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DESCRIPCION
Factores activadores del plasminégeno no neurotdxicos para el tratamiento terapéutico de la apoplejia.

La invencion se refiere al uso terapéutico de activadores del plasmindgeno no neurotdxicos, en particular
procedentes de la saliva de Desmodus rotundus (DSPA) para el tratamiento de la apoplejia.

"Apoplejia" es un término colectivo para diversos sindromes que tienen sintomas clinicos similares. Se puede hacer
una diferenciacion inicial de estos sindromes en las denominadas lesiones isquémicas y lesiones hemorragicas,
basandose en la patogénesis particular.

Las lesiones isquémicas (isquemia) implican una reduccion o interrupcion de la circulacion sanguinea en el cerebro
como resultado de un riego sanguineo arterial inadecuado. Esto esta provocado frecuentemente por una trombosis
de un vaso con estenosis arterioesclerdtica, pero también por embolias arterio-arteriales o cardiacas.

Por ofra parte, las lesiones hemorragicas se atribuyen, entre otras causas, a una perforacion de las arterias que
irrigan el cerebro, dafadas por la hipertension arterial. Sin embargo, solamente alrededor del 20% de todas las
lesiones cerebrales estan provocadas por esta forma de hemorragia, de manera que las apoplejias provocadas por
trombosis son con mucho las mas importantes.

La isquemia del tejido neuronal va acompafada en particular por la necrosis de las células afectadas, en
comparacién con las isquemias de otros tejidos. La incidencia incrementada de la necrosis se puede explicar de
acuerdo con la comprension reciente del fenédmeno de la denominada excitotoxicidad, que es una cascada compleja
de un gran numero de etapas de reaccion. Esta se desencadena, por tanto, por las neuronas isquémicas que estan
sufriendo la deficientica de oxigeno y que pierden rapidamente ATP y se despolarizan. Esto conduce a una
liberacion postsinaptica incrementada del neurotransmisor glutamato, el cual a su vez activa los receptores de
glutamato asociados a la membrana, que regulan los canales de cationes. Como consecuencia de la secrecion
incrementada de glutamato, no obstante, los receptores de glutamato estan hiperactivados.

Los receptores de glutamato a su vez regulan los canales de cationes dependientes del potencial, que se abren
cuando el glutamato se une a su receptor. Por lo tanto, comienza la entrada de Na* y Ca®" a la célula, lo que
conduce a una gran alteracion del metabolismo celular dependiente de ca®, lo que incluye el metabolismo
energético. En este contexto, la activacion de las enzimas catabdlicas dependientes de Ca* en particular podria ser
responsable de la muerte celular que se da posteriormente (Lee, Jin-Mo y col., "The changing landscape of ischemic
brain injury mechanisms"; Dennis W. Zhol "Glutamate neurotoxicity and diseases of the nervous system").

Aunque el mecanismo de la neurotoxicidad mediada por glutamato no se comprende todavia con detalle, parece, sin
embargo, haber unanimidad en que este fendmeno contribuye en un grado considerable a la muerte de las células
neuronales tras una isquemia cerebral (Jin-Mo Lee y col.).

Junto con la proteccién de las funciones vitales y la estabilizacion de los parametros fisiolégicos, los esfuerzos para
reabrir el vaso ocluido son de gran importancia en la terapia de la isquemia cerebral aguda. Se intenta lograr este
objetivo mediante diversas aproximaciones. La reapertura puramente mecanica todavia no ha alcanzado resultados
satisfactorios, tal como, por ejemplo, la PTCA tras un infarto de miocardio. Hasta ahora solamente ha sido posible
demostrar una mejora adecuada del estado del paciente con una fibrinolisis eficaz. Esta se puede llevar a cabo
mediante la aplicacién local por medio de un catéter (PROCAT, un estudio con pro-uroquinasa), pero a pesar de los
resultados positivos iniciales, este método todavia no ha conducido a la aprobacién de una sustantiva farmacéutica.

La fibrinolisis endégena se basa en la actividad proteolitica de la serin-proteasa plasmina, que se origina a partir del
precursor inactivo plasmindgeno mediante catalisis (activacion). La activacion natural del plasminégeno es llevada a
cabo por los activadores enddgenos del plasminégeno u-PA (activador del plasmindgeno de tipo uroquinasa) y t-PA
(activador del plasmindgeno tisular). Este ultimo forma, en contraste con u-PA, el denominado complejo activador
junto con la fibrina y el plasminégeno. La actividad catalitica del t-PA es, por lo tanto, dependiente de la fibrina y
experimenta un incremento de aproximadamente 550 veces en presencia de fibrina. Junto con la fibrina, el
fibrindgeno puede estimular también la catdlisis mediada por t-PA de la plasmina a plasminégeno, aunque en un
grado mucho menor. La actividad de t-PA experimenta asi solamente un incremento de 25 veces, en presencia de
fibrindgeno. Los productos de escision de la fibrina (productos de degradaciéon de la fibrina (FDP)), a su vez,
estimulan de manera similar la actividad de t-PA.

Las aproximaciones anteriores al tratamiento trombolitico de la apoplejia aguda se remontan a la década de 1950.
Sin embargo, los primeros estudios clinicos exhaustivos con estreptoquinasa, un agente fibrinolitico procedente de
estreptococos beta-hemoliticos, se llevaron a cabo a partir del afio 1995. La estreptoquinasa forma un complejo con
el plasminégeno que es capaz de convertir otras moléculas de plasmindgeno en plasmina.

Sin embargo, la terapia con estreptoquinasa estd asociada a desventajas considerables, ya que como proteasa
bacteriana, la estreptoquinasa puede desencadenar reacciones alérgicas en el organismo. También puede existir la
denominada resistencia a estreptoquinasa en caso de una infeccidon previa por estreptococos, con la formacion
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correspondiente de anticuerpos, lo que dificulta la terapia. Los estudios clinicos en Europa (Multicenter Acute Stroke
Trial of Europe (MAST-E), Multicenter Acute Stroke Trial of Italy (MAST-I)) y Australia (Australian Streptokinase Trial
(AST)) indicaron ademas un riesgo tan incrementado de mortalidad y el riesgo considerable de hemorragia
intracerebral (hemorragia intracerebral, HIC) tras el tratamiento de los pacientes con estreptoquinasa, que estos
estudios se tuvieron que suspender prematuramente.

En una aproximacion terapéutica alternativa, se administra uroquinasa, de forma similar a un fibrinolitico
"convencional”, y ésta no tiene propiedades antigénicas, en contraste con la estreptoquinasa, ya que es una enzima
enddgena que se da en numerosos tejidos. Es un activador independiente de cofactores del plasmindgeno. La
uroquinasa se produce en cultivos de células renales.

Existe una experiencia extensa en el campo de la trombolisis terapéutica con un activador del plasminégeno de tipo
tisular, denominado rt-PA (véase el documento EP 0 093 619, memoria descriptiva de la patente de EE.UU.
4.766.075), que se produce en células recombinantes de hamster. En la década de 1990 se llevé a cabo una serie
de estudios clinicos en todo el mundo con t-PA, ademas de la indicacién principal de infarto agudo de miocardio, con
resultados que en algunos casos todavia no se comprenden y son contradictorios. Asi, en el denominado European
Acute Stroke Trial (ECASS) los pacientes se trataron primero de manera intravenosa con rt-PA en un periodo de seis
horas tras el inicio de los sintomas de apoplejia, y se investigé la tasa de mortalidad y el indice de Barthel, como
medida de la incapacidad o la capacidad de vida independiente del paciente, después de 90 dias. En este caso los
resultados fueron la ausencia de una mejora significativa de la capacidad de vida, y sin duda alguna un incremento
de la mortalidad, aunque no significativa. Esto llevé a la conclusiéon de que podria ser posiblemente ventajoso el
tratamiento trombolitico de pacientes seleccionados individualmente de una manera especifica, segun el historial del
caso particular, con rt-PA inmediatamente después del inicio de la apoplejia. Basandose en el riesgo incrementado
de hemorragia intracerebral (HIC) observada después de solo unas horas tras el inicio de la apoplejia, no se
recomendé sin embargo el uso general de rt-PA en el periodo investigado de seis horas tras el inicio de la apoplejia
(véase, C. Lewandowski C y Wiliam Barsan, 2001: Treatment of Acute Stroke; en: Annals of Emergency Medicine
37:2; pag. 202 y sigs.).

El tratamiento trombolitico de la apoplejia, de manera similar, fue objeto mas tarde de un estudio clinico del National
Institute of Neurologic Disorder and Stroke (denominado NINDS rtPA Stroke Trial) en los EE.UU. En este contexto,
sin embargo, la investigacion del efecto de un tratamiento con rt-PA intravenoso en un periodo de tiempo de
solamente tres horas tras el inicio de los sintomas, sobre el estado de salud de los pacientes después de tres
meses, fue de gran importancia. Aunque en este caso los autores también descubrieron un riesgo incrementado de
HIC, el tratamiento con rt-PA en este periodo de tiempo limitado de tres horas se recomienda, no obstante,
basandose en los efectos positivos de este tratamiento sobre la viabilidad del paciente, igualmente reconocido por el
estudio.

En dos estudios adicionales (Ensayo ECASS II; Alteplase Thrombolysis for Acute Noninterventional Therapy in
Ischemic Stroke (ATLANTIS)) se investigd si esta conclusion positiva del efecto del tratamiento con rt-PA en tres
horas tras el inicio de la apoplejia, se podria confirmar también para un tratamiento en un periodo de tiempo de seis
horas. Sin embargo, no fue posible responder a esta pregunta de manera afirmativa, ya que ademas del riesgo
incrementado de HIC no se observd ninguna mejora de los sintomas clinicos o una reduccién de la mortalidad
mediante el tratamiento en este periodo de tiempo.

Estos resultados a veces contradictorios han conducido a una gran cautela en el uso de rt-PA. Asi, ya se confirmo
en 1996 en una publicacion de la American Heart Association, que predominaba un escepticismo pronunciado entre
los médicos con respecto al tratamiento trombolitico de la apoplejia, que no fue el caso con respecto a la terapia del
infarto de miocardio con agentes fibrinoliticos (van Gijn J, MD, FRCP, 1996 - Circulation 1996, 93: 1616-1617).

Los argumentos para el escepticismo se hallan en una revisiéon de todos los "Ensayos de Apoplejia" publicada por
primera vez en 1997 y actualizada en marzo de 2001. Segun esto, todos los tratamientos tromboliticos (uroquinasa,
estreptoquinasa, rt-PA o uroquinasa recombinante) condujeron a una mortalidad significativamente incrementada,
debida en particular a HIC, en los primeros diez dias tras la apoplejia, mientras que en el caso de un tratamiento en
el periodo de 6 horas, se redujo el numero total de pacientes muertos o incapacitados. Por lo tanto, se desaconseja
el uso generalizado de agentes tromboliticos para el tratamiento de la apoplejia.

Estos resultados ya habian impulsado de antemano a otros autores a la conclusion sarcastica de que los pacientes
de apoplejia podrian elegir entre morir 0 sobrevivir con incapacidad (SCRIP 1997: 2265,26).

La terapia con rt-PA, no obstante, es actualmente el Unico método de tratamiento para la isquemia cerebral aguda
aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) en los EE.UU. Esto, sin embargo, se limita a la administracion
de rt-PA en tres horas tras el inicio de la apoplejia.

rt-PA se aprobé en 1996. Justamente antes, concretamente en 1995, se conocieron las primeras indicaciones de los
efectos secundarios dafiinos de t-PA, lo cual proporciona una explicacién propuesta para los efectos drasticos de rt-
PA en el tratamiento de la apoplejia, fuera del periodo de tratamiento de 3 horas. Segun esta explicacion, las células
microgliales y las células neuronales del hipocampo producen t-PA enddgeno, que esta implicado en la
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excitotoxicidad mediada por el glutamato. Esta conclusién surgié de una comparacion de ratones deficientes de t-PA
y de ratones de tipo natural, cada uno de los cuales recibid una inyeccidon de agonistas de glutamato en el
hipocampo. Los ratones deficientes de t-PA mostraron aqui una resistencia significativamente incrementada al
glutamato administrado externamente (de manera intratecal) (Tsirka SE y col. Nature, vol. 377,1995, "Exzitoxin-
induced neuronal degeneration and seizure are mediated by tissue plasminogen activator"). Estos resultados se
confirmaron en 1998, cuando Wang y col. fueron capaces de demostrar practicamente una duplicacion del tejido
neuronal necrético en ratones deficientes de t-PA, mediante la inyeccion intravenosa de t-PA. En contraste, este
efecto negativo del t-PA externo era solamente alrededor del 33% en los ratones de tipo natural (Wang y col., 1998,
Nature, "Tissue plasminogen activator (t-PA) increases neuronal damage after focal cerebral ischemia, in wild type
and t-PA deficient mice").

Nicole y col. publicaron resultados posteriores sobre la estimulacion de la excitotoxicidad mediante t-PA al comienzo
de 2001 (Nicole O; Docagne F Ali C; Margaill I; Carmeliet P; MacKenzie ET; Vivien D y Buisson A, 2001: The
proteolytic activity of tissue-plasminogen activator enhances NMDA receptor-mediated signaling; en: Nat Med 7, 59-
64). Fueron capaces de demostrar que el t-PA secretado por las neuronas corticales despolarizadas interacciona
con la subunidad denominada NR1 del receptor de glutamato de tipo NMDA y la escinde. Esta modificacion conduce
a un incremento de la actividad del receptor, que a su vez es responsable de un dafio tisular incrementado tras la
administracion del agonista de glutamato NMDA, debido a una excitotoxicidad inducida. Asi, t-PA tiene una accion
neurotdxica por la activacion del receptor de glutamato de tipo NMDA.

Segun una explicaciéon adicional propuesta, la neurotoxicidad de t-PA se debe atribuir indirectamente a la activacion
de la plasmina a partir del plasmindgeno. Segun este modelo, el efector real de la neurotoxicidad es, por lo tanto, la
plasmina (Chen ZL y Strickland S, 1997: Neuronal Death in the hippocampus is promoted by plasmin-catalysed
degradation of laminin. Cell: 91, 917-925).

Se muestra una presentacion resumida de los efectos neurotoxicos dependientes del tiempo de t-PA en la Fig. 9. En
ésta, se hace evidente la toxicidad incrementada del t-PA recombinante en comparacion con el t-PA enddgeno, y
esto presumiblemente es atribuible al hecho de que el rt-PA entra en el tejido en concentraciones mas elevadas.

El hecho de que, a pesar de estas indicaciones de los efectos secundarios neurotdxicos de t-PA y a pesar del
incremento demostrado de la mortalidad debida a t-PA, la aprobacién segun la legislacion de preparaciones medicas
fue concedida, no obstante, por la FDA, se puede explicar sin duda solamente por la carencia de alternativas
seguras y eficaces, y por un analisis coste/beneficio muy pragmatico. Sin embargo, todavia existe la demanda de
terapias mas seguras, y es necesario para el desarrollo de agentes tromboliticos nuevos, si no debe renunciarse
completamente a la trombolisis, tomar en consideracion el problema de la neurotoxicidad (asi, p. ej., Wang y col. loc.
cit.; Lewandowski y Barsan 2001 loc. cit.).

Por esta razén, no se han llevado a cabo investigaciones adicionales sobre agentes tromboliticos conocidos, que
incluyen DSPA (activador del plasminégeno de Desmodus rotundus) para el desarrollo de un agente terapéutico
nuevo para la apoplejia, aunque en principio podrian ser adecuados todos los agentes tromboliticos, y, por ejemplo
en el caso de DSPA, ya se ha apuntado su posible idoneidad para este campo de indicacién en una primera
publicacion (Medan P; Tatlisumak T; Takano K.; Carano RAD; Hadley SJ; Fisher M: Thrombolysis with recombinant
Desmodus saliva plasminogen activator (rDSPA) in a rat embolic stroke model; en: Cerebrovasc Dis 1996:6; 175-194
(4th International Symposium on Thrombolic Therapy in Acute Ischemic Stroke)). DSPA es precisamente, sin
embargo, un activador del plasminégeno con una homologia elevada (similitud) respecto de t-PA, de forma que, al
mismo tiempo que la desilusion por los efectos secundarios neurotoxicos de t-PA, tampoco se han puesto mas
esperanzas en DSPA.

Mas bien, en la estrategia que se ha seguido recientemente, entre otras, para mejorar el tratamiento trombolitico
previo de la apoplejia con los agentes tromboliticos conocidos, las sustancias ya no se administran de forma
intravenosa sino que se llevan directamente al trombo intravascular de manera intraarterial por medio de un catéter.
Las primeras experiencias de esto estan disponibles con uroquinasa producida por medios recombinantes. La dosis
necesaria para la trombolisis, por tanto, probablemente se puede disminuir, y por lo tanto se pueden reducir algunos
de los efectos secundarios. Sin embargo, esta forma de administracion requiere unos costes técnicos elevados y por
lo tanto no esta disponible en todas partes, y ademas requiere cierto tiempo para la preparacién minuciosa del
paciente, que no siempre esta disponible y representa un riesgo adicional.

Los esfuerzos actuales se dirigen ademas a los anticoagulantes, tales como heparina, aspirina o ancrod, la
sustancia activa del veneno de la vibora malaya. Sin embargo, dos estudios clinicos dirigidos, entre otros, también a
la investigacion de las acciones de la heparina (International Stroke Trial (IST) y Trial of ORG 10172 in Acute Stroke
Treatment (TOAST)) no indican una mejora significativa de la mortalidad y una prevencién de una nueva apoplejia.

Un método de tratamiento nuevo adicional no se dirige ni al trombo ni a la licuefaccién de la sangre o a la
anticoagulacién, sino que intenta incrementar la vitalidad de las células dafadas por la interrupcion del riego
sanguineo (documentos WO 01/51613 A1 y WO 01/51614 A1). Se administran para esto antibiéticos del grupo de
las quinonas, aminoglicdsidos o cloranfenicol, Por una razén similar, se propone también comenzar la administracion
de citicolina, que se escinde en citidina y colina en el organismo, inmediatamente después de la apoplejia. Estos
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productos de escision son constituyentes de la membrana de las células neuronales y pueden ayudar asi en la
regeneracion del tejido dafiado (memoria descriptiva de la patente de EE.UU. 5 827 832).

Los esfuerzos recientes en la busqueda de métodos de tratamiento mas seguros, se basan en el conocimiento
nuevo de que algunas de las consecuencias mortales de la apoplejia se deben atribuir solamente de manera
indirecta al riego sanguineo interrumpido, pero de manera directa a la excitotoxicidad o neurotoxicidad con la
implicacion del receptor de glutamato sobreestimulado, que a su vez también se intensifica en particular por t-PA
(véase anteriormente). Una aproximacion para reducir esta excitotoxicidad es, por lo tanto, la administraciéon de los
denominados agentes neuroprotectores. Estos se pueden usar solos o en combinacién con agentes fibrinoliticos
para minimizar asi su efecto neurotoxico. En este contexto, pueden conducir a una atenuacion de la excitotoxicidad
directamente, por ejemplo como antagonistas de los receptores de glutamato, o indirectamente por medio del
bloqueo de los canales de sodio o calcio dependientes del voltaje (Jin-Mo Lee y col. loc. cit.).

Una inhibicién competitiva (antagonismo) del receptor de glutamato de tipo NMDA, es posible en este contexto, por
ejemplo, con 2-amino-5-fosfonovalerato (APV) o 2-amino-5-fosfonoheptanoato (APH). Se puede realizar una
inhibicion no competitiva, por ejemplo, mediante sustancias que se unen al lado de fenciclidina de los canales, tales
como fenciclidina, MK-801, dextrorfano o ketamina.

Sin embargo, los tratamientos hasta ahora con neuroprotectores no han producido todavia el éxito deseado,
posiblemente porque se tendrian que combinar con agentes tromboliticos para exhibir su accién protectora. Esto
también es aplicable en el mismo grado a otros compuestos activos (véase la Fig. 10).

Incluso con una combinacion de t-PA y un agente neuroprotector, es posible no obstante, en el mejor de los casos
solamente el éxito en el sentido de una limitacidon del dafio. Por tanto, las desventajas de la neurotoxicidad del
agente fibrinolitico usado no se evitan.

La presente invencion se basa por lo tanto en el objetivo de proporcionar una aproximacion terapéutica nueva para
el tratamiento de la apoplejia en humanos.

Este objetivo se realiza mediante el uso de DSPA alfa 1 segun la reivindicacién principal, para el tratamiento
terapéutico de la apoplejia. Los usos ventajosos adicionales son en cada caso la materia de las reivindicaciones
dependientes adicionales.

El uso segun la invencién de este activador del plasmindgeno se basa en el conocimiento de que la neurotoxicidad
del activador del plasmindgeno tisular (t-PA) se debe atribuir al hecho de que debido a la destruccién de tejido en el
cerebro provocada por la apoplejia, se dafia o se destruye la barrera hematoencefalica y el fibrinégeno que circula
en la sangre puede penetrar, por tanto, en el tejido neuronal del cerebro. El fibrindgeno activa el t-PA alli, el cual,
indirectamente por la activacion del receptor de glutamato o mediante la activacién del plasminégeno, conduce a un
dafo tisular adicional. Segun la invencion, para evitar este efecto se emplea ahora un activador del plasminégeno
que muestra una selectividad incrementada por la fibrina y, a la inversa, una capacidad reducida para ser activado
por el fibrinégeno. De esto se deduce que cuando el fibrinbgeno de la sangre cruza hacia el tejido neuronal como
consecuencia de una barrera hematoencefalica dafiada, el activador del plasmindgeno segun la invencién no se
activa, o se activa hasta un grado significativamente reducido en comparacién con t-PA, ya que su activador, la
fibrina, no puede entrar en el tejido neuronal debido a su tamafo. Los activadores del plasmindégeno segun la
invencién no son, por tanto, neurotoxicos.

Se muestra también un incremento elevado de la actividad en presencia de fibrina, concretamente un incremento de
100.000 veces, por el activador del plasminégeno DSPA procedente de la saliva del murciélago vampiro (Desmodus
rotundus). DSPA es un término colectivo para cuatro proteasas diferentes que satisfacen una necesidad
fundamental del murciélago vampiro, concretamente la duracion prolongada de la hemorragia de las heridas de la
presa, provocadas por estos animales (Cartwright, 1974). Estas cuatro proteasas (DSPAai, DSPAa,, DSPAR,
DSPAYy) tienen unanimemente una elevada similitud (homologia) respecto del t-PA humano. Asimismo, tienen
actividades fisiolégicas similares o coincidentes, lo que justifica agruparlas mediante el término genérico DSPA.
DSPA es la materia del documento EP 0 352 119 A1 y de las patentes de EE.UU. 6 008 019 y 5 830 849 a las que
se hace referencia en su totalidad para fines divulgativos.

DSPAa1 es la proteasa de este grupo que se ha investigado mejor hasta ahora. Tiene una homologia en su
secuencia de aminoacidos de mas del 72%, en comparacion con la secuencia de aminoacidos del t-PA humano
conocido (Kratzschmar y col., 1991). Sin embargo, existen dos diferencias esenciales entre t-PA y DSPA. En primer
lugar, DSPA en forma de una cadena simple, representa concretamente una molécula completamente activa con
respecto a los sustratos peptidicos, que no se convierte, como el t-PA, en una forma de cadena doble (Gardell y col.,
1989; Kratzschmar y col., 1991). En segundo lugar, la actividad catalitica de DSPA muestra una dependencia de la
fibrina practicamente absoluta (Gardell y col., 1989; Bringmann y col., 1995; Toschi y col., 1998). Asi, por ejemplo, la
actividad de DSPAa1 se incrementa 100.000 veces en presencia de fibrina, mientras que la actividad de t-PA se
incrementa solamente alrededor de 550 veces. Por otra parte, la actividad de DSPA se induce de manera
considerablemente menos intensamente por el fibrinégeno; experimenta solamente un incremento de 7 a 9 veces
(Bringmann y col., 1995). Asi, DSPA es considerablemente mas dependiente de la fibrina y mas especifica por la
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fibrina que el t-PA de tipo natural, que se activa solamente aproximadamente 550 veces con la fibrina.

Basandose en sus propiedades fibrinoliticas y la gran similitud respecto de t-PA, DSPA es de hecho un candidato
interesante para el desarrollo de un agente trombolitico. Sin embargo, en el pasado, el desarrollo de DSPA como
agente trombolitico se limit6 al tratamiento del infarto de miocardio, ya que, debido a la implicaciéon del t-PA en la
neurotoxicidad dependiente del glutamato, no existia una esperanza justificada sobre el empleo con éxito de un
activador del plasminégeno relacionado con el t-PA para el tratamiento de la apoplejia aguda.

Ahora se ha descubierto sorprendentemente que, a pesar de la gran similitud (homologia) respecto de t-PA y a
pesar de la coincidencia sustancial de su accion fisiologica con t-PA, al contrario de éste, DSPA no tiene accion
neurotéxica. Este hallazgo va acompafado directamente por el conocimiento de que, de hecho, se puede usar
DSPA como un agente trombolitico para la terapia de la apoplejia sin que haya asociado a esto un riesgo adicional
de lesidn del tejido neuronal. Esto significa en particular que también se puede emplear DSPA después de tres horas
tras el inicio de los sintomas de la apoplejia.

Una ensefianza adicional de la presente invencion es la posibilidad que resulta del conocimiento ya descrito, de
modificar o preparar también otros activadores del plasmindgeno, de forma que tengan esta propiedad del DSPA o
que no tengan la neurotoxicidad del t-PA. La base de esto es la relacién conocida de acciones que permitiran en el
futuro la conversion de activadores del plasmindégeno neurotéxicos en activadores del plasminégeno no
neurotoxicos, o la preparacion de activadores del plasminégeno no neurotdxicos basandose en los activadores del
plasmindgeno neurotdxicos conocidos o recién descubiertos.

La nueva ensefianza se basa en estudios comparativos in vivo de la accidon neurodegenerativa del t-PA por una
parte, y DSPA por la otra, que se llevaron a cabo con la ayuda del denominado "modelo de acido kainico" y un
modelo para la investigacion de la lesion inducida por NMDA del cuerpo estriado.

El modelo de acido kainico (también modelo de lesion por acido kainico) se basa en el hecho de que la cascada de
glutamato neurotoxico se estimula mediante la administracién de acido kainico externo (AK) como agonista del
receptor de glutamato de tipo acido kainico (tipo AK) y de los receptores de glutamato de tipo NMDA y AMPA.
Mediante el uso de una cepa de raton deficiente de t-PA como modelo del estudio, fue posible demostrar por tanto
que la sensibilidad de los animales del ensayo hacia el acido kainico alcanzaba el nivel del raton de tipo natural
solamente con la administracion adicional de t-PAs externos. Por otra parte, la infusion de una concentracion
equimolar de DSPA en las mismas condiciones experimentales, no restablecié la sensibilidad hacia el acido kainico
(AK). La accion del t-PA, por lo tanto, no se pudo sustituir por DSPA. Un resumen de estos resultados se muestra en
la Tabla 2.

Tabla 2
Longitud de hipocampo intacta (mm)

Grupo de tratamiento Numero de Media del lado Media del lado Porcentaje

animales contralateral (EEM) ipsilateral (EEM) restante
Infusién de t-PA (1,85 12 15,99 (0,208) 3,63 (0,458) 22,7*
puM) + AK
Infusién de DSPA (1,85 11 16,07 (0,124) 13,8 (0,579) 85,87
M) + AK
Infusién de t-PA (1,85 3 16,75 (0,381) 17,08 (0,363) 101,97
uM) + PBS
Infusién de DSPA (1,85 3 15,75 (0,629) 15,83 (0,363) 100,50
uM) + PBS
Infusién de t-PA (0,185 3 15,60 (0,702) 5,07 (1,09) 32,5
pM) + AK
Infusién de DSPA (18,5 3 16,06 (0,176) 13,80 (1,22) 85,93
M) + AK
* P<0,0001
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Las investigaciones cuantitativas mediante el uso de este modelo han demostrado que incluso un incremento de 10
veces de la concentracién de DSPA no restablecio la sensibilidad de los ratones deficientes de t-PA hacia el
tratamiento con AK, mientras una concentracion de t-PA 10 veces menor ya provocé una lesion tisular inducida por
AK. De esto se deduce que DSPA tiene al menos una actividad 100 veces menor que t-PA en la promocion de la
neurodegeneracion tras el tratamiento con AK (véanse también las Figuras 11y 12).

En el segundo modelo de neurodegeneracion, se compararon los posibles efectos de t-PA y de DSPA sobre la
promocion de la neurodegeneracion dependiente de NMDA en ratones de tipo natural. Para esto, se inyecté NMDA
a ratones de tipo natural (como agonista del receptor de glutamato de tipo NMDA) solo o en combinacion con t-PA o
DSPA. Este modelo permite que se investigue la accion de estas proteasas en condiciones en las que la
neurodegeneracion se da en cualquier caso y provoca una entrada de proteinas plasmaticas debido al colapso de la
barrera hematoencefalica (Chen y col., 1999).

En el trabajo con este modelo, la inyeccion de NMDA condujo a lesiones reproducibles en el cuerpo estriado de los
ratones. El volumen de estas lesiones se incrementé al menos un 50% mediante una inyeccion conjunta de t-PA y
NMDA. Por otra parte, la coinyeccion con DSPAa1 no condujo a un incremento del tamafio de las lesiones
provocadas por la inyeccion de NMDA. Incluso en presencia de proteinas plasmaticas que pudieron difundir hacia el
area de la lesion, como resultado de la neurodegeneracién dependiente de NMDA, el DSPA no condujo a un
incremento de la neurodegeneracion (véase también la Tabla 3).

Tabla 3

Grupo de tratamiento | Namero de ratones | Volumen medio de la lesién

de tipo natural (mm?) (EEM)
NMDA solo 8 1,85 (0,247) }
NMDA + t-PA 8 3,987 (0,293)*
NMDA + DSPA 8 1,656 (0,094)** * P < 0.0001
t-PA solo 3 0,20 (0,011)
DSPA solo 3 0,185 (0,016)

** No significativo

Estos resultados demuestran que DSPA es una proteasa esencialmente inerte en el sistema nervioso central de un
mamifero, es decir, también en los seres humanos, y, en contraste con t-PA, no provoca ningun incremento de la
neurotoxicidad inducida por AK o NMDA. Esta ausencia de neurotoxicidad hace que DSPA, en contra de todos los
pronosticos, sea un agente trombolitico adecuado para el tratamiento de la apoplejia aguda.

Los primeros resultados de los estudios clinicos demuestran que estos resultados se pueden aplicar también al
tratamiento de la apoplejia en seres humanos. Asi, se deben hallar mejoras significativas en pacientes tras una
perfusion eficaz (mejora de 8 puntos NIHSS o indice NIHSS de 0-1). Esto se aclara en la Tabla 1.

Tabla 1
Paciente NIHSS
Valor inicial | Posttmt | Dia 7 | Dia 30 | Dia 90 SAEs

1001 12 7 4 4 * reinfarto
1002 8 9 2 0 0

1003 8 10 12 10 *

1004 8 4 2 0 0

1005 11 11 4 5 *

1006 9 7 1 * *




10

15

20

25

30

35

ES 238222413

Paciente NIHSS

Valor inicial | Posttmt | Dia7 | Dia 30 | Dia 90 SAEs
1007 14 6 * * *
2001 19 20 - - - HIC, muerte
2002 15 21 - - - HIC, muerte
3001 8 7 6 5 *
3002 15 16 9 8 *
3003 10 19 21 * - muerte, dia 39

Basandose en la carencia de neurotoxicidad de DSPA y en los otros activadores del plasminégeno no neurotoxicos
similares (véase anteriormente), el hecho de que el uso de estos activadores del plasmindgeno, en contraste con los
de t-PA de tipo natural, no se limite solamente al intervalo de tiempo corto de hasta tres horas tras el inicio de la
apoplejia, se presenta como una ventaja particular para el tratamiento de la apoplejia. En su lugar, el tratamiento se
puede llevar a cabo también en un momento posterior, es decir también sin reserva, tras seis horas o incluso mas
tarde, sin que exista el riesgo de promover la excitotoxicidad, como es el caso con t-PA. Las primeras
investigaciones clinicas con DSPA demuestran incluso el tratamiento aceptable de pacientes en un periodo de
tiempo de mas de seis o nueve horas tras el inicio de los sintomas.

Esta opcion de tratamiento con activadores del plasminégeno no neurotéxicos que no esta limitada en el tiempo es
tan significativa, precisamente porque hace posible por primera vez un tratamiento, sin reservas, de pacientes de
apoplejia aguda en los que no se puede determinar el momento del inicio de la apoplejia con suficiente certeza. Este
grupo de pacientes se excluia hasta ahora de la trombolisis con activadores del plasmindgeno por precaucion y por
la estimacion del riesgo. Por lo tanto, se elimina una contraindicacién considerable del uso aprobado de un agente
trombolitico en casos de apoplejia.

Tanto DSPA como otros activadores del plasmindgeno no neurotéxicos no muestran efectos secundarios
neurotoxicos perjudiciales para el tejido. Sin embargo, puede ser conveniente administrarlos en combinacién con un
agente neuroprotector para el tratamiento de la apoplejia con el fin de limitar las lesiones tisulares inducidas por el
glutamato enddgeno. Se pueden usar agentes neuroprotectores que inhiben competitiva 0 no competitivamente los
receptores de glutamato. Es posible formar combinaciones utiles, por ejemplo, con los inhibidores conocidos de los
receptores de glutamato del tipo NMDA, del tipo acido kainico o del tipo quiscualato tales como, por ejemplo, APV,
APH, fenilciclidina, MK-801, dextrorfano o ketamina.

Adicionalmente, puede ser conveniente una combinacion con cationes, ya que éstos, sobre todo los iones de Zn,
bloquean el canal catiénico regulado por el receptor de glutamato y pueden, por tanto, reducir los efectos
neurotoxicos.

En una realizacion adicional ventajosa, se pueden combinar activadores del plasminégeno no neurotdxicos con al
menos otro agente terapéutico o con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Es especialmente ventajosa la
combinacién con un agente terapéutico que ayuda a evitar los dafios tisulares mediante la vitalizacion de las células,
lo que favorece una regeneracion del tejido ya dafiado o sirve para evitar posteriores apoplejias. Pueden ser
ventajosas las combinaciones de, por ejemplo, antibidticos tales como quinonas, anticoagulantes como heparina o
hirudina, asi como citicolina o aspirina. También puede ser ventajosa una combinacién con por lo menos un inhibidor
de la trombolisis. Se pueden emplear preferentemente trombomodulina, analogos de trombomodulina tales como
solulina, triabina o palidipina. También son ventajosas las combinaciones con sustancias antiinflamatorias que
actuan sobre la infiltracion de los leucocitos.

Investigaciones comparativas con t-PA y DSPA

A. Métodos
1. Animales

Los ratones de tipo natural (c57/Black 6) y los ratones deficientes de t-PA (ratones t-PA-/-) (c57/Black 6) (Carmeliet y
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col., 1994) fueron proporcionados por el Dr. Peter Carmeliet, Lovaina, Bélgica.
2. Extraccioén de proteinas del tejido cerebral

La determinacion de la actividad proteolitica en el tejido cerebral tras la infusion de t-PA o DSPAa1, se llevé a cabo
por medio de andlisis zimografico (Granelli-Piperno y Reich, 1974). Tras la infusion a lo largo de 7 dias en el
hipocampo, los ratones se anestesiaron y después se perfundi6 PBS de manera transcardiaca y se extrajeron los
cerebros. Se extrajo la regidon del hipocampo, se introdujo en recipientes Eppendorf y se incub6 con los mismos
volumenes (p/v) (aproximadamente 30-50 pl) con tampdn de lisis NP-40 al 0,5% sin inhibidores de proteasas (NP-40
al 0,5%, Tris HClI 10 mM a pH 7,4, NaCl 10 mM, MgCl, 3 mM, EDTA 1 mM). Los extractos de cerebro se
homogeneizaron por medio de un homogeneizador de vidrio manual y se dejaron en hielo durante 30 min. Las
muestras se centrifugaron posteriormente y se extrajo el material sobrenadante. Se determiné la cantidad de
proteina presente (reactivo de Bio-Rad).

3. Andlisis zimografico de las proteasas

Se determind la actividad proteolitica de las muestras o de los extractos del tejido cerebral, mediante analisis
zimografico de acuerdo con el método de Granelli-Piperno y Reich (1974). En este andlisis, las muestras de proteina
recombinante (hasta 100 nmol) o del extracto de tejido cerebral (20 ug), se sometieron a una SDS-PAGE del 10% en
condiciones no reductoras. Los geles se extrajeron de las placas, se lavaron durante dos horas en Triton X100 al 1%
y después se colocaron en un gel de agarosa con fibrindgeno y plasmindégeno polimerizado (Granelli-Piperno y
Reich, 1974). Los geles se incubaron en una camara humeda a 37°C, hasta que fue detectable la zona proteolisada.

4. Infusion intra-hipocampo de t-PA y DSPA e inyeccion posterior de acido kainico

El modelo de lesién por acido kainico se basa en el experimento de Tsirka y col. (1995). Se inyectd a los animales
de forma intraperitoneal (i.p.) atropina (4 mg/kg) y después se anestesiaron con una inyeccion i.p. de pentobarbital
sadico (70 mg/kg). Después se colocaron en un marco estereotaxico, de forma que se pudo implantar de forma
subcutanea una bomba microosmética (Alzet, modelo 1007D, Alzet CA. EE.UU.) con 100 pl de PBS o t-PA humano
recombinante (0,12 mg/ml; 1,85 yM) o DSPAa1 (1,85 uM) entre los omoplatos. Las bombas se conectaron a una
canula cerebral mediante tubos estériles y se insertaron a través de una apertura en el craneo en las coordenadas
bregma -2,5 mm, mediolateral 0,5 mm y dorsoventral 1,6 mm, para introducir el liquido cerca de la linea media. La
canula se fijo posteriormente en la posicion deseada y las bombas se abrieron para infundir las soluciones
apropiadas con un caudal de 0,5 pl por hora, a lo largo de siete dias.

Dos dias después de la infusidon de las proteasas, los ratones se anestesiaron de nuevo y se introdujeron en el
marco estereotaxico. Después se inyectd acido kainico 1,5 nmol en 0,3 pyl de PBS de forma unilateral en el
hipocampo. Las coordenadas fueron: bregma 2,5 mm, mediolateral 1,7 mm y dorsoventral 1,6 mm. La excitotoxina
(AK) se introdujo a lo largo de un periodo de 30 seg. Tras el tratamiento con &cido kainico, la aguja permaneci6 en
estas coordenadas durante otros 2 min para evitar que el liquido retrocediera.

5. Examen del cerebro

Cinco dias después de la inyeccion de AK, los animales se anestesiaron y se perfundieron de manera transcardiaca
30 ml de PBS, seguido de 70 ml de una solucién del 4% de paraformaldehido, se fijaron durante 24 horas, seguido
de incubacion en un 30% de sacarosa durante otras 24 horas. Después se realizaron cortes coronarios (40 um) del
cerebro en un microtomo congelador y se realizé una tincion de contraste con tionina (BDH, Australia) o se
prepararon para el analisis inmunohistoquimico.

6. Cuantificacion de la tasa de pérdida neuronal en el hipocampo

La pérdida neuronal en los subcampos del hipocampo CA1-CA3 se cuantificd tal y como se describié previamente
(Tsirka y col. 1995; Tsirka y col. 1996). Se prepararon cinco cortes sucesivos del hipocampo dorsal de todos los
grupos tratados, y los cortes incluian exactamente el lugar de la inyeccidon de AK y la region de la lesiéon. Los
subcampos del hipocampo (CA1-CA3) de estos cortes se monitorizaron por medio de dibujos mediante camara
lucida del hipocampo. La longitud total de estos subcampos se midié en comparacién con patrones de 1 mm, que se
monitorizaron con el mismo aumento. Se determind la longitud de los cortes de tejido con neuronas piramidales
vitales (con una morfologia normal) y la longitud de los cortes de tejido sin neuronas (sin células presentes, sin
tincion con tionina). Se realizd la media entre los cortes de las longitudes, las neuronas intactas y las pérdidas
neuronales en la region de cada subcampo del hipocampo presentada, y se determiné la desviacion estandar.

7. Lesiones por excitotoxicidad de NMDA en el cuerpo estriado con o sin t-PA o DSPA

Se anestesiaron ratones de tipo natural (c57/Black 6) y se colocaron en un marco estereotaxico (véase
anteriormente). Después se administré a los ratones una inyeccién unilateral en el cuerpo estriado izquierdo de
NMDA 50 nmol solo o en combinacién con rt-PA 46 uM o DSPAa1 46 uM. Como testigos, también se inyectaron t-
PA y DSPa1 solos en una concentracion de 46 uM. Las coordenadas de la inyeccion fueron: bregma -0,4 mm,
mediolateral 2,0 mm y dorsoventral 2,5 mm. Las soluciones (1 pl de volumen total para todos los tratamientos) se
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transfirieron a lo largo de un espacio de tiempo de 5 minutos a 0,2 pl/min, y la aguja permanecié en el lugar de la
inyeccion durante otros 2 min tras la inyeccién para minimizar el retroceso del liquido. Después de 24 horas, los
ratones se anestesiaron y se perfundieron de manera transcardiaca 30 ml de PBS, seguido de 70 ml de una solucion
de para formaldehido al 4%, se fijaron en el mismo fijador durante 24 horas, seguido de incubacion en 30% de
sacarosa durante otras 24 horas. Después se realizaron cortes coronarios (40 ym) en un microtomo congelador y se
colocaron en portaobjetos de vidrio revestidos con gelatina.

8. Cuantificacion del volumen de lalesién tras la inyeccién de NMDA

El volumen de la lesiéon del cuerpo estriado se cuantificd con la ayuda del método descrito por Callaway y col.
(2000). En este procedimiento, se prepararon 10 cortes coronarios sucesivos que incluian el area lesionada. La
region lesionada se visualizd con la ayuda del método de Callaway, y el volumen de la lesion se cuantificdé mediante
el uso de un dispositivo de visualizacion mediante microcomputadora (MCID, Imaging Research Inc., Brock
University, Ontario, Canada).

9. Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica se llevd a cabo mediante métodos habituales. Los cortes coronarios se sometieron a
inmersién en una solucion de 3% de H202/10% de metanol durante 5 min, seguido de incubacion con 5% de suero
de cabra normal durante 60 min. Los cortes se incubaron después durante la noche con un anticuerpo anti-GFAP
(1:1.000; Dako, Carpinteria, Ca, EE.UU.) para la detecciéon de astrocitos, con un anticuerpo anti-MAC-1 (1:1.000;
Serotec, Raleigh, NC, EE.UU.) para la deteccion de microglia o anticuerpos anti-DSPA policlonales (Schering AG,
Berlin). Tras el lavado, los cortes se incubaron con los anticuerpos secundarios biotinilados apropiados (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, EE.UU.). Después de esto, se llevé a cabo una incubacion final con un complejo de
avidina/biotina (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EE.UU.) durante 60 min, antes de la tincién final con 3,3'-
diaminobenzidina/0,03% de H»O,. Los cortes se transfirieron después a portaobjetos revestidos con gelatina, se
secaron, se deshidrataron y se cubrieron con Permount.

B. Resultados

1. Lainfusion de t-PA o DSPA se distribuye por el hipocampo de los ratones t-PA -/- y mantiene su actividad
proteolitica

Los primeros estudios se disefiaron para confirmar que tanto DSPA como t-PA mantienen su actividad proteolitica a
lo largo del periodo de 7 dias de la infusion. Para este fin, se incubaron partes alicuotas de t-PA y DSPA (100 nmol)
en un bafio de agua durante siete dias a 37°C y a 30°C. Para determinar la actividad proteolitica, se sometio a
diluciones quintuples en serie de las muestras de una SDS-PAGE, en condiciones no reductoras, y se midid la
actividad proteolitica mediante andlisis zimograficos. En cada caso, se usé como testigo una parte alicuota de t-PA y
DSPA que habia permanecido congelada durante esos siete dias. Como se puede observar en la Figura 1, solo
hubo una ligera pérdida de actividad de DSPA o t-PA durante la incubacion a 25°C y a 37°C a lo largo de ese
periodo de tiempo.

2. Se puede hallar actividad de t-PA y DSPA también en extractos de hipocampo de ratones t-PA -/- tras la
infusion

Primero se tuvo que determinar si las proteasas administradas durante la infusién estaban realmente presentes en el
cerebro de los animales tratados, y que también mantuvieron alli su actividad proteolitica. Para esto, los ratones t-PA
-/- recibieron infusiones de t-PA o DSPA durante siete dias (véase anteriormente). Los ratones se sacrificaron
después mediante perfusion transcardiaca con PBS y se extrajeron los cerebros. Se aislaron las regiones
ipsilaterales y contralaterales del hipocampo, al igual que una region del cerebelo (como testigo negativo). Las
muestras de tejido (20 ug) se sometieron a una SDS-PAGE y a andlisis zimografico, de acuerdo con la descripcion
en la seccion de métodos. Como se puede observar en la Figura 2, se midieron las actividades de t-PA y DSPA en la
region ipsilateral del hipocampo, y se midié cierta actividad ademas en el lado contralateral. Esto demostré que las
proteasas infundidas no solamente mantuvieron su actividad en el cerebro, sino que ademas se extendieron a la
regién del hipocampo. No se detectd actividad en el extracto del testigo preparado a partir del cerebelo.

3. Deteccion inmunohistoquimica de DSPA

Para demostrar que DSPA se habia difundido realmente por la regién del hipocampo, los cortes coronarios del
cerebro de ratones t-PA -/- se sometieron a analisis inmunohistoquimico tras la infusion de DSPA. En este analisis
se detecto el antigeno de DSPA en la region del hipocampo, y los alrededores del lugar de infusion mostraron la
tincion mas intensa. Este resultado confirma que el DSPA infundido es soluble y esta realmente presente en el
hipocampo.

4. La infusién de DSPA no restablece la sensibilidad hacia la neurodegeneracién dependiente del acido
kainico in vivo

Los ratones t-PA -/- son resistentes a la neurodegeneracion dependiente del acido kainico. En contraste, una
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infusion de rt-PA en el hipocampo conduce a que se restablezca completamente la sensibilidad de las lesiones
dependientes del acido kainico. Para responder la pregunta de si el DSPA puede sustituir al t-PA en esta accion, se
administraron a los ratones t-PA -/- infusiones de t-PA o DSPA en el hipocampo por medio de una bomba
miniosmotica. Se usaron 12 ratones para ambos grupos. Dos dias mas tarde los animales recibieron inyecciones de
acido kainico, seguido de una fase de reposo posterior. Cinco dias mas tarde se sacrificaron los animales. Los
cerebros se extrajeron y se procesaron (véase anteriormente). Como testigos, también se infundié PBS a los ratones
t-PA -/- antes del tratamiento con AK (n=3).

Se prepararon cortes coronarios de cerebro y las neuronas se detectaron mediante tincion de Nissl. Fue evidente
que los ratones t-PA -/- eran resistentes al AK tras la infusion de PBS. Por otra parte, las infusiones con t-PA
recombinante condujeron a que se restableciera la sensibilidad al tratamiento con AK. En contraste, la infusion de la
misma concentracién de DSPA en la regidn del hipocampo no cambid la sensibilidad de estos animales frente a AK
(véanse las Figs. 4a y 4b).

Estos resultados se cuantificaron mediante el uso de 12 ratones en cada grupo. En 2 de los 12 ratones a los que se
infundid DSPA, se observaron unas cuantas neurodegeneraciones ligeras. La razén de esto todavia no esta clara, y
posiblemente es independiente de la presencia de DSPA. Los datos combinados tienen en cuenta el efecto ligero
observado en estos dos animales. Los 12 ratones tratados con t-PA fueron sensibles al tratamiento con AK. Estos
resultados muestran que tras la infusion de t-PA o DSPAa1 en concentraciones equimolares, solamente la
administracion de t-PA conduce a que se restablezca la sensibilidad respecto de la neurodegeneracion inducida
mediante AK.

5. Lainfusién de DSPA no provoca la activacion de la microglia

Se demostré que el restablecimiento de la sensibilidad al AK de los ratones t-PA -/-, tras la infusién de t-PA, da como
resultado la activacién de la microglia (Rogove y col.,, 1999). Para determinar el grado de la activaciéon de la
microglia tras la infusion de t-PA o DSPA y el tratamiento subsiguiente con AK, los cortes coronarios de los ratones
se sometieron a una tincién inmunohistoquimica para células microgliales activadas mediante el uso del anticuerpo
Mac-1. El restablecimiento de la sensibilidad hacia el AK tras la infusion de t-PA, dio como resultado un incremento
claro de las células Mac-1 positivas. Esto no se observo en los ratones que habian recibido infusiones de DSPA. Por
tanto, la presencia de DSPA no conduce a la activaciéon de las células microgliales tras el tratamiento con AK.

6. Titulacién de DSPA y t-PA en la regién del hipocampo de ratones

La concentracién de t-PA usada para la infusidon se baso en la concentracion descrita por Tsirka y col. (1995) (100 pl
de 0,12 mg/ml [1,85 uM]). Se repitieron los experimentos de exposicién a AK mediante el uso de una cantidad 10
veces menor de t-PA (0,185 uM) y una cantidad mayor de DSPA (18,5 yM). La menor concentracion de t-PA fue
capaz aun de restablecer la sensibilidad al tratamiento con AK (n=3). Fue de interés particular que la infusién de la
concentracion de DSPA 10 veces mayor, provoco solamente una pérdida neuronal ligera tras el tratamiento con AK.
Estos datos indican en gran medida que DSPA no incrementa la sensibilidad hacia AK.

7. Efecto de t-PA y DSPA sobre la neurodegeneracion dependiente de NMDA en ratones de tipo natural

Los efectos de t-PA y DSPA se investigaron adicionalmente en un modelo de neurodegeneracion en ratones de tipo
natural. Se demuestra que la inyeccién de t-PA en el cuerpo estriado de estos ratones conduce a una intensificacion
del efecto neurodegenerativo provocado por el analogo de glutamato NMDA (Nicole y col., 2001).

Para esto, se administraron inyecciones de NMDA con un volumen total de 1 pl en la regién del cuerpo estriado de
ratones de tipo natural, en presencia de t-PA o DSPA (en cada caso 46 uyM). Después de 24 horas se extrajeron los
cerebros y se cuantific el tamafio de las lesiones mediante el método de Callaway (Callaway y col., 2000) (véase
anteriormente). Como se puede observar en la Figura 7, la inyeccién de NMDA solo provocé una lesion reproducible
en todos los ratones tratados (n=4). Sin embargo, cuando se inyectaron juntos t-PA y NMDA, el tamafo de las
lesiones se incrementd aproximadamente un 50% (P<0,1, n=4). En contraste claro con esto, la coinyeccion de
NMDA y la misma concentracion de DSPA no provocaron ningun incremento en el tamafio de la lesién en
comparacion con NMDA solo.

Las inyecciones de t-PA o DSPA solos no condujeron a una neurodegeneraeion detectable. La ausencia de efecto
de t-PA cuando se administra solo es coherente con los resultados de Nicole y col. (2001). Estos datos demuestran
que la presencia de DSPA no incrementa la neurodegeneracion adicionalmente, incluso durante un proceso
neurodegenerativo.

Para confirmar que la inyeccion de DSPA se ha difundido realmente en la region del hipocampo, se llevaron a cabo
analisis inmunohistoquimicos en cortes coronarios mediante el uso del anticuerpo de DSPA. Los analisis muestran
que DSPA penetré realmente en la region del cuerpo estriado.

Andlisis cinético de la activacion del plasminégeno mediante un ensayo cromogénico indirecto

Los ensayos cromogénicos indirectos de la actividad de t-PA usan los sustratos Lys-Plasminogen (American
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Diagnostica) y Spectrozyme PL (American Diagnostica), y se llevan a cabo de acuerdo con el método de Madison
E.L., Goldsmith E.J., Gerard R.D., Gething M.-J., Sambrook J.F. (1989) Nature 339 721-724; Madison E.L.,
Goldsmith E.J. Gerard R.D., Gething M.J., Sambrook J.F. y Bassel-Duby R.S. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
87, 3530-3533 y Madison E.L., Goldsmith E.J., Gething M.J., Sambrook J.F. y Gerard R.D. (1990) J. Biol. Chem.
265, 21423-21426. Los ensayos se llevaron a cabo tanto en presencia como en ausencia del cofactor DESAFIB
(American Diagnostica). DESAFIB, una preparacion de mondémeros de fibrina solubles, se obtuvo mediante la
escision de fibrinbgeno humano sumamente puro, mediante la proteasa batroxobina. En este procedimiento, la
batroxobina escinde el enlace Arg'®-Gly'” en la cadena Aa del fibrindgeno, y por lo tanto libera fibrinopéptido A. El
des-AA-fibrindgeno resultante en forma de mondmeros de fibrina | es soluble en presencia del péptido Gly-Pro-Arg-
Pro. La concentracién de Lys-Plasminégeno varié de 0,0125 a 0,2 uM en presencia de DESAFIB y de 0,9 a 16 yM
en ausencia del cofactor.

Ensayos cromogénicos indirectos en presencia de diversos estimuladores

Se llevaron a cabo ensayos cromogénicos indirectos convencionales de acuerdo con las publicaciones citadas
anteriormente. Se usaron grupos de 100 ul de volumen total con 0,25-1 ng de enzima, Lys-Plasminogen 0,2 uM y
Spectrozym PL 0,62 mM. Los ensayos se llevaron a cabo en presencia de cada tampén, 25 yg/ml de DESAFIB, 100
pug/ml de fragmentos de fibrinégeno obtenidos mediante bromuro de ciandégeno (American Diagnostica) o 100 pg/ml
del péptido estimulador de 13 aminoacidos P368. Los analisis se llevaron a cabo en placas de microtitulacion y se
midi6é la densidad 6ptica a una longitud de onda de 405 nm, cada 30 seg durante 1 h en un "Thermomax" de
Molecular Devices. La temperatura de la reaccién fue 37°C.
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REIVINDICACIONES

1. DSPA alfa 1 para el tratamiento terapéutico de la apoplejia en seres humanos después de que hayan
pasado tres horas desde el inicio de la apoplejia.

2. DSPA alfa 1 de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado porque el tratamiento tiene lugar después de
que hayan pasado seis horas desde el inicio de la apoplejia.

3. DSPA alfa 1 de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, caracterizado porque el tratamiento tiene lugar después
de que hayan pasado nueve horas desde el inicio de la apoplejia.

4. DSPA alfa 1 de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque DSPA alfa 1 se
puede aislar a partir de Desmodus rotundus.

5. DSPA alfa 1 de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque DSPA alfa 1 se
aisla a partir de Desmodus rotundus.
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Fig. 4b

Ratones tPA -/-: Infusién de tPA seguida
de inyeccién de acido kainico ({)

Raton n° 5 Ratén n° 6

Cortes en serie del hipocampo

Cortes en serie del hipocampo

18



ES 238222413

BUDI[J B[ 95894 :UOIII34UI op Jein Y

oun eped Wi 94 :vISqL vdd
A 0S :VJIAN 2p UOIOR.IIUIIUC))

YdSd + VAN

Vd-1 + VAN

0108 VAIAIN

L 31y

19



ES 238222413

ouabopua yd-} ISP PEPIDIXO}
g| Jod sjuswe|os opejwl| B}ss
VdSQ 8p osnh 8p jeiousjod |3

ouabopus yd-1 19p
Ou_xgo‘_:wc 01023

/
/

Vvd-H 8p 0oIxgjoinau 0J08)3

e

uoISS| B| Op OUBWE] [9P
ojuawaloul [e opigap odwai)

U029 8AnuIWSIp uoisnyadal
e| op ooljhadelss) 0j08y8 |3

. Vvd-M 8p osn ap |elousjod

6 ‘314

20



ES 238222413

0FSOLT U0 [2Iq0100 opifo],

o

oM (2102150 Opifo, @)
EIOUSPIOWO))

epeidorde
vrders) mg

BIDUOPIDUIOO WIS

N ER
{uomosjoxdoinaN +) .
< i

SISTIOqUIOL], Lo

OLI0)OBJSIIES OJUaNueIen un ered

onsmbaraxd owoo ojqeayes opifay, o1 S

21



ES 238222413

Sdd +
WnGg'L vd-l

Sdd +
Wngg'L vdsa

oo1uey
opI9¢ +
N 68°L vd-

l=u

ooluiey
opIoe +

WN S8'L vdsSa

114

or

09

08

001

0ch

(%) 032Ul odwesodiy sp opiuajuos

1 8y

22



ES 238222413

g=u

Cl=u Lp=u

! (sad .LA
Wnce'L a

(sad +) b (oojurey .ow+2 :ou_:_mx ‘oR+) !
WNGeL ¥dSa Wnsg'L vdl AN 68°L YdSa

1000°0>d

lesaejisd]
jeddjejeuod m

W © = N

T N o
- ™ -

w
b d
(ww) oopurey oploe ap ugp9aAul

seJ} ejoejul odwesodiy ap pnjibuo

S
N

o~
—
8
s

23



S1
101
1s1
201

251

301
351
401
451

MVNTMKTKLL
YRRQESWLRP
NKYFS IHWCN
PWNSATVLOQ
VQECMVHDCA
SGVTYVCGGS
KFEVENLILH
NDPQFGTSCE
VTTKMLCAAD
GCALKDXPGV

Fig. 14

51
101
151
201
251
301
351
401
451

MVNTMKTKLL
YRRQESWLRF
ALYFSDFVCQ
NWNSSALAQK
SEFCSTPACS
GERFLCGGIL
FEVEKYIVHK
QLPDWTEBCEL
TONMLCAGDT
CGQKDVPGVY

ES 238222413

SEQ. ID No. 2

CVLLLCGAVF
EVRSKRVEHC
CPKKFGGQHC
TYHAHRSDAL
DFQCGQKTLR
IMSPCWVISA
KDYSADTHHN
ITGPGKENST
PQWKEIYPNV

YTRVSHFLPW.

SEQ.

CVLLLCGAVF
EVRSKRVEHC
CPEGFAGKCC
PYSGRRPDAI
STCGLRQYSQ
ISSCWILSAA
EFDDDTYDND
SGYGKHEALS
RSGGPQANLH
TKVTNYLDWI

SLPRQETYRQ
QCDRGSNELH
EIDKSKTCYE
QLGLGKHNYC
RPRPHSTGGE
THCFIDYPKK
DIALLKIRSK
DYLYPEQLKM
TDSCQGDSGG
TRSHTKL

ID No. 1

SLPRQETYRQ
QCDRGQARCH
BIDTRATCYE
RLOGLGNHNYC
PQFHSTGGLF
HCPQRRFPPH
IALILQLKSDS
PFYSERLKEA
DACQGDSGQGP
RDNMRP

24

LARGSBAYGV
QVPSNSCDEP
GNGHFYRGKA
RNPDNRRRPW
FTTIENQPWF
EDYIVYLGRS
EGRCAQPSRT
TVVKLISHRB
PLVCSLQGRM

LARGSRAYGV
TVPVKSCSEP
DQGISYRGTW
RNPDRDSKPW
ADIASHPWQA
HLTVILGRTY
SRCAQESSVV
HVRLYPSSRC
LVCLNDGRMT

ACKDEITQMT
RCLNGGTCVS
STDTMGRPCL
CYVQVGLXPL
ARTYRRHRGG
RLNSNTQGEM
IQTICLPSMY
COQPHYYGSE
TLTGIVSWGR

ACKDEITQMT

ROFNGETCQQ
.STAESGAERCT

CYVFKAGKYS

AIFAKHRRSP

RVVPGEEEQK
RTVCLEPADL
TSQHLLNRTV
LVGIISWGLG
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