujo de
electrones acelerados, radiacion gamma y radiacion UV.

4. Una composicion segun la reivindicacion 1, caracterizada porque las enzimas proteoliticas obtenidas a partir
de material de partida microbioldgico, animal o vegetal se utilizan como la proteasa activa.

5. Una composicion segun la reivindicacion 4, caracterizada porque las enzimas proteoliticas producidas por
Bacillus subtilis se utilizan como la proteasa activa.

6. Una composicion segun la reivindicacion 1, caracterizada porque comprende una forma medicinal de un
componente que contiene proteasas activas liofilizadas inmovilizadas en una mezcla de 6xido de polietileno y
dextrano, y también combinaciones con aspirina, indometacina y diclofenac.

7. Una composicion segun la reivindicaciéon 1, que comprende una forma de dosificacion de dos componentes que
contiene proteasas activas liofilizadas inmovilizadas en una mezcla de 6xido de polietileno con dextrano y un
disolvente.

8. Una composicion segun la reivindicacion 7, en la que una solucién de 6xido de polietileno activado por radiacion
ionizante se utiliza como disolvente.

9. Una composicion segun la reivindicacion 1, que es un agente terapéutico efectivo para tratar: enfermedad
isquémica del corazén e infartos agudos del miocardio, alteraciones isquémicas de la circulacion cerebral, trombosis
arteriales y venosas, enfermedades obstructivas de los pulmones, gastritis y Ulcera de estdmago, enfermedades
ginecoldgicas, estomatoldgicas y quirdrgicas.

10. Una composicidon segun la reivindicacion 9, en la que el efecto terapéutico se logra con la administracion
parenteral, oral, intracavitaria y local.

11. Una composiciéon segun la reivindicacién 1, que produce un efecto protector en la mucosa del estémago en la
administracion combinada con analgésicos no esteroides.

12. Un método para preparar una composicion de la reivindicacion 1, que comprende la unién simultanea de
proteasas a la mezcla de polimeros solubles en agua para la formacién de una mezcla no sélida, y esterilizacion por
radiacion de la mezcla.

13. Un método segun la reivindicacién 12, en el que la radiaciéon es un flujo de electrones acelerados, radiacion
gamma o radiacion UV.

14. Un método segun la reivindicaciéon 12, en el que dicha proteasa es subtilisina.
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