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DESCRIPCION
Uso de un inhibidor C1 para la prevencion de lesiones por isquemia-reperfusion

Campo de la invencién

[0001] La presente invencion se refiere al uso profilactico y terapéutico del inhibidor C1 para prevenir, reducir y tratar
una lesién por isquemia-reperfusion, en particular una lesiéon de isquemia-reperfusion cerebral que puede suceder
como resultado de un accidente cerebrovascular.

Antecedentes de la invencion

[0002] La lesion por isquemia-reperfusion es una condicion patoldgica bien conocida. Puede representar una
condicion patoldgica prevista o una condicion patoldgica imprevista. El accidente cerebrovascular es uno de los tipos
mas comunes de lesiéon por isquemia-reperfusion imprevista. El accidente cerebrovascular es la tercera causa de
muerte y la causa principal de incapacidad a largo plazo en paises industrializados. El accidente cerebrovascular es
un tipo de enfermedad cardiovascular que afecta a las arterias que se dirigen al cerebro y a las del mismo. Un
accidente cerebrovascular ocurre cuando tales arterias se bloquean por un coagulo o se rompen y dan como
resultado una isquemia de los tejidos cerebrales que son atendidos por la arteria bloqueada. Se causa un dafio
directo al cerebro por la interrupcién del flujo sanguineo, principalmente debido a la pérdida de oxigenacién al tejido
viable, en ultima instancia conduciendo al infarto si no se invierte. No obstante si se invierte la lesién (bien
fisiolégicamente o terapéuticamente), entonces la reperfusion del tejido isquémico puede paraddjicamente causar
mas dafios indirectos. Cuando la isquemia es de larga duracion, el dafio "directo" que resulta de la hipoxia sola es el
mecanismo predominante. Para isquemias de menor duracion, el dafio indirecto o mediado por reperfusion se vuelve
cada vez mas importante para el resultado final.

[0003] El inhibidor C1 (INH C1), el inhibidor de complemento C1, ha mostrado accién neuroprotectora al reducir la
lesidon por isquemia-reperfusion en modelos de roedor con isquemia-reperfusion cerebral (De Simoni et al., 2003, J
Cereb Blood Flow Metab. 23: 232-9; Akita et al., 2003, Neurosurgery 52: 395-400). La accion neuroprotectora del
INH C1 en lesion por isquemia-reperfusion cerebral no requiere C1q (De Simoni et al., 2004, ser J Pathol. 164: 1857-
63). Mas recientemente Storini et al. (2005, Neurobiol Dis. 19: 10-7) divulgé que el INH C1 ejercita una accion
antiapoptética y antiinflamatoria en lesion por isquemia-reperfusion a través de la inhibiciéon de la inflamacién vy el
reclutamiento de célula de la vasculatura al sitio isquémico. No obstante, el espacio de tiempo en un accidente
cerebrovascular en el que la la administracion de INH C1 es terapéuticamente eficaz es mas bien limitado. Por lo
tanto, es un objetivo de la presente invencién proporcionar al INH C1 una ventana de tiempo mayor en cuanto al
tiempo de administracion.

Descripcion de la invencién

[0004] La presente invencion se basa en el hallazgo sorprendente de que cuando el inhibidor C1(INH C1) derivado
de plasma de origen natural, ha perdido la mayor parte de su capacidad para reducir una lesiéon por isquemia-
reperfusion en un modelo de ratén con isquemia cerebral focal transitoria cuando se administra después de la
isquemia, una preparacion recombinante de INH C1 sigue siendo capaz de ejercer sus efectos neuroprotectores
también cuando se inyecta al menos 1 hora después de la isquemia y/o reperfusion. Sorprendentemente, un efecto
neuroprotector se puede todavia conseguir cuando el INH C1 se inyecta 18 horas después de la isquemia y/o
reperfusion. La diferencia entre el INH C1 derivado de plasma de origen natural y la preparacion recombinante de
INH C1 es que el primero tiene una vida media de plasma de al menos 24 horas y es completamente glicoproteina
sialilada, y el ultimo tiene una vida media de plasma reducida y tiene una glicosilacién diferente en comparacion con
el producto derivado de plasma.

[0005] Una diferencia conocida entre el INH C1 derivado de plasma de origen natural y la preparacién recombinante
de INH C1 es la extension y tipo de glicosilacion. La glicoproteina recombinante contiene un amplio conjunto de
diferentes N-glicanos, comprendiendo estructuras oligomanosas, hibridas y de tipo complejo, mientras que los N-
glicanos de INH C1 derivado de plasma estan principalmente compuestos por estructuras de tipo complejo
completamente sialiladas. Como resultado de las diferencias en la glicosilacion, la glicoproteina derivada de plasma
tiene una vida media de plasma de al menos 24 horas y el INH C1 recombinante tiene una vida media de plasma
reducida.

[0006] Por lo tanto, en un aspecto la presente invencion se refiere a un método para la prevencion, reduccion o
tratamiento de al menos una lesion por isquemia-reperfusion, donde el inhibidor C1 se administra al menos después
del periodo de isquemia y/o el inicio de reperfusién y donde el inhibidor C1 tiene un nivel reducido de residuos de
acidos sialicos terminales en comparacion con el inhibidor C1 humano derivado de plasma. El método comprende
preferiblemente el paso de administrar una cantidad eficaz de un INH C1 con una vida media de plasma menor que
la vida media de plasma de un INH C1 derivado de plasma. Alternativamente, el método comprende preferiblemente
el paso de administrar una cantidad eficaz de un INH C1 que tenga una glicosilacién diferente en comparacion con el
INH C1 derivado de plasma. Este método se refiere a un uso profilactico y/o terapéutico de un inhibidor C1 para la
prevencion, reduccion y/o tratamiento de cualquier tipo de lesion por isquemia-reperfusion.

[0007] Un inhibidor C1, también referido como inhibidor de C1 esterasa se define aqui, como un inhibidor de
complemento C1. ElI INH C1 pertenece a la superfamilia de inhibidores de proteinasa de serina y es el uUnico
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inhibidor de C1r y C1s del sistema de complemento y es el inhibidor mayor de factor Xlla y kalikreina del sistema de
contacto. Ademas el INH C1 también inhibe otras serin proteasas de la coagulacién y sistemas fibrinoliticos como el
factor Xl, activador de plasmindgeno de tipo tejido y plasmina (Schapira et al. 1985, Complement 2: 111; Davis,
1988, Ana. Rev. Immunol. 6: 595). El INH C1 humano es una proteina de 500 aminoacidos, incluyendo una
secuencia sefial de 22 aminoacidos (Carter et al. 1988, Euro. J. Biochem. 173, 163). El INH C1 de plasma es una
glicoproteina de aproximadamente 76 kDa y esta fuertemente glicosilada, hasta el 26% de su masa molecular es
carbohidrato (Perkins et al., 1990, J. Mol. Biol. 214, 751). Un INH C1 para su uso en los métodos de la presente
invencion es preferiblemente una proteina con una secuencia de aminoacidos que tenga al menos un 65, 67, 68, 69,
70, 75, 80, 85, 90, 95, 98 0 99% de identidad con la secuencia de aminoacidos del INH C1 humano maduro como se
representa en la SEC ID NO:1.

[0008] Con motivo de la presente invencion, el grado de identidad entre dos secuencias de aminoacidos se refiere al
porcentaje de aminoacidos que son idénticos en las dos secuencias. Primero, las secuencias polipéptidas
homologas se buscan usando el algoritmo de BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), que se describe en
Altschul, et al., J. Mol. Biol. 215: 403-410 (1990). El software para realizar los analisis BLAST esta publicamente
disponible a través del National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Los parametros
W, B y E del algoritmo de BLAST determinan la sensibilidad y velocidad de la alineacion. El programa BLAST usa
como valores predeterminados una longitud de palabra (W) de 3, el matriz de puntuacion BLOSUM®62 (ver Henikoff
& Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. EEUU 89: 10915 (1989)) alineamientos (B) de 50, esperanza (E) de 10, M=5; N=-4.
Después, el grado de identidad (como se ha definido anteriormente) de secuencias homdlogas se determina usando
el algoritmo de alineacion CLUSTALW (Higgins D. Et al (1994). Nucleic Acids Res. 22:4673-4680) usando los
siguientes parametros; Gap size: 5, Gap open: 11, Gap extension: 1, Mismatch: -15, Word size: 3.

[0009] EI INH C1 preferiblemente tiene actividad de INH C1 como se puede, por €j., evaluar tal como es descrito por
Drouet et al. (1988, Clin Chim Acta. 174:121-30). Mas preferiblemente, el INH C1 es un INH C1 humano (INH C1h)
el cual se entiende que significa que un INH C1 tiene una secuencia de aminoacidos que ocurre naturalmente en el
hombre (como p. ej. SEC ID NO:1 o CAA30314), pero no significa que el INH C1 se produzca y obtenga de, por €j.,
plasma humano.

[0010] Segun un aspecto de la invencién, el INH C1 para su uso en los métodos de la invencién tiene
preferiblemente una vida media de plasma reducida en comparaciéon con la vida media de plasma de INHC1
derivado, mas preferiblemente la vida media de plasma de INH C1 de la invencién es inferior a la vida media de
plasma de INH C1 derivado de plasma humano. Por "vida media de plasma reducida" se entiende el cambio
negativo en la vida media circulante de un INH C1 de la invencion en relacion a la vida media circulante de un INH
C1 derivado de plasma. En este contexto, un INH C1 derivado de plasma se refiere a un INH C1 de origen natural
que es tipicamente derivado de plasma y que se puede purificar de plasma, pero no se modifica quimicamente o
enzimaticamente.

[0011] La vida media de plasma se mide tomando muestras de sangre en varios puntos de tiempo después de la
administracion del INH C1 y la determinacién de la concentraciéon del INH C1 en cada muestra. La correlacion de la
concentracion de suero con el tiempo permite calcular la vida media de plasma. La reduccién de la vida media de
plasma de INH C1 de la invencién en relaciéon con la vida media de plasma circulante de un INH C1 derivado de
plasma preferiblemente es al menos aproximadamente doble, al menos aproximadamente triple, al menos
aproximadamente cuadruple, al menos aproximadamente sextuple, mas preferiblemente al menos aproximadamente
octuple y de la forma mas preferible al menos aproximadamente décuple. En otras palabras, la vida media de
plasma de un INH C1 de la invencion preferiblemente es inferior a 60, 50, 40, 30, 25, 20, 15, 12,5 0 10% de la vida
media de plasma de un INH C1 derivado, es decir, su contraparte natural.

[0012] P. €j. la vida media del plasma del INH C1 de la invencién que se usa en los ejemplos aqui, que se obtiene de
la leche de conejos transgénicos, muestra una vida media de plasma en seres humanos de aproximadamente 3
horas, que es de cuatro a ocho veces menor que la vida media del plasma de un INH C1 derivado de plasma
humano. Se entiende que la determinacion de la reduccion de la vida media de plasma de un INH C1 de la invencion
en comparacion con el INH C1 derivado de plasma se realiza preferiblemente bajo condiciones similares, si no
idénticas, es decir, preferiblemente en dosificaciones correspondientes, regimenes de muestreo, en el mismo
organismo, que puede ser un animal de laboratorio tal como un ratén o sujetos humanos, y sobre el mismo numero
de sujetos de prueba. Ademas, se entiende que la vida media del plasma de ambas preparaciones de INH C1 se
comparan como se puede determinar por método estandar de analisis estadistico.

[0013] Un INH C1 con una vida media mas corta, puede ser de origen natural o un INH C1 producido de forma
recombinante, se puede preparar con cualquier método conveniente. Puede por ejemplo ser preparado in vivo en
una célula huésped recombinante u organismo que resulta en un INH C1 con una estructura de carbohidrato
modificada (como comparada con el INH C1 derivado de plasma) o la estructura de carbohidrato de un INH C1 de
origen natural puede ser quimicamente o enzimaticamente modificada in vitro. Preferiblemente, el INH C1 de la
invencion se modifica en comparacion con el INH C1 derivado de plasma de la siguiente forma: eliminacion de una
fraccion de carbohidrato (de una variante de origen natural o variante expresada recombinantemente de la
glicoproteina), preferiblemente la eliminacion de acido sialico y/o galactosa de una cadena de carbohidratos unidos
por enlace N-glucosidico y/o la eliminaciéon de una cadena de carbohidrato dando como resultado exposicién de
manosa, galactosa, N-acetilglucosamina y/o residuos de fucosa.
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[0014] Segun otro aspecto de la invencion, el INH C1 para uso en los métodos de la invencién tiene preferiblemente
una glicosilacion diferente en comparacion con el INH C1 derivado de plasma. Modificaciones de la estructura de
carbohidrato de un INH C1 de la invencién incluyen modificaciones que conducen a infraglicosilacion.

[0015] In vitro, la infraglicosilacion puede ser el resultado de una delecién de una fraccion de carbohidrato o de una
cadena de carbohidrato completa de C1INH. Las modificaciones pueden implicar ambas cadenas de carbohidratos
unidos por enlaces N- glucosidicos u O- glucosidicos, o sélo un tipo de cadena. Puede implicar todas las cadenas, o
s6lo algunas de las cadenas. La sobreglicosilacién puede por ejemplo ser el resultado de la adicién de una fraccién
de carbohidrato extra o una cadena de carbohidrato completa a la molécula de INH C1. Una forma asialo de INH C1
o una forma con un nivel reducido de residuos acidos sidlicos terminales pueden tipicamente ser obtenidos por
eliminacion de un grupo de acido sialico. Es bien conocido que la vida media de una glicoproteina en la sangre es
altamente dependiente en la composicién y estructura de sus grupos de carbohidratos unidos por enlaces N- y O-
glucosidicos. En general, la vida media maxima de una glicoproteina requiere que sus grupos de carbohidratos
unidos por enlaces N- y O- glucosidicos tengan un acido sidlico terminal. Si este acido sidlico terminal no esta
presente, la glicoproteina es rapidamente esclarecida de la sangre debido a la exposicién de residuos de galactosa.
Esta bien establecido que la presencia de residuos de galactosa terminal en fracciones de carbohidrato de
glicoproteinas resulta en espacio de plasma mejorado por el receptor de asialoglicoproteina en el higado. Asi, el INH
C1 para uso en los métodos de la presente invencion tiene un nivel reducido de residuos acidos sialicos terminales
en comparacion con el inhibidor C1 derivado de plasma humano. El acido sialico se puede quitar de diferentes
formas. Por ejemplo, se puede quitar quimicamente o enzimaticamente, por ejemplo, por tratamiento con sialidasa.
Sialidasas adecuadas para este propédsito son descritas por Chou et al. (1996, J Biol Chem. 271 (32):19219-24; y
1994, J Biol Chem. 269(29):18821-6) y pueden p. €j. ser obtenidos de V-labs, Inc. (covingtoNPn, Luisiana, USA). En
otra forma de realizacién preferida, INH C1 para uso en los métodos de la presente invencién preferiblemente ha
expuesto manosa, N-acetilglucosamina fosfomanosa, galactosa y/o residuos de N-acetilgalactosamina. Un residuo
de azucar expuesto usualmente sera un residuo de azucar terminal en una rama de glicano o al menos un residuo
de azucar que es accesible para interacciones con una fraccion con afinidad para el residuo (tal como un dominio de
union de carbohidrato). Un INH C1 con galactosa expuesta, N- acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina, manosa,
fucosa o residuos de fosfomanosa pueden p. €j. ser obtenidas por tratamiento enzimatico con uno o mas de B-D-N-
acetilhexosaminidasa, endo-B-d-galactosidasa, y/o a-D-N-acetilgalactosaminidasa (también obtenible de, p. ej., V-
labs, Inc., Covington, Luisiana, EEUU).

[0016] In vivo, modificaciones de cadenas de carbohidratos de INH C1 se pueden introducir usando sistemas de
produccién recombinantes. Ambos cultivos de células eucariotas y procariotas pueden ser utilizados, tal como
células de levadura, células micéticas, células de insecto y células mamiferas. Por ejemplo, células COS y células
CHO son sistemas adecuados de produccién mamiferos. Aunque los sistemas de cultivo celular mamiferos tienen la
capacidad para producir glicoproteinas con grupos sialilados de carbohidratos, glicosilacion completa u éptima
natural es frequentemente dificil de conseguir y en consecuencia, las glicoproteinas producidas de recombinacion en
general tienen un modelo de glicosilacion diferente a sus duplicados naturales. Normalmente este modelo de
glicosilacion diferente es incompleto (en comparacion con los duplicados naturales) teniendo galactosa expuesta, N-
acetilglucosamina y/o residuos de manosa. Asimismo, la produccién de INH C1 en microorganismos eucariéticos
como levaduras u hongos resultara en INH C1 con residuos de manosa expuestos.

[0017] EI INH C1 con estructuras de carbohidratos modificadas puede también ser preparado en animales
transgénicos, preferiblemente en animales no humanos, tal como en conejos, bovino, ratones, ratas, cabras y ovejas
transgénicos. Preferiblemente, tales glicoproteinas se expresan en las glandulas mamarias de estos animales no-
humanos transgénicos de manera que las glicoproteinas se pueden obtener de la leche del animal. El experto en la
materia entendera que éste dependera de la glicoproteina especifica a ser producida y en la cantidad que tiene para
ser producida, qué animal transgénico es mejor usar para la produccion. Un INH C1 particularmente preferido para
uso en la presente invencion es un INH C1 que se obtiene de la leche de un bovino transgénico o un animal del
orden Lagomorfa, preferiblemente de la familia Leporidae, mas preferiblemente del género orictolagus y de la forma
mas preferible un conejo de las especies Orictolagus cuniculus.

[0018] Diferentes tipos de modificaciones a la estructura de la cadena de carbohidrato de la proteina de INH C1 en
comparacién con su duplicado natural derivado del plasma se pueden obtener de sistemas de produccién
recombinantes, tal como glicosilacion diferente, infraglicosilacion se puede introducir separadamente o en
combinacién, simultaneamente o consecutivamente, algunos tipos se pueden introducir a una parte de la molécula,
mientras otros se introducen para otra parte de la molécula. Combinaciones preferidas de modificaciones que
contribuyen a la eficacia terapéutica de la proteina incluyen galactosa expuesta, N- acetilgalactosamina, M-
acetilglucosamina, manosa, fucosa y/o residuos de fosfomanosa en el INH C1 de la invencion. El INH C1 de la
invencién puede p. €. tener glicanos del tipo oligomanosa o del tipo altamanosa. Preferiblemente al menos
aproximadamente 5, 10, 15, 20, 40 o0 60% de los residuos terminales en los glicanos en el INH C1 se seleccionan de
galactosa, N-acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina, manosa, fucosa y residuos de fosfomanosa. P. €j., un INH
C1 preferido para su uso en la presente invencion contiene aproximadamente hasta 2, 4, 5, 6 veces menos acido
sialico en comparacion con su duplicado natural y/o al menos aproximadamente 5, 10, 15, 20, 40 o 60% de sus
glicanos unidos por enlaces N-glucosidicos son hexosas de terminal de soporte neutral con grupos ecuatoriales de 3
y 4-OH, tal como manosa y N-acetilglucosamina. En cambio, el INH C1 derivado de plasma no tiene oligomanosa de
tipo glicosilacion. Un INH C1 preferido para su uso en la presente invencién, p. €j., es un INH C1 humano
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recombinante producido en las glandulas mamarias de conejos que tienen 5-6 veces menos acido sialico en
comparacion con su duplicado natural y aproximadamente 15% de sus glicanos unidos por enlace N-glucosidico son
residuos de manosa de terminal de soporte neutral.

[0019] En una forma de realizacion preferida, la glicosilacion diferente del INH C1 para uso en la presente invencion
resulta en una afinidad mas alta para una proteina de enlace de manosa en comparacién con su duplicado derivado
de plasma. La proteina de enlace de manosa (MBP) es también referida como proteina de unién de manano, lectina
de union de manosa (MBL), lectina de uniéon de manano, o bactericida Ra-reactivo factor. MBP es una coleccion que
pertenece a un grupo de Ca”-dependiente (tipo-C) lectinas solubles. MBP es un activador de complemento via la
via de lectina (que difiere de las vias alternativas y tradicionales de activacion de complemento). El sistema de
complemento es un componente importante de la defensa innata inmunolégica y se activa por tres vias: la via
clasica, la via alternativa, y la via de lectina recientemente descubierta o lectina de unién de manosa (MBL).

[0020] La activacion de la via clasica se inicia cuando los dominios cataliticos C1r y C1s se enlazan con complejos
inmunolégicos mediante la proteina de reconocimiento C1q (ver Figura 11).

[0021] La via alternativa esta continuamente rotando a un indice lento en una manera independiente de anticuerpo y
atacara particulas que no estan protegidas especificamente contra el complemento.

[0022] La lectina o via MBL se activa o inicia tras la union de MBL a estructuras de carbohidratos presentes en
varios patdgenos u otras estructuras celulares. Dos serin proteasas: proteasa de serina asociada de lectina de unién
de manano (MASP)-1 y -2 (ver Figura 11) se asocian con MBL y muestran similitudes de choque con las serina
proteasas C1s y C1r. El complejo tiene capacidades de activacién C4- y C3- tras la unién a manano. El complejo
contiene dos serina proteasas MASP-1 y MASP-2 unidas por un enlace de disulfuro. En esta forma, MASP es capaz
de quebrar C4 y C3 dando como resultado su activacion. El INH C1 de la invencién tiene preferiblemente una
afinidad mas alta para un MBP humano en comparacién con su duplicado derivado de plasma.

[0023] MBP reconoce hexosas expuestas con grupos ecuatoriales de 3 y 4-OH, tal como manosa y N-
acetilglucosamina y/o N-acetil-hexosaminas. Un INH C1 preferido de la invencién por lo tanto lleva tales hexosas
terminales. La afinidad mas alta para MBP, preferiblemente MBP humano del INH C1 de la invencion es
preferiblemente de manera que éste permite un objetivo, union y/o inhibicion mas eficaz de MBP en comparacion
con su duplicado derivado de plasma natural al cual le falta manosa expuesta y residuos de N-acetilglucosamina.
MBP humano es aqui entendido para referirse a la proteina caracterizada por el hecho de que Kawasaki et al. (1983,
J. Biochem 94:937-47), con una secuencia de aminoacidos como se describe por Taylor et al. (1989, Biochem. J.
262 (3), 763-771; NCBI adquisicion n°® CAA34079). La estructura de rata MBP complejo con an.oligosacarido es
descrita por Weis et al. (1992, Nature. 360:127-34).Para otra descripcién de MBP humano ver p. ej US 6,846,649 y
referencias citadas ahi.

[0024] Todas estas vias (clasica, alternativa y lectina o MBL) generan una actividad enzimatica crucial que
finalmente conduce al ensamblaje del complejo de incursion de membrana (MAC o C5b-C9) (ver Figura 11). Bajo
condiciones fisiologicas, la activacion del sistema de complemento es eficazmente controlada por la accion
coordinada de proteinas reguladoras asociadas a la membrana y solubles. Una de estas proteinas es el inhibidor C1
(INH C1), un inhibidor de serina proteasa que enlaza a C1s y C1r y habitualmente el tnico inhibidor fisiolégico
conocido de la via clasica. Ademas, INH C1 es capaz de inactivar el complemento de activacion de MBL-mediado
por unién e inhibicion de MASP-1 y MASP-2.

[0025] La activacion de las diferentes vias de complemento es preferiblemente medida en sueros humanos por el kit
Wielisa (producto n°COMPL 300, Wieslab, Sweeden). Este es un inmuno ensayo de enzima disponible
comercialmente, especifico para la deteccidén de cada una de las tres vias de complemento con deposicion de CSb-
C9 como una lectura comun. Brevemente, pocillos de las tiras de microtitulacion se revisten con activadores
especificos de cada una de las tres vias de complemento. Suero humano se diluye en diluyente conteniendo
bloqueador especifico para asegurar que sélo la via respectiva se activa. El INH C1 de la invencion o su duplicado
derivado de plasma se afiade posteriormente a una concentracién dispuesta entre 0 y 75 pmol, incubada durante 30
minutos a temperatura ambiente y afiadida a los pocillos. Durante una incubacion posterior del suero humano diluido
en el pocillo durante 60 minutos a 37°C, el complemento se activa por el recubrimiento especifico. Los pocillos se
lavan luego y C5b-C9 formados se detectan con una fosfatasa alcalina especifica marcada anti C5b-C9 anticuerpo.
Después de otro paso de lavado, la deteccidon de anticuerpos especificos se obtiene por incubacion con solucion de
sustrato de fosfatasa alcalina. La cantidad de activacion de complemento correlaciona con la intensidad de color y se
mide en cuanto a absorbencia (densidad 6ptica DO). Usando este equipo, ambos INH C1 recombinante humano
(rhC1-INH) de la invencién y INH C1 derivado de plasma (PdC1-INH) demostraron tener capacidades de inhibicion
similares para la via clasica. No obstante, el INH C1 de la invencién demostro tener approximadamente un 20% mas
de capacidad de inhibicion para la via MBL que el INH C1 derivado de plasma (véase ejemplo 3).

[0026] Por lo tanto, en esta forma de realizacién preferida, la glicosilacion diferente del INH C1 para uso en la
presente invencién resulta en una afinidad mas alta para un MBP en comparacion con su duplicado derivado de
plasma, que resulta en una inhibicion mas eficaz de MBP, conduciendo a una inhibicion mas eficaz de la via de
lectina. La inhibicion mas eficaz de la via de lectina preferiblemente incluye al menos 5% mas inhibicion, incluso mas
preferiblemente al menos 10% mas inhibicidn, incluso mas preferiblemente al menos 15% mas inhibicion incluso
mas preferiblemente al menos 20% incluso mas preferiblemente al menos 25% incluso mas preferiblemente al
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menos 30% incluso mas preferiblemente al menos 35% incluso mas preferiblemente al menos 40% incluso mas
preferiblemente al menos 45% incluso mas preferiblemente al menos 50% incluso mas preferiblemente al menos
55% incluso mas preferiblemente al menos 60% incluso mas preferiblemente al menos 65% incluso mas
preferiblemente al menos 70% incluso mas preferiblemente al menos 75% incluso mas preferiblemente al menos
80% incluso mas preferiblemente al menos 85% incluso mas preferiblemente al menos 90% incluso mas
preferiblemente al menos 95% y de la forma mas preferible al menos 98% mas de inhibicion. La activacion de la via
de lectina es preferiblemente medida con el kit Wielisa como se ha descrito anteriormente.

[0027] El método de la invencion se puede aplicar para prevenir, reducir o tratar cualquier tipo de isquemia y lesion
por reperfusion. Preferiblemente, el método de la invencion se aplica donde la isquemia y herida por reperfusion se
sabe que surge al menos en parte, mas preferiblemente principalmente mediante la via de lectina. Para isquemia de
miocardio y lesién por reperfusion (J Immunology 2005, 175: 541-546), lesion por reperfusion de isquemia renal (Sen
J Pathol. 2004 165(5):1677-88), lesién por reperfusion de isquemia gastrointestinal (J Inmmnol. 2005
15:174(10):6373-80), y para accidente cerebrovascular (deSimoni et al, 2004 Ser J. Pathol. 164:1857-63) ha
demostrado que la lesién por reperfusion surge principalmente mediante la via de lectina y dificilmente mediante la
via clasica. Por lo tanto, un INH C1 de la invencién es preferiblemente un inhibidor mas potente de la via de lectina
en comparacion con su duplicado derivado de plasma natural. Preferiblemente un INH C1 de la invencion es un
inhibidor in vivo mas potente de la via de lectina en hombre en comparacién con su duplicado derivado de plasma
natural.

[0028] A diferencia del modelo experimental usado en los ejemplos aqui, la incidencia de isquemia en la vida real es
frecuentemente un evento imprevisto. Por lo tanto la administracién de INH C1 antes de la incidencia de isquemia
y/o reperfusidon posterior no es generalmente una opcion realizable e inevitablemente en la practica INH C1 tendra
que ser administrado algun tiempo sino varias horas después de la isquemia y/o reperfusiéon posterior. Esto, no
obstante, limita seriamente la utilidad terapéutica del INH C1 derivado de plasma convencional porque es
principalmente inefectivo cuando se administra depués de la reperfusion isquémica y sélo tiene una franja de tiempo
muy pequefa para la eficacia terapéutica (ver Figura 2 y deSimoni et al, 2004 Ser J. Pathol. 164:1857-63). En
cambio, un INH C1 para uso en la presente invencion tal como se ha definido anteriormente, sigue siendo capaz de
ejercer sus efectos neuroprotectores también cuando se inyecta al menos 1 hora después de la isquemia o después
de la apariciéon de la isquemia y/o 30 minutos después del inicio de la reperfusion. Por lo tanto, el INH C1 de la
invencion se administra al menos al final o después del periodo isquémico, es decir cuando el tejido isquémico sufre
la reperfusién. Mas preferiblemente, el INH C1 de la invencion se administra al menos 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90 o
120 minutos después del periodo isquémico o después del inicio de la reperfusion. Preferiblemente, el INH C1 de la
invencién se administra no mas de 24, 12, 6, 4 o 3 horas después de la isquemia o después de la aparicion de la
isquemia y/o reperfusion. En otra forma de realizacion preferida, el inhibidor C1 se administra al menos 3 horas
después de la isquemia o después de la aparicion de la isquemia y/o reperfusion, preferiblemente al menos 6 horas,
mas preferiblemente al menos 9 horas, incluso mas preferiblemente al menos 18 horas.

[0029] En una forma de realizacion preferida, el método se aplica para prevenir, reducir o tratar una incidencia
imprevista, repentina o aguda de reperfusion isquémica. Condiciones y trastornos asociados a una incidencia
imprevista, repentina o aguda de reperfusion isquémica incluyen pero de forma no limitativa lesiéon por reperfusion
isquémica tras un infarto de miocardio agudo (IMA), tras un accidente cerebrovascular, incluyendo accidente
cerebrovascular perinatal, tras un shock hemorragico, tras una isquemia intestinal, tras una cirugia coronaria de
emergencia por angioplastia coronaria transluminal percutanea (ACTP), después de cualquier cirugia vascular con
pinzamiento transversal de vaso sanguineo (p. ej. de aorta, conduciendo a isquemia de musculo esquelético), o
después de pancreatitis tras la manipulacion del conducto pancreatico o bilial (ERCP). En tales ejemplos el INH C1
de la invencion se administra preferiblemente al menos 1, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90 o 120 minutos después del
infarto de miocardio agudo (IMA), después de un accidente cerebrovascular, incluyendo accidente cerebrovascular
perinatal, después de un shock hemorragico, después de isquemia intestinal, después de cirugia coronaria de
emergencia por angioplastia coronaria transluminal percutanea (ACTP), después de cualquier cirugia vascular con
pinzamiento transversal de vaso sanguineo (p. ej. de aorta, conduciendo a isquemia de musculo esquelético), o
después de pancreatitis tras la manipulacién del conducto pancreético o bilial (ERCP). Alternativamente, el tiempo
de administrar el INH C1 de la invencion se puede definir como preferiblemente al menos 1, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60,
90 o0 120 minutos después del inicio de la reperfusion.

[0030] Ademas, la lesién por reperfusion improvista isquémica es preferiblemente definida como un lesién por
reperfusion isquémica donde una terapia o cirugia inducen a una reperfusion pero no a una isquemia. Tal terapia o
cirugia incluye pero no se limitan a:

- trombolisis farmacoldgica, incluyendo terapias endovasculares e intravenosas por accidente cerebrovascular,
sindromes coronarios agudos, oclusién periférica arterial, émbolo pulmonar, oclusion de arteria renal,

- trombolisis mecanica, por ejemplo, intervencién coronaria percutanea, angioplastia arterial periférica, angioplastia
arterial visceral,

- injerto de bypass aortocoronario,
- endarterectomia carotidea,

- isquemia mesentérica,
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- shock incluyendo el de tipo hemorragico, cardiogénico, neurogénico, analfilactico,
- fallo de colgajo, por ejemplo cirugia plastica,

- reimplantacion de dedos y brazos,

- intestino estrangulado.

[0031] Alternativamente, en otra forma de realizacién preferida, el método se aplica para prevenir, reducir o tratar
una incidencia prevista de reperfusion isquémica. Una incidencia prevista de lesién por reperfusion de isquemia
incluye preferiblemente un ajuste en el que una terapia o cirugia inducen a una isquemia y posteriormente una
reperfusion. Una lista no limitativa se da a continuacion de terapia o cirugia en donde hay un periodo inducido
temporal de flujo sanguineo bajo o nulo, es decir, isquemia o hipoxia, seguido de reperfusion:

- bypass cardiopulmonar,

- reparacion de aneurisma, incluyendo aodrtico o cerebral,

- endarterectomia carotidea en la que una grapa se usa durante la cirugia,
- parada circulatoria con hipotermia profunda,

- uso de torniquete, es decir, en ajustes de traumatismo,

- transplante de 6rgano sélido,

- cualquier otra rotura yatrogénica de flujo sanguineo.

[0032] Ademas, condiciones y trastornos asociados a una incidencia prevista de lesion por reperfusion isquémica
incluyen, pero de forma no limitativa, lesién por reperfusiéon isquémica después de un transplante de 6rgano
(pulmoén, higado, rifidn, corazén), después de cualquier cirugia vascular con pinzamiento transversal de vaso
sanguineo (p. e]. de aorta, conduciendo a isquemia de musculo esquelético), o después de pancreatitis después de
manipulacién de un conducto pancreatico o bilial (ERCP), después o durante la circulacion extra corporal (ECC).

[0033] En una forma de realizacion preferida del método para la prevencioén, reduccién o tratamiento de al menos
una incidencia prevista de isquemia y lesion por reperfusién, el INH C1 de la invenciéon se administra al menos al
final o después del periodo isquémico, es decir cuando el tejido isquémico sufre reperfusion. Mas preferiblemente, el
INH C1 de la invencion se administra al menos 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90 o 120 minutos después del periodo
isquémico o después del inicio de reperfusion. Preferiblemente, el INH C1 de la invencién se administra no mas de
24, 12, 6, 4 o 3 horas después de la isquemia o después de la apariciéon de la isquemia y/o reperfusiéon. En otra
forma de realizacion preferida, el inhibidor C1 se administra al menos una hora después de la isquemia o después
de la apariciéon de la isquemia y/o reperfusién, 3 horas después de la isquemia o después de la aparicion de la
isquemia y/o reperfusion, preferiblemente al menos 6 horas, mas preferiblemente al menos 9 horas, incluso mas
preferiblemente al menos 18 horas.

[0034] Segun una forma de realizacién preferida, el INH C1 de la invencién se administra continuamente a un sujeto
en su necesidad y/o en caso de un transplante de érgano al érgano a ser transplantado. El 6rgano a ser
transplantado es preferiblemente conservado en una composicion con un medio adecuado y cantidad adecuada de
INH C1.

[0035] En una forma de realizaciéon mas preferida, el método se aplica en una incidencia imprevista de reperfusion
isquémica. Incluso mas preferiblemente, una incidencia de lesién por reperfusion isquémica después de un
accidente cerebrovascular o un accidente cerebrovascular perinatal. En estos tipos de incidencia imprevista de
reperfusién isquémica, demostramos que el inhibidor C1 de la invencion ejercita un efecto neuroprotector en la
penumbra isquémica. La penumbra isquémica hace referencia preferiblemente al hipocampo y/o cortex. Un efecto
neuroprotector preferiblemente significa que la neurodegeneracién se contrarresta en el hipocampo y/o coértex
después del tratamiento con el inhibidor C1 de la invencion hasta 3 horas después de la aparicion de isquemia en el
hipocampo y hasta 9 horas después de la aparicion de isquemia en el coértex. Mas preferiblemente, la
neurodegeneracion se contrarresta hasta 4, 5, 6 horas o mas en el hipocampo y hasta 10, 11, 12 horas 0 mas en la
isquemia. La neurodegeneracion se evalua preferiblemente como en el ejemplo 2: secciones de cerebro se tintan
con un marcador especifico para degeneraciéon neuronal, preferiblemente Jade (Schmued LC, et al, referencia 4) y
se analizan con microscopia fluorescente. Usando este método, el contrarresto de neurodegeneracion supone que al
menos 2% menos de células coloreadas se visualizan en la muestra tratada en comparacién con la muestra no
tratada. Preferiblemente, el contrarresto neurodegeneracion supone al menos 5% menos de células coloreadas, al
menos 7%, al menos 10%, al menos 15%, al menos 20%, al menos 25%, al menos 30%, al menos 35%, al menos
40% o mas.

[0036] Alternativamente o en combinacion con la forma de realizacion anterior mencionada, el uso del inhibidor C1
ejercita una reduccion de la lesién inducida por la isquemia y/o reperfusion. Mas preferiblemente, cuando la lesién
por reperfusion isquémica ocurrida después de un accidente cerebrovascular o un accidente cerebrovascular
perinatal, el uso del inhibidor C1 de la invencion ejercita una reduccion del tamafio del infarto. Incluso mas
preferiblemente, el tamafo del infarto se cuantifica como se presenta en el ejemplo 2. Incluso méas preferiblemente,
usando este método de cuantificacion, al menos 3 horas después de la aparicion de la isquemia, una reduccién de al
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menos 10% del tamafio del infarto se alcanza, incluso mas preferiblemente al menos 20%, incluso mas
preferiblemente al menos 40%, incluso mas preferiblemente al menos 60%, incluso mas preferiblemente al menos
70%, incluso mas preferiblemente al menos 80%,y de la forma mas preferible al menos 90%.

[0037] Un INH C1 para uso en los métodos de la invencidon puede ser parte de composiciones farmacéuticas del
estado de la técnica. Estas composiciones farmacéuticas tipicamente comprenden el INH C1 y un portador o
excipiente farmacéuticamente aceptable. Estas composiciones farmacéuticas se pueden administrar de varias
formas dependiendo de si el tratamiento sistémico o local es deseado, el area a ser tratada y la estabilidad del
compuesto activo. Formulaciones adecuadas dependeran del método de administracion. La composicion
farmacéutica se administra preferiblemente por administracion parenteral, tal como por ejemplo por intravenosa,
intra-arterial, inyeccidn intramuscular o subcutanea intraperitoneal o infusién; o por administracién intracraneal o
intratecal. En una forma de realizacion preferida se administra por infusién intravenosa. Formulaciones adecuadas
para la administracion parenteral se conocen en la técnica y son formulaciones tipicamente liquidas. Las
preparaciones de INH C1 para administracion parental deben ser estériles. La esterilizacion se realiza por filtracion a
través de membranas de filtracion estériles, antes de o siguiendo la liofilizacion y reconstituciéon. Las preparaciones
de INH C1 se pueden administrar continuamente por infusion o por inyeccion en bolo. Las formulaciones liquidas de
INH C1 pueden por ejemplo ser administradas por una bomba de infusiéon. Una composicion tipica para infusion
intravenosa podria contener de 100 a 500 ml de NaCl 0,9% estéril o 5% de glucosa opcionalmente suplementada
con un 20% de solucion de albumina y 100 a 500 mg del INH C1. Una composicion tipica farmacéutica para la
inyeccion intramuscular contendria, por ejemplo, 1 - 10 ml de agua tamponada estéril y 1 a 250 mg del INH C1 de la
presente invencién. Métodos para preparar composiciones parenteralmente administrables se conocen bien en la
técnica y son descritas en mas detalle en varias fuentes, incluyendo, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical
Science (152 ed., Mack Publishing, Easton, PA, 1980) (incorporada por referencia en su totalidad para todos los
objetivos).

[0038] La dosis efectiva, es decir concentracion eficaz y frecuencia, del INH C1 cuando se usa en los métodos de la
invencion dependera de la composicidon especifica farmacéutica que se usa, la gravedad de la enfermedad y el
estado general de la salud del paciente.En general, la dosis efectiva de una composicién farmacéutica que se basa
en un INH C1 para uso en los métodos de la invencién se pueden encontrar por optimizacién de rutina. Un punto de
partida adecuado es la dosis que se usa para la composicidon equivalente farmacéutica que se basa en el INH C1
derivado de plasma. Una gran ventaja de una composicion farmacéutica de la invenciéon es que una alta dosis inicial
se puede utilizar en el tratamiento, lo que realza la probabilidad de tratamiento exitoso. Esta alta dosis inicial es
posible debido a que el INH C1 en la composicion farmacéutica de la invencién muestra un espacio mas rapido que
su duplicado natural. En particular para el tratamiento de casos agudos, puede ser ventajoso una alta dosis inicial
del INH C1 de la invencién. Esta alta dosis inicial puede ser al menos 1.5, al menos 2, 3 o0 4 veces la dosis del
duplicado natural que seria administrado.

[0039] En una forma de realizaciéon preferida, el INH C1 de la invencidn se administra por via intravenosa a una
dosis superior a 50, 100, 200, 400, 600, 800, o 1000 U /kg masa corporal del individuo, preferiblemente en el
intervalo de 50 - 2000, 100 - 1000, 200 - 800, 400-700 o 500-700 U/kg masa corporal del individuo. Una unidad (U)
de INH C1 es la cantidad de INH C1 presente en 1 mililitro de sangre humana. Una unidad corresponde a
aproximadamente 275 microgramos de INH C1 derivado de plasma. Asumiendo un peso molecular de 110,000
dalton, la concentracién en plasma humano de INH C1 es de 2,5 micromoles por litro (Nuijens et al. (1989), J.
Clin.Invest. 84:443).

[0040] En otra forma de realizacién preferida del método de la invencién la composicion farmacéutica contiene un
agente trombolitico o es para uso en combinacién con un agente trombolitico o después del tratamiento posterior
con tal agente. Un agente trombolitico se entiende aqui como un agente (farmaco) que es capaz de disolver un
coagulo de sangre (trombo) y reabre una arteria o vena. Los agentes tromboliticos son normalmente serina
proteasas y convierten plasminégeno en plasmina que rompe el fibrinégeno vy fibrina y disuelve el coagulo. Agentes
tromboliticos preferidos incluyen reteplasa (r-PA o Retavasa), alteplasa (t-PA o Activasa), uroquinasa (Abboquinasa),
prouroquinasa, complejo activador de estreptoquinasa purificada anisoilada (APSAC), y estreptoquinasa.

[0041] En otro aspecto, la invencion pertenece al uso de un INH C1 de la invencién tal y como se define
anteriormente para la produccion de un medicamento para la prevencion, reduccion o tratamiento de lesién por
reperfusion conforme a cualquiera de los métodos definidos anteriormente.

[0042] En este documento y en sus reivindicaciones, el verbo "comprender" y sus conjugaciones se usan en su
sentido no limitativo para significar que unidades que siguen al verbo se incluyen, pero unidades no especificamente
mencionadas no se excluyen. Ademas, la referencia a un elemento por el articulo indefinido "un" o "una" no excluye
la posibilidad que mas de un elemento se presente, a menos que el contexto requiera claramente que haya uno y
solo uno de los elementos. El articulo indefinido "un" o "una" significa normalmente "al menos uno".

Descripcion de las figuras
[0043]

Figura 1 Evaluacion de tamafio de infarto cuarenta y ocho horas después de la isquemia en ratones tratados con
solucion salina o con 15U RhC1-INH (INH C1 humano recombinante, véase ejemplo 1.2) por ratén antes y después
de una hora de la isquemia.
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Figura 2 Evaluacion de tamafo de infarto veinticuatro horas después de isquemia en ratones tratados con solucion
salina o con 15U de INH C1 derivado de plasma por ratén 1 hora antes y después de la isquemia.

Figura 3 Volumen de infarto evaluado 48h después de isquemia en ratones recibiendo solucién salina o 15U/raton
de RhC1-INH de conejo en puntos de tiempo diferentes del principio de isquemia. Los datos se expresan de la
siguiente manera + SEM (n=6 ratones por grupo). *P<0.05; **P<0.01 contra solucion salina, ANOVA de sentido unico
y Dunnett como prueba post-hoc.

Figura 4 Evaluacion Semi-cuantitativa de tincién Fluoro-Jade.- = no positividad, + = baja positividad, ++ = positividad
intermedia, +++ = alta positividad.

Figura 5 Imagenes representativas de neurodegeneracion por tincion Fluoro-Jade en el estriatum de ratones
isquémicos recibiendo solucién salina o 15U/raton de RhC1-INH de conejo en puntos de tiempo diferentes de la
aparicion de isquemia. Barra: 100um.

Figura 6 Imagenes representativas de neurodegeneracion por tincion Fluoro-Jade en el giro dentado de ratones
isquémicos recibiendo soluciéon salina o 15U/ratéon de INH C1 de conejo en puntos de tiempo diferentes de la
aparicion de isquemia. Barra: 100um.

Figura 7 Imégenes representativas de neurodegeneracion por tincion Fluoro-Jade en el cortex de ratones
isquémicos recibiendo solucién salina o 15U/ratéon de INH C1 de conejo en puntos de tiempo diferentes de la
aparicion de isquemia. Barra: 100um.

Figura 8 Volumen de infarto evaluado 48h después de la isquemia en ratones recibiendo solucién salina o 5, 10,
15U/ratéon de RhC1-INH de conejo 3 horas después de la aparicion de isquemia. Los datos se expresan de la
siguiente manera + SEM (n=6 ratones por grupo). **P<0.01 contra solucién salina, ANOVA de sentido Unico y
Dunnett como prueba post-hoc.

Figura 9 Volumen de infarto evaluado 48h después de la isquemia en ratones recibiendo solucién salina o 15U/ratén
de PdC1-INH o INH C1 de vaca o conejo tres horas después de la aparicion de la isquemia. Los datos se expresan
de la siguiente forma + SEM (n=6 ratones por grupo). *P<0.05; **P<0.01 contra solucién salina, ANOVA de sentido
unico y Dunnett como prueba post-hoc.

Figura 10 Déficits generales (superiores al panel 10a) y focales (inferiores al panel 10b) evaluados 48h después de
la isquemia en ratones recibiendo solucién salina o 15U/ratén de PdC1-INH o INH C1 de vaca o conejo tres horas
después de la aparicidn de la isquemia. (n=6 ratones por grupo). **P<0.01 contra solucion salina, ANOVA de sentido
unico y Kruskal-Wallis como prueba post-hoc.

Figura 11 Visién general de las diferentes vias de activacion de complemento.

Figuras 12, 13 Efecto de RhC1-INH y PdC1-INH al activar la via de complemento tradicional. Dosis en aumento de
RhC1-INH o PdC1-INH (eje x) se afiadié a dos muestras diferentes de suero normal de humano (muestra 1 panel
superior. muestra 2 panel inferior). Como control, el tampoén en el que RhC1-INH es disuelto (20 mM citrato, 0.19 M
sacarosa pH 6.8, 0.22 ym filtrada) fue tomado a lo largo de las mismas diluciones como INH C1hr. La lectura fue
deposicion de CSb-9, el control de suero normal en el ensayo definiendo 100% (eje v). Los datos son la media y SD
(n=3).

Figuras 14, 15 Efecto de RhC1-INH y PdC1-INH al activar la via de complemento MBL. Dosis en aumento de RhC1-
INH o PdC1-INH (eje x) se afiadieron a dos muestras diferentes de suero normal de humano (muestra 1 panel
superior. muestra 2 panel inferior). Como control, el tampén en el que RhC1-INH es disuelto (20 mM citrato, 0.19 M
sacarosa pH 6.8, 0.22 um filtrada) fue tomado a lo largo de las mismas diluciones como INH C1hr. La lectura fue
deposicion de C5b-9, el control de suero normal en el ensayo definiendo 100% (eje y). Los datos son la media y SD
(n = 3).

Figura 16 Efecto de INH rhc y PdC1-INH al activar la via clasica y MBL de complemento de activacion. Dosis en
aumento de RhC1-INH o PdC1-INH se afiadieron a dos muestras diferentes de suero de humano normal. Como
control, el tampoén en el que RhC1-INH se disuelve (20 mM citrato, 0.19 M sacarosa pH 6.8, 0.22 um filtrada) fue
tomado a lo largo de las mismas diluciones como INH C1hr. La lectura fue deposicién de CSb-9 y la activacion de
complemento de porcentaje fue calculada por medicién con esta formula: (Muestra-NC)/(PC-NC')x100. PC se fija en
100%. Los resultados mostrados son la media SD de 3 diluciones independientes en cada concentracion evaluada.

Ejemplos
Ejemplo 1

[0044] Experimentos precedentes mostraron que una unica dosis de RhC1-INH (15U/ratén) administrada al principio
del periodo isquémico, reduce significativamente el volumen isquémico, segun la evaluacién 48 horas después de la
isquemia en nuestro modelo de ratdn con isquemia cerebral focal de una manera muy similar al INH C1 derivado de
plasma. En este ejemplo hemos explorado la franja de tiempo de eficacia para la actividad neuroprotectora de RhC1-
INH en el volumen isquémico y déficits funcionales. También hemos estudiado el efecto de RhC1-INH en resultado
de 7 dias por evaluacion de la respuesta glial y de neurodegeneracion.
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1. Métodos

1.1 Isquemia cerebral focal transitoria

[0045] La isquemia ocurrié por oclusién de la arteria cerebral media (MCAOQ) tal y como se describe anteriormente
(De Simoni et al., 2003 y 2004, supra). La anestesia fue inducida por 5% isoflurano en N2O/O; (70/30%) mezclada y
mantenida por 1.5 2% isoflurano en la misma mezcla. Para confirmar la adecuacion de la oclusién vascular en cada
animal, el flujo sanguineo fue medido con laser doppler de flujometria (Transonic BLF-21) usando una sonda de fibra
optica flexible de 0,5 mm (Transonic, tipo M, 0,6 mm didmetro) situada en la superficie de cerebro y fijada con
material de impresion en el craneo en las siguientes coordenadas: AP =.-1mm; L= -3,5mm. Brevemente, la arteria
carotida adecuada comun fue expuesta y un filamento siliconizado (7-0), fue introducido en la arteria carétida interna
a través de una incision realizada en la arteria carétida comun y avanzada a la arteria anterior cerebral para bloquear
su bifurcacién en la arteria anterior cerebral y el anticuerpo monoclonal. El filamento fue avanzado hasta que una
reduccion del flujo sanguineo de >70%, en comparacion con la linea base preisquémica, fue observada. Después de
30 min de isquemia, el flujo sanguineo fue restaurado eliminando cuidadosamente el filamento de nilon.

1.2 Tratamiento con medicamentos

[0046] Los ratones recibieron una unica inyeccién iv de RhC1-INH a la dosis de 15U/ratén en 150 pl o el mismo
volumen de solucidn salina en tiempos diferentes de la isquemia:

- al principio del periodo isquémico (pre RhC1-INH).
- al final del periodo isquémico (post RhC1-INH).

- una hora después del principio del periodo isquémico (1h-post RhC1-INH). RhC1-INH usado en este estudio fue
producido en conejos transgénicos que expresaron INH C1 humano en sus glandulas mamarias y purificaron la
leche obtenida de estos animales como se describe en WO 01/57079.

1.3 Evaluacién de déficits neurolégicos

[0047] Cuarenta y ocho horas después de la isquemia, cada raton fue estimado en dos escalas de funcion
neuroldgicas unicas al raton, por un investigador entrenado unido a las condiciones experimentales. Para ratones de
déficits generales fueron marcados de 0 a 28 en cada una de las siguientes categorias: pelo, orejas, ojos, actividad
espontanea, comportamiento epiléptico. Para ratones de déficits focales fueron marcados de 0 a 28 en cada una de
las siguientes categorias: simetria del cuerpo, ascenso, simetria de brazo anterior, giro obligatorio, respuesta
sensorial. Los datos se expresan como media y percentiles del 25° al 75°.

1.4 Cuantificacién del tamafo de infarto

[0048] Cuarenta y ocho horas después de la isquemia, los ratones fueron profundamente anestesiados con
Equitensin (120 pl/ratones, ip) y transcardialmente perfundidos con 30ml de PBS 0.1mol/l, pH 7.4, seguidos de 60ml
de paraformaldheide enfriado (4%) en PBS. Después de eliminar cuidadosamente los cerebros del craneo, fueron
transferidos a 30% de sacarosa en PBS a 4°C durante toda la noche para crioproteccion. Los cerebros fueron luego
rapidamente congelados por inmersion en isopentano a - 45°C durante 3 min siendo sellados antes en viales y
almacenados a -70°C hasta su uso. Para determinar el tamario de lesion, secciones de corona de cerebro de 20 um
fueron cortadas en serie a intervalos de 240 um y tintados con rojo neutral (Neutral Red Gurr Certistain, BDH,
Inglaterra). En cada estrato, las areas de infarto fueron evaluados ciegamente y delineadas por la palidez relativa de
coloracion histolégica. El area de infarto fue determinada al substraer el area del tejido saludable en el hemisferio
ipsilateral del area del hemisferio contralateral en cada seccion. Los volumenes de infarto fueron calculados por la
integraciéon de areas de infarto en cada estrato de cerebro como cuantificado con analizador de imagen asistida de
ordenador y calculado por sistema de imagen analitica.

1.5 Prueba a campo abierto

[0049] Siete dias después el comportamiento del ratéon con isquemia fue evaluado por la prueba a campo abierto.
Esta prueba puede ser util para detectar la ansiedad y explorar el comportamiento y la actividad locomotora en
ratones isquémicos a largo plazo. El campo abierto consistia de una caja de plastico (41 x 41 x 41cm) conteniendo 4
objetos diferentes. El area del campo abierto fue dividida en una zona central de 28 x 28cm y la zona de confin
circundante. Los ratones fueron individualmente colocados en el centro del campo abierto y su comportamiento fue
observado durante 5 minutos por unos expertos ajenos a las condiciones experimentales. EI nimero de cruces
internos (principalmente relacionados con comportamiento de ansiedad), cruces exteriores (principalmente
relacionados con actividad de motor), traseros (principalmente relacionados con comportamiento explorador) y
contactos con objetos (principalmente relacionados con actividad sensorial/motor) se conto.

1.6 Cuenta Neuronal

[0050] Siete dias después de la isquemia, los ratones fueron perfundidos transcardialmente tal y como se describe
anteriormente. Para determinar la cuenta neuronal, secciones coronarias de cerebro de 20um fueron cortadas en
serie a 640 pym intervalos y tintadas con cresil violeta (Cresyl Violet acetate, Sigma, St. Luis, MO). Tres secciones de
ipsi- y hemisferios colaterales de 20 ym fueron seleccionadas para la cuenta neuronal. La primera seccion fue en las
coordenadas estereotaxicas anteroposterior a +0.86 de bregma. La cantidad de pérdida neuronal fue calculada
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combinando el numero de neuronas viables en tres secciones de ambos hemisferios y expresado como porcentaje
de hemisferio controlateral. Un microscopio Olimpus BX61, lindado con camara de video con Soft Imaging System
Colorview y software AnalySIS fue usada. El analisis cuantitativo fue realizado en una ampliacién de 40X por unos
investigadores ajenos al tratamiento.

1.7 Inmunohistoquimica para astrocitos y microglia

[0051] Siete dias después de la isquemia secciones cerebrales coronarias de 20um de grosor de ratones isquémicos
fueron preparadas y usadas para evaluar la inmunocoloracion de los astrocitos y microglia/macréfagos. Brevemente,
las secciones fueron enjuagadas durante 30 minutos en 0.4% Triton 100 X-100 en 0.1 mol/L PBS seguido de 15
minutos en 0.1% Tritén X-100 y 3% de suero de cabra normal (NGS) en PBS. Las secciones fueron luego incubadas
durante toda la noche con anticuerpos para astrocitos y microglia (anti- GFAP 1:1500, Chemicon; anti-CD11b 1:250,
gentilmente donado por Dr. A. Doni, Mario Negri institute). El dia siguiente, las secciones fueron lavadas en PBS e
incubadas con anticuerpos secundarios biotinilados durante 1 hora, lavadas e incubadas con avidin-biotin-
peroxidasa. Después de reaccionar con 3 -3-diaminobenzidina tetrahidrocloruro las secciones fueron lavadas,
secadas, deshidratadas a través de alcoholes clasificados, fijados en xileno y cubiertos usando DPX montante antes
del analisis de microscopia optica.

2. Resultados

2.1 Ventana de tiempo de eficacia

2.1.1 Evaluacién de déficits neurolégicos

[0052] Déficits neuroldgicos fueron evaluados en ratones isquémicos recibiendo RhC1-INH o soluciéon salina 48h
después de la isquemia. Una ligera, aunque no significante, reduccion en cada grupo de ratones tratados con RhC1-
INH fue observada en comparacion con los ratones isquémicos tratados en solucion salina (pre RhC1-INH: 9 y 12
post RhC1-INH: 7 y 11; post-1h RhC1-INH: 9 y 13, solucién salina: 10 y 12.5, media de déficits focales y generales,
respectivamente) (datos no mostrados).

2.1.2 Evaluacién del tamafio de infarto

[0053] Cuarenta y ocho horas después de la isquemia los ratones tratados con RhC1-INH mostraron una reduccion
notable del volumen isquémico, a 15U/ratén pre, post y 1 hora post dosis (13.67 + 2.59mm?, 9.06 + 0.77mm® y 8.24
+1.00 mm®, respectivamente), en comparacion con ratones tratados con solucién salina (41.51 + 7.01mm3) (Figura
1, los datos se expresan como media + SEM).

2.2 Resultados tras siete dias

2.2.1 Prueba a campo abierto

[0054] La isquemia indujo una reduccion significante en el numero de crias en comparaciéon con animales no
tratados mientras en el grupo tratado con RhC1-INH este parametro no era diferente de los ratones no isquémicos.
Los otros parametros evaluados no mostraron ninguna diferencia entre los tres grupos.

2.2.2 Cuenta Neuronal

[0055] Para evaluar si el efecto de proteccion de RhC1-INH es de larga duracién, evaluamos la pérdida de neuronas
siete dias después de la induccion de isquemia y el tratamiento con el farmaco. Los resultados muestran que el
efecto de proteccion de INH C1 sigue estando presente en ese momento: 14% + 2.18% contra 4% * 1.24% media de
solucién salina y ratones tratados con RhC1-INH, respectivamente (datos no mostrados).

2.2.3 Inmunohistoquimica para microglia/macréfagos y astrocitos

[0056] Siete dias después de la isquemia una gran cantidad de microglia activada y macréfagos infiltrados fueron
observados en el hipocampo lesionado y estriado de ratones isquémicos recibiendo solucion salina (datos no
mostrados). Quince unidades de pre-RhC1-INH fueron capaces de contrarrestar esta activacion e infiltracion en las
areas consideradas (datos no mostrados). El hipocampo ipsilateral de ratones isquémicos tratados con solucion
salina mostraron una ligera astrocitosis que no fue diferente de la observada en ratones isquémicos RhC1-INH
(datos no mostrados). Otras areas del cerebro no mostraron ninguna activacién de astrocitosis relevante en ningun

grupo.
3. Conclusiones

[0057] Los presentes datos muestran que RhC1-INH en la dosis de 15U/ratén es de forma similar eficaz al reducir el
volumen isquémico cuando se administra al principio (pre) o al final del periodo isquémico (es decir, después de la
reperfusion). Mas importante, el inhibidor es capaz de ejercer sus efectos neuroprotectores también cuando se
inyecta 1 hora después de la aparicion de la isquemia (post 1h). Ademas, la accién de proteccion de RhC1-INH
sigue estando presente 7 dias después de la isquemia. Estos resultados estan en contraste con INH C1h derivado
de plasma que cuando se inyecta 1 horas después de la isquemia ha perdido practicamente la capacidad para
ejercer efectos neuroprotectores (ver Figura 2).
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[0058] Los resultados principales de este estudio son los siguientes:

1. la vida media de RhC1-INH en plasma de ratén es de aproximadamente 3 horas (a una dosis de 15U/raton).
La buena correlacién entre antigeno y actividad funcional indica que la proteina recombinante circula en plasma
en su forma activa sélo; es posible que la distribucion de tejido contribuya a la reduccion de niveles de plasma.

2. RhC1-INH, en la dosis de 15U/raton -pre es muy eficaz en reducir el volumen isquémico (reduccion del 69%).

3. RhC1-INH en la dosis de 15U/raton es capaz de reducir claramente el nUmero de neuronas de degeneracion
en el hipocampo como se ha evaluado por tinciéon Fluoro-Jade indicando asi que la reduccidon en volumen
isquémico se debe a la preservacién de las neuronas.

4. RhC1-INH es de forma similar eficaz al reducir el volumen isquémico cuando se administra al principio (pre),
al final del periodo isquémico (es decir, post reperfusion) o 1 hora después de la aparicion de la isquemia (post
1h, es decir 30 min del principio de reperfusién). Asi RhC1-INH tiene una ventana de tiempo mas amplia de
eficacia que PdC1-INH (que es no mas eficaz cuando se administra 1h después de la isquemia).

5. el efecto neuroprotector de la dosis pre-RhC1-INH es de larga duracion, como se mostré en la cuenta
neuronal realizada 7 dias después del principio de isquemia.

6. RhC1-INH, indujo una ligera mejora de déficits focales y generales evaluados 48 horas después de la
isquemia. Este hallazgo es similar al observado con PdC1-INH. Para evaluar el efecto de RhC1-INH en
resultados de conducta a largo plazo, analizamos el comportamiento de ratén con pruebas a campo abierto.
Siete dias después de la isquemia el comportamiento de las crias muestra una puntuacion significativamente
inferior en los isquémicos en comparacién con ratones no tratados. Esta reduccion no esta presente en ratones
tratados con RhC1-INH cuya puntuacién no es diferente de los ratones de control.

7. RhC1-INH es capaz de contrarrestar la activacion/reclutamiento de microglia/macrofagos en el cerebro de
ratones isquémicos como se ha evaluado a ambos en puntos de tiempo tempranos (48h) y tardios (7 dias).
Estas células son un indice de la respuesta inflamatoria del tejido cerebral.

8. La fuerte respuesta astrocitica suscitada por la isquemia a las 48h se humedece con RhC1-INH. La
activacion astrocitica disminuye notablemente a los 7 dias en ambos grupos experimentales y ninguna
diferencia entre los ratones tratados con solucién salina y los tratados con RhC1-INH se puede observar.

Ejemplo 2: estudio en la accién neuroprotectora de RhC1-INH en modelos de ratén con isquemia cerebral focal

[0059] Hemos demostrado previamente que 15U de RhC1-INH tienen una accién neuroprotectora marcada en un
modelo de isquemia/reperfusion cerebral de murina también cuando se administra 1 hora después de la aparicion de
isquemia/reperfusion, en variacion con PdC1-INH que, en ese momento de post-tratamiento, ya no es eficaz. Esta
neuroproteccidon es de larga duracion, de hecho siete dias después de la isquemia y el tratamiento, cerebros
isquémicos de ratones tratados con RhC1-INH todavia muestran un tamafo disminuido de infarto. En los siguientes
experimentos hemos determinado la ventana de tiempo de eficacia (mas alla de 1 hora después) y la respuesta de
dosis de la actividad neuroprotectora de RhC1-INH en el volumen isquémico. Ademas hemos realizado una
comparacion directa entre PdC1-INH, y RhC1-INH de conejo y vaca (en la dosis y puntos mas efectivos para RhC1-
INH de conejo) usando el mismo protocolo.

METODOS
Animales

[0060] Los procedimientos implicando animales y su cuidado fueron llevados a cabo conforme a las pautas
institucionales de acuerdo con las leyes nacionales (D.L. n.116, G.U. suppl. 40, 18 Febrero 1992) y leyes
internacionales y polizas (EEC Consejo Directivo 86/609, OJ L 358,1 Dec.12,1987; NIH Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals, U.S. National Research Council EEUU 1996). Ratones macho C57B1/6 (26-28 g, Charles
River, Calco, ltalia) fueron alojados en jaulas, 5 en cada una, y mantenidos a temperatura constante (21£1°C) y
humedad relativa (60 %) con horario regular ligero/oscuro (7 am-7 pm). Alimentos (granulos de Altromin para
ratones) y agua disponible ad libitum.

Isquemia cerebral focal transitoria

[0061] Isquemia fue conseguida por oclusion de la arterial cerebral media (MCAO) como previamente se describid
en . Anestesia fue inducida por 5% isoflurano en NaO/Oa (70/30%) mezcla y mantenida por 1.5-2% isoflurano en
la misma mezcla. Para confirmar la adecuacion de la oclusion vascular en cada animal, el flujo sanguineo fue
medido por laser doppler fluyjométrico (Transonic BLF-21) usando una sonda de fibra optica de 0.5mm, (tipo
Transonic M, 0,5 mm diametro) situado en la superficie del cerebro y fijado con material de impresion en el craneo
en las siguientes coordenadas: AP = -1mm; L= -3,5mm. Brevemente, la arteria carétida adecuada comun fue
expuesta y un filamento siliconizado (7-0) fue introducido en la arteria carétida interna a través de una incision
realizada en la arteria carétida comin y avanzada a la arteria anterior cerebral para bloquear su bifurcaciéon en la
arteria anterior cerebral y el MCA. El filamento fue avanzado hasta que una reduccién de >70% del flujo sanguineo,
En comparacion con linea base preisquémica, fue observada. Después de 30 min de isquemia, el flujo sanguineo
fue restaurado al eliminar cuidadosamente el filamento de nilén.
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Tratamiento con medicamentos

[0062] Ratones recibidos una Unica inyeccion iv de INH C1(RhC1-INH de conejo, RhC1-INH de vaca o PdC1-INH)
en dosis diferentes en tiempos diferentes de isquemia. Ratones de control recibieron el mismo volumen de solucion
salina.

Evaluacién de déficits neuroldgicos.

[0063] Cuarenta y ocho horas después de la isquemia, cada raton fue estimado en dos escalas de funcion
neuroldgicas unicas al ratdn, por unos investigadores expertos ajenos a las condiciones experimentales. Para
déficits generales los ratones fueron marcados de 0 a 28 en cada una de las siguientes categorias: pelo, orejas,
0jos, actividad espontanea, comportamiento epiléptico. Para déficits focales los ratones fueron marcados de 0 a 28
en cada una de las siguientes categorias: simetria del cuerpo, movimiento, escalada, simetria de brazo anterior, giro
obligatorio, respuesta sensorial. Los datos se expresan en media y percentiles.

Cuantificacién del tamafio de infarto

[0064] Cuarenta y ocho horas después de la isquemia, los ratones fueron profundamente anestesiados con
Equitensin (120jil/ratones, ip) y perfundidos transcardialmente con 30ml de PBS O.Imol/1, pH 7.4, seguidos de 60ml
de enfriado paraformaldheide (4%) en PBS. Después de quitar cuidadosamente los cerebros del craneo, fueron
transferidos a 30% sacarosa en PBS a 4°C durante toda la noche para crioproteccion. Los cerebros fueron luego
rapidamente congelados por inmersién en isopentano a -45°C durante 3 min siendo sellado antes en viales y
almacenado a -70°C hasta su uso. Para determinacion el tamafio de la lesion, 20fim secciones de cerebro
coronarias fueron cortadas en serie a 240(j,m intervalos y tintadas con rojo neutral (Neutral Red Gurr Certistain,
BDH, Inglaterra). En cada seccion, las areas afectadas fueron evaluadas ciegamente y delineadas por la palidez
relativa de la coloracion histoldgica. El area afectada fue determinada por substraer el area del tejido saludable en el
hemisferio ipsilateral del area del hemisferio contralateral en cada seccién. Los volimenes de infarto fueron
calculados por la integracién de areas afectadas en cada seccidn de cerebro como se cuantificé con analizador de
imagen asistida de ordenador y se calculé por sistema de imagen analitica.

Evaluacién de neurodegeneracion

[0065] La presencna de neurodegeneracion fue evaluada en 20 secciones gruesas de obstruccion por coloracion con
Fluoro-Jade*, una etiqueta para la degeneracién neuronal. Brevemente, las secciones fueron secadas y rehidratadas
en etanol (100% - 75%) y agua destilada. Luego, ellos fueron incubados en 0.06% permanganato de potasio durante
15 minutos, lavadas en agua destilada y transferidas a 0.001% Solucién de tincion de Fluro-Jade durante 30
minutos. Después de la coloracion, las secciones fueron enjuagadas en agua destilada, secadas, sumergidas en
xileno y cubiertas usando DPX mountant (BDH, Poole, UK) antes analisis de microscopia fluorescente.

RESULTADOS
VENTANA DE TIEMPO DE EFICACIA EN ISQUEMIA TRANSITORIA

[0066] Para evaluar la ventana de tiempo de eficacia, 15U de RhC1-INH de conejo o solucién salina fueron dadas a
3, 6,9, 18 y 24 horas del principio de isquemia. Cuarenta y ocho horas mas tarde, ratones isquémicos tratados con
RhC1-INH de conejo 3y 6 horas después de la apanmon de isquemia mostraron una reducciéon marcada de volumen
isquémico (11,710, 63mm?® y 20,38+2. 37mm respectivamente) en comparaciéon con los ratones isquémicos
tratados en solucion salina (44,4315, 94mm? )- También cuando se administra 9;/ 18 horas despues de la isquemia, el
RhC1-INH fue todavia eficaz, aunque a una extension menor (23,63+4,11mm" y 27,13%2, 58mm?® respectlvamente)
Veinticuatro horas después de la isquemia el inhibidor perdié su accion beneficiosa (41,922, 76mm° )-(Fig.3). En
ratones tratados en solucién salina, la tincién Fluoro-Jade mostré que, la neurodegeneracion estaba presente en
cortex estriado e hipocampo. Cuando administrado en puntos de tiempo tempranos, RhC1-INH fue capaz de
contrarrestar la neurodegeneracion en hipocampo (hasta 3 horas) y en cértex (hasta a 9 horas). Cuando los ratones
fueron tratados con este inhibidor 6 y 9 horas después de la isquemia, algunas neuronas de degeneracion fueron
observadas en hipocampo. En puntos de tratamiento mas tardios (18 y 24 horas), cuando el volumen isquémico fue
mas grande, la tincion Fluoro-Jade mostré la presencia de neurodegeneracion en el cértex. En todos los puntos de
tiempo considerados, el estriatum mostré una neurodegeneracion intensiva, tanto en los tratados con solucion salina
como con los animales tratados con RhC1-INH (Fig.5, 6, 7). Una evaluaciéon semi-cuantitativa de tincién de Fluoro-
Jade para cada animal fue realizada por unos investigadores ajenos a las condiciones experimentales (Figura 4).

RESPUESTA DE DOSIS EN ISQUEMIA TRANSITORIA

[0067] Ya que la dosis de INH C1 usada en seres humanos para angioedema hereditario es inferior a la usada en
ratones para el tratamiento de accidente cerebrovascular, dosis inferiores fueron usadas en nuestro modelo
isquémico. Basados en los resultados del experimento previo nosotros elegimos tratamiento post 3 horas para
experimentar la respuesta a la dosis. Diferentes dosis de RhC1-INH de conejo (5 y 10 unidades) fueron
administradas 3 horas después de la apar|0|on de isquemia y reperfusion. La dosis de IOU/ratén fue todavia eficaz al
reducir el volumen isquémico (22 10+3,65mm° ), mientras que 5U de INH C1 de conejo no modifico la extension del
dafio de cerebro (47,39+4, 08mm° ). Estos datos muestran que INH C1 de conejo es capaz de modificar la lesion
isquémica en una manera dependiente de la dosis (Fig.8).
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[0068] En ratones tratados con 10U de RhC1-INH algunas neuronas neurodegenerativas, como resalta la tincion de
Fluoro-Jade, fueron observadas en striatum pero no en hipocampo y cértex, mientras 5U de ratones isquémicos
tratados mostraron una neurodegeneracion en el striatum cértex (no mostrado).

[0069] Déficits neurolégicos focales y generales no mostraron ninguna variacion significativa ni en ventana de tiempo
de eficacia ni en experimento de respuesta de dosis (no mostradas).

[0070] Comparacion entre el efecto de PAC1-INH y RhC1-INH (de conejos y vacas). Nuestros datos precedentes en
PdC1-INH fueron obtenidos con un modelo diferente de isquemia cerebral transitoria. Para directamente comparar
PdC1-INH, RhC1-INH de vaca y RhC1-INH de conejo, estos compuestos fueron dados a ratones en los que que la
isquemia se indujo con el mismo protocolo experimental (filamento revestido de silicona). Los inhibidores fueron
administrados a la dosis de 15U/ratén 3 horas después de la aparicidon de la isquemia.

[0071] Como estaba previsto, el PAC1-INH no fue capaz de ejercer una accién neuroprotectora en ese punto en el
tiempo (47.3914.08mm3 a). En cambio, los ratones isquémicos tratados con RhC1-INH de vaca mostraron una
reduccion significativa del volumen isquémico en comparacion con los ratones tratados en solucién salina, aunque a
una extension inferior de los ratones tratados con RhC1-INH (Fig.9). Sorprendentemente ambos déficits focales y
generales fueron significativamente mejorados por RhC1-INH de vaca (Fig. 10).

[0072] La tincion con Fluoro-Jade mostré una gran neurodegeneracion en el cerebro de ratones isquémicos tratados
con PdC1-INH en todas las areas consideradas (cortex, estriatum e hipocampo). La tincion del cerebro de ratones
tratados con RhC1-INH de vaca mostré un grado variable de neurodegeneracion en cértex e hipocampo ya que en 3
de cada 6 ratones se observé una marcada neurodegeneracion en ambas areas, mientras que en los otros tres
ratones la neurodegeneracion estaba presente en una pequefa cantidad. El estriatum mostré una coloracién de
Fluoro-Jade extensiva en 6 de cada 6 ratones.

OBSERVACIONES

[0073] El dato mas relevante de este trabajo es la ventana de tiempo de eficacia de RhC1-INH de conejo. La dosis
de 15U/raton de RhC1-INH de conejo fue capaz de reducir significativamente el volumen isquémico hasta 18 horas
después de la aparicion de la isquemia al contrario que con PdC1-INH que 3 horas después de la isquemia ya ha
perdido su efecto neuroprotector. Esta caracteristica sorprendente hace de RhC1-INH un candidato posible como
terapia de accidente cerebrovascular en seres humanos. La eficacia diferente de RhC1-INH y PdC1-INH, podria ser
debida a la glicosilaciéon diferente de las dos moléculas dando como resultado una afinidad mas alta para una
proteina de enlace de manosa (MBP) de RhC1-INH en comparacion con el derivado de plasma. Uniendo MBP,
RhC1-INH causa la inhibiciéon de la via de lectina de complemento implicada en la patogénesis del dafo por
isquemia/reperfusiéon en corazon, rindn y gastromtestlnal . La funcién de esta via mal caracterizada sigue siendo
desconocida en la isquemia cerebral y se requieren mas experimentos para la claridad del mecanismo de
neuroproteccion de RhC1-INH.

[0074] EI efecto superior neuroprotector de RhC1-INH sobre PdC1-INH en la ventana de tiempo después de la
aparicion de isquemia puede ser ademas explicada por un objectivo mas eficaz de la molécula recombinante al sitio
de dafio de tejido bien a través de union a antigenos de superficie de célula y/o una penetracion de tejido mas
eficaz. Es necesario llevar a cabo mas investigaciones para dilucidar completamente el mecanismo exacto molecular
destacando la observacion descrita en esta invencion.

[0075] La tincion con Fluoro-Jade da evidencia indirecta de como la lesion evoluciona en el tiempo. El tratamiento
temprano con RhC1-INH proporciona un rescate completo de la penumbra isquémica (hipocampo y cértex). Cuanto
mas tarde se administre el tratamiento, mas neuronas se degeneran en la penumbra. Estas conclusiones confirman
que RhC1-INH ejercita su acciéon neuroprotectora en la penumbra isquémica. RhC1-INH de conejo es capaz de
reducir el volumen isquémico en una dosis de manera dependiente. La dosis mas efectiva de RhC1-INH (15U/ratoén,
correspondiente aproximadamente a 600U/kg), usada para el experimento de ventana de tiempo de eficacia, es muy
superior a la usada en seres humanos para angioedema hereditario (aproximadamente 25-100U/kg). Para verificar si
una dosis inferior fue todavia eficaz en la reduccion de infarto isquémico y neurodegeneracion, un experimento de
respuesta de dosis se llevo a cabo. Los resultados mostraron que 400U/kg (10 U/ratén) de RhC1-INH fueron todavia
capaces de contrarrestar significativamente el ataque isquémico, aunque a una extension inferior. Una dosis de 8
pliegues superior a la usada para HAE (5U/raton; 200U/kg) no fue eficaz. Estas conclusiones estan en linea con la
evidencia qé e muestra que se requieren grandes dosis de INH C1 para uso terapéutico en varios ajustes de
inflamacion®. En partlcular tales dosis son necesarias para alcanzar un efecto inhibidor importante en la adhesion de
moléculas endotiales®, un mecanismo implicado en la patogénesis de dafo de cerebro de isquemia/reperfusion.
Finalmente, el RhC1- INH de vaca proporcioné neuroproteccion, cuando se administré 3 horas después de la
isquemia a la dosis de 15U/ratén, aunque menos marcadamente que RhC1-INH de conejo. El inhibidor de vaca fue
también capaz de mejorar déficits neuroldégicos en comparacion con ratones tratados con solucion salina. Estas
conclusiones indican que esta molécula es capaz de mejorar las condiciones generales de los ratones isquémicos.

Ejemplo 3: Comparacion de la capacidad de RhC1-INH y INH C1 derivado de plasma para inhibir la activacion de las
vias clasicas y MBL.
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Materiales y métodos

[0076] EI efecto de RhC1-INH y PdC1-INH (Cetor, Sanquin, Amsterdam, Paises Bajos) en la funcién de la via de
lectina y tradicional fue examinada en el Wieslab pantalla de sistema de complemento TM (Euro-Diagnostica,
Malmg, Suecia) usando dos fuentes diferentes de suero. Una fuente de suero se incluye en el equipo, donde éste se
usa como un control positivo (de aqui en adelante referido como muestra de suero 1). La otra muestra de suero se
obtuvo de una agrupacion disponible comercialmente de suero humano (agrupacion de 25 donantes diferentes;
Kordia, Leiden, Paises Bajos), de aqui en adelante referido como muestra de suero 2. Ambas muestras de suero
fueron incubadas en triples independientes con 0, 15, 30 y 75 ymol de RhC1-INH o PdC1-INH durante 30 min a
temperatura ambiente. Por lo tanto, soluciones madre de PdC1-INH y RhC1-INH fueron diluidas en agua a
concentraciones apropiadas. Volumenes correspondientes con 15, 30 y 75 pmol de RhC1-INH o PdC1-INH fueron
tomados y ajustados a 15 ul con agua. El tampén en el que RhC1-INH es disuelto (20 mM citrato, 0.19 M sacarosa
pH 6.8,0.22 um filtrada) fue tomado a lo largo de en las mismas diluciones que RhC1-INH para controlar por
interferencia con el Wieslab sistema de complemento. Los controles positivos (PC) y negativos (NP) de la via
tradicional y MBL (provista con el equipo), y ambas muestras de suero fueron diluidas 1/101 en diluyente CP para la
via clésica y diluyente MP para la via MBL segun instrucciones del fabricante. De estos sueros diluidos, 127.5 ul fue
suplementado con 22.5 pl agua, PdC1-INH, RhC1-INH o tampén e incubado durante 30 minutos a RT. Después, 100
ul/pocillo de PC, NC, diluyente CP o MP (formas preliminares) y muestras fueron pipetadas en la placa apropiada e
incubadas durante 1 hora a 37 °C. Después de la incubacion los pocillos fueron lavados 3 veces con 300 pl/pocillo
solucion de agua y posteriormente incubadas durante 30 minutos a temperatura ambiente con 100 pl/pocillo de
conjugado. Después de otro lavado, los pocillos fueron incubados con 100 ul/pocillo de sustrato y nuevamente
incubados durante 30 minutos a temperatura ambiente. La reaccion fue detenida por la adicién de 100 pl/pocillo 5
mM EDTA y la absorbencia fue detectada a 405 nm.

[0077] Para el calculo de los resultados, la absorbencia de las formas preliminares (diluyente CP o MP) fue sustraida
del PC, NC y muestras. La activacién de complemento de porcentaje fue calculado por medicion con esta formula:
(Muestra-NC)/(PC-NC)x100. Esto significa que el PC se establece siempre a 100%. Para cada condicion la
desviacion tipica, media y CV% fue calculada.

Resultados
Efecto de RhC1-INH y PdC1-INH en la via clasica examinado por Wielisa.

[0078] Las propiedades inhibidoras de ambos RhC1-INH y PdC1-INH en activaciéon de via clasica fueron analizadas
en dos muestras de suero diferentes. Como se muestra en las Figuras 12, 13 y 16, ambas dosis de RhC1-INH y
PdC1-INH dependientemente reducieron la via clasica deposicion mediada C5b-9 en ambas muestras de sueros.
Mientras que RhC1-INH - a una concentracién de 75 uyM - parece inhibir la activacién de la via tradicional en suero 1
ligeramente mas fuerte que PdC1-INH, tal efecto no fue visto en muestra de suero 2. En las otras concentraciones
evaluadas ninguna diferencia en propiedades inhibitorias fue observada entre RhC1-INH y PdC1-INH. Por lo tanto,
fue concluido que ambos RhC1-INH y PdC1-INH son igualmente eficaces en la activacion de la via clasica de
inhibiciéon en sueros humanos.

Efecto de RhC1-INH y PdC1-INH en la via MBL examinado por Wielisa.

[0079] En el mismo conjunto de experimentos, también las propiedades inhibitorias de ambos RhC1-INH y PdC1-
INH en la activacion de la via MBL fueron analizadas.Como se muestra en las Figuras 14, 15y 16, ambos RhC1-INH
y PdC1-INH también en dosis dependientes redujeron la activacion de la via MBL. No obstante, a diferencia de la via
clasica donde ninguna de las diferencias fueron vistas, RhC1-INH result6 ser un inhibidor mas potente de la via MBL
cuando se compara con PdC1-INH. En todas las 3 concentraciones evaluadas y en ambas muestras de suero, la
inhibicion RhC1-INH mediada de la via MBL es - 20% mas alta en comparaciéon con PdC1-INH. Por lo tanto, fue
concluido que RhC1-INH es un inhibidor mas eficaz de la via MBL que PdC1-INH.

Conclusion

[0080] Los resultados muestran que ambos RhC1-INH y PdC1-INH son igualmente eficaces en la inhibicion de la via
clasica, pero RhC1-INH es un inhibidor mas potente de la via MBL. En todas las concentraciones evaluadas, la
inhibicion de la via MBL mediante RhC1-INH ~20% mas fuerte en comparacién con PdC1-INH.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un inhibidor C1 que tiene un nivel reducido de residuos de acidos sidlicos terminales en comparacion
con el inhibidor C1 humano derivado de plasma, donde el nivel reducido de residuos de acidos sialicos terminales da
como resultado una vida media de plasma inferior a 6 horas, en la preparacién de una composiciéon farmacéutica
para la prevencion, reduccién o tratamiento de al menos una lesiéon de isquemia y reperfusion, donde el inhibidor C1
se administra al menos 10 minutos después del periodo de isquemia y/o el inicio de la reperfusion.

2. Uso segun la reivindicaciéon 1, donde el inhibidor C1 es administrado entre al menos 10 minutos y 24 horas
después del periodo de isquemia y/o el inicio de reperfusion.

3. Uso segun la reivindicacion 1 o 2, donde el inhibidor C1 comprende un glicano que tiene un residuo terminal
seleccionado de galactosa, N-acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina, manosa y fucosa.

4. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde el inhibidor C1 tiene una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos un 65% de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID NO:1.

5. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde el inhibidor C1 se obtiene de una célula u organismo
genéticamente modificado.

6. Uso segun la reivindicacion 5, donde dicho organismo es un animal transgénico no humano.

7. Uso segun la reivindicacion 6, donde el inhibidor C1 se obtiene de la leche de dicho animal transgénico no
humano.

8. Uso segun la reivindicaciéon 6 o 7, donde el animal transgénico no humano es un bovino o un animal del orden
Lagomorpha.

9. Uso segun la reivindicacion 8, donde el animal transgénico no humano es un conejo.

10. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9, donde el inhibidor C1 se usa en una cantidad en el intervalo
de 50-2000 unidades por kg de peso corporal.

11. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-10, donde la composiciéon farmacéutica también contiene un
agente trombolitico, o es para su uso en combinacion con un agente trombolitico o es para su uso uso después del
tratamiento con tal agente.

12. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-11, donde la composicion farmacéutica es para la prevencion,
reduccion o tratamiento de una aparicion imprevista o aguda de lesion por isquemia y reperfusion.

13. Uso segun la reivindicacién 12, donde la aparicién imprevista o aguda de lesion por isquemia y reperfusion
ocurre después de un accidente cerebrovascular o accidente cerebrovascular perinatal.

14. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-11, donde la composicion farmacéutica es para la prevencion,
reduccion o tratamiento de una aparicion prevista de lesién por isquemia y reperfusion.

15. Uso segun la reivindicacion 14, donde la aparicion prevista de lesion por isquemia y reperfusion ocurre después
de un transplante de 6rgano.
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Fig 1
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Fig 8
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Fig 10a
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Fig 14
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Ensayo de complemento Wieslab

% Activacién del complemento

Via clasica ViaMBL _
Media sD Media SD
PC 100 -7 100 16
Muestra de suero 1 pdC1INH 0 umol 111 2 103 10
15 umol 103 3 78 6
30 umol 99 3 61 6
75 umol 84 2 26 3
rhC1inh 0 umol 111 2 103" 10
15 umol 106 4 59 4
30 umol 101 3 39 4
75 umol 74 2 12 1
tampon 0 umol 111 2 103 10
15 umol 113 6 97 6
30 umol 114 3 99 8
75 umol 112 2 98 9
Muestra de suero 2 pdC1INH 0 umol 85 5 85 7
15 umol! 72 4 52 7
30 umol 67 4 33 3
75 umol 61 3 13 2
hCtinh 0 umol 85 5 85 7
15 umol 76 4 37 1
30 umot 70 2 19 2
75 umol 56 3 5 0
tampon 0 umol 85 5 85 7
15 umol 79 6 75 6
30 umol - 76 3 72 2
75 umol 75 5 71 2
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