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DESCRIPCION
Proteina C para cicatrizacion de heridas

Campo del invento

El presente invento se refiere al campo de la medicina y, mas particularmente, a la cicatrizaciéon de heridas y al
empleo de composiciones para promover la cicatrizacién de heridas. En una aplicacion particular del presente
invento la proteina C activada (PCA) se administra a una herida de lenta cicatrizacién mediante aplicacion topica.

Antecedentes del invento

Las heridas son dafios en el cuerpo internos o externos o lesiones causadas por medios fisicos, tales como
mecanicos, quimicos, virales, bacteriales, o medios térmicos, que interrumpen la normal continuidad de las
estructuras. Estos dafios corporales incluyen contusiones, heridas en donde la piel no se ha roto, incisiones, heridas
en donde la piel se rompe mediante un instrumento cortante, laceraciones, y heridas en donde la piel se rompe
mediante un instrumento romo o despuntado. Las heridas pueden ser causadas por accidentes o procedimientos
quirudrgicos.

La cicatrizacion de heridas es un proceso complejo que implica una serie de etapas. Estas incluyen; 1) coagulacion,
gue empieza inmediatamente después del dafio; 2) inflamacién, que empieza unos pocos minutos después; 3) un
proceso migratorio y proliferativo (etapa de granulacion), que empieza dentro de horas a dias; y 4) un proceso de
remodelacién con desarrollo subsiguiente de piel de plena resistencia (1-3).

Coagulacion e inflamacion

La coagulacién controla la hemostasis e inicia la cicatrizacion liberando una variedad de factores de crecimiento y
citoquinas de plaquetas desgranuladas. Durante la fase de inflamacion la agregacion de plaquetaria y coagulacién
forma una matriz que atrapa proteinas de plasma y células sanguineas para inducir el influjo de varios tipos de
células. Los neutrofilos son las primeras células que llegan y funcionan para fagocitizar bacterias contaminantes,
digerir el coagulo de fibrina y liberar mediadores para atraer macrofagos y activar fibroblastos y queratinocitos (3).
Los macrofagos digieren patégenos, desbridan la herida y secretan citoquinas/factores de crecimiento (0 sea
interleuquina-1 (IL-1), factor de crecimiento epidérmico (FCE), factor de crecimiento endotelial vascular (FCEV),
transformando el factorf3 de crecimiento (TGF-B), y el factor de crecimiento de fibroblasto basico (bFCF) que estimula
los fibroblastos y células endoteliales. Sobre todo la etapa inflamatoria es importante protegerla contra la infeccion y
promover las etapas migratorias y proliferativas de la cicatrizaciéon de herida.

Granulacién y remodelacién de la matriz extracelular

Estas etapas incluyen migracion celular y proliferacion. Si bien los linfocitos y macrofagos estan implicados, los tipos
de células predominantes son epiteliales, fibroblastos y endoteliales. Dentro de horas de una lesién una cubricién
epidermal, constituida principalmente por queratinocitos, empieza a migrar y cubrir la epidermis, un proceso
conocido como repetilazacion. Cuando estos cubren por completo la herida se diferencian y estratifican para formar
una nueva epidermis con una lamina basal. La angiogénesis (o sea la formacién de nuevos vasos de sangre) se
produce durante esta etapa y proporciona nutrientes para que el tejido que se desarrolla superviva. Los fibrobastos
migran al sitio herido y producen colageno y proteoglicanos que finalmente proporcionan la resistencia a la traccion
de la herida. A medida que la fase de remodelacién progresa el tejido de granulacién es sustituido por una red de
colageno y fibras de elastina que conduce a la formacion de tejido cicatricial.

Cicatrizacion de herida fallida

Se produce cicatrizacion de heridas dérmicas deterioradas y/o Ulceras dérmicas en pacientes con enfermedad
oclusiva arterial periférica, trombosis venosa profunda, diabetes, llagas por presion y quemaduras (4). A pesar de
intensa investigacion los mecanismos moleculares asociados con la cicatrizacion de heridas deterioradas se
entienden pobremente.

La cicatrizaciéon de heridas esta afectada por numerosos factores, incluyendo factores locales (por ejemplo factores
de crecimiento, edema, isquemia, infeccion, insuficiencia arterial, insuficiencia venosa o neuropatia), factores
sistémicos (por ejemplo perfusiéon inadecuada y enfermedad metabdlica) y otros factores diversos, tales como
estado nutricional, exposicion a terapia de radiacion y fumar.

Los leucocitos, particularmente los neutréfilos y los macrofagos persisten en el tejido circundante y segregan una
gama de proteasas, incluyendo metaloproteinasas de matriz (MMPs) y serina proteasas (5). La acumulacién
excesiva de estas enzimas interfiere con la remodelacién de la matriz (6). Otra caracteristica de algunas heridas
cronicas es la reducciéon o ausencia de engiogénesis, lo que impide que nutrientes accedan al tejido nuevamente
formado (8).
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Tecnologias existentes para mejorar la cicatrizacién de heridas

Heridas cronicas se conducen inicialmente mediante tratamiento que comprende desbridamiento de escara,
tratamiento antibiotico en donde es apropiado y apdsito regular (2). Pueden utilizase también otros apdsitos, tales
como hidrogeles, hidrocoloides o alginatos. La ulceracién venosa se trata mediante terapia de compresion, mientras
que Ulceras arteriales o diabéticas requieren cambios regulares de apoésitos.

Las llagas por presion son alentadas a la curacion mediante la eliminacion de presion en el sitio dafiado. Se utiliza
también para promover la cicatrizacion de heridas algunos otros dispositivos fisicos tales como tratamiento por laser,
oxigeno hiperbarico y estimulacion eléctrica para Ulceras de arterias (2,9,10).

Para heridas que no responden a estas intervenciones es una opcion el uso de piel de tejido de ingenieria, tal como
Dermagraft o Apilgraf. Esta terapia actia para impedir la infeccién bacteriana y permite que la herida empiece a
cicatrizar con procesos reparativos normales (11,12). El empleo de estos sustitutos de la piel para acelerar la
cicatrizacion de heridas depende de la disponibilidad de un suministro vascular existente en la herida existente.

Otro método para cicatrizar heridas implica la administracion de factores de crecimiento/citoquinas, que han
demostrado acelerar la proliferacién celular in Vitro y/o promover la cicatrizacién de heridas en algunos modelos
animales. Estos incluyen IL-1, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), EGF, VEGA, TGF-B Y BFGF (2).
Procuren (Curative Technologies), un producto liberado de plaquetas autélogo, contiene por lo menos cinco factores
de crecimiento que ayudan a la formacién de tejido de granulacion y re-epitelializacion. Esta mezcla de factor de
crecimiento autologo ha obtenido algunos éxitos en sujetos humanos con lesiones en las extremidades ulceradas
(13). Sin embargo, en conjunto, los resultados de la mayor parte de pruebas clinicas utilizando factores de
crecimiento/citoquinas han sido decepcionantes. Por ejemplo, EGF fall6 en cicatrizar Ulceras por estasis venosas e
IL-1 fallé en tratar llagas por presion de modo efectivo (2). Resultados similares se reportaron utilizando bFGF (14).
El motivo de la carencia de eficacia no esta determinado, pero puede relacionarse con los efectos multifactoriales,
algunos indeseables para la cicatrizacién, de factores de crecimiento/citoquinas.

Asi pues, existe una necesidad en curso para identificar y desarrollar nuevos agentes para la promocion de
cicatrizacion de heridas.

La proteina C activada (PCA) es una serina proteasa que tiene un peso molecular de alrededor de 56 kD que
desempefia un papel central de anticoagulacion fisioldgica. El precursor inactivo, proteina C, es una glicoproteina
dependiente de vitamina K sintetizada por el higado y endotelio y se encuentra en el plasma. La activaciéon de la
proteina C tiene lugar en la superficie celular endotelial y se dispara por un complejo formado entre trombina y
trombomodulina (15,16). Otras proteinas de membrana especifica endotelial, receptoras de proteina C endotelial
(EPCR), ha demostrado acelerar esta reaccidon en mas de 1000 veces (17). Las funciones de la PCA endotelial
como un anticoagulante mediante la unién al cofactor, proteina S, en la superficie endotelial, que inactiva los
factores de coagulacion Factor Villa y Factor Va. La importancia de la PCA como anticoagulante se refleja por los
hallazgos de que deficiencias en esta molécula resultan en trastornos familiares de trombosis (18).

Recientemente se ha expuesto también que la PCA actlia adicionalmente como un agente antiinflamatorio y activa
directamente la proteasa, gelatinasa A (17. 20). La gelatinasa A se secreta por muchos tipos de células diferentes,
incluyendo las células del musculo liso, fibroblastos y células endoteliales. Con la degradacion de los colagenos
presentes en la membrana de basamento (21) y permitiendo que las células invadan el estroma, la gelatinasa A
juega un papel importante en la remodelacién fisiolégica y angiogénesis (22). La gelatinasa A juega también un
papel importante en numerosas enfermedades, tales como promover la invasion de tumores epiteliales timicos (23),
promover la destruccion de la articulacion en artritis mediante la adhesion al colageno de la matriz de cartilago (24) y
contribuyendo a la disfuncién mecanica cardiaca durante la repercusion después de isquemia (25). En adicion a su
capacidad de degradar la matriz, la gelatinasa A puede también ser objetivo de otros sustratos. Por ejemplo, esta
disocia la gran endotelina-1 para dar un potente vasoconstrictor, implicando la gelatinasa A como un regulador de
reactividad vascular (26). La gelatinasa A liberada puede mediar también la agregacién de plaquetas (27).

La W09530429 A describe métodos para reducir fibrina intraocular mediante la administracién de Proteina C a un
individuo que tenga elevados niveles de fibrina intraocular, lo que resulta en el tratamiento de enfermedad
intraocular.

La US-A-5571786 describe el uso de Proteina C o un péptido de activacién de Proteina C en el tratamiento de
condiciones de dolor causadas por procesos inflamatorios agudos o crénicos.

La W09920293 A describe un método para el tratamiento de paciente humano con un estado hipercoagulable
adquirido o deficiencia de Proteina C asociado con enfermedad particular, cuyo método comprende la administracién
de Proteina C activada que tiene un agente terapéutico altamente selectivo con un bajo potencial para causar
complicaciones de sangrado.
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La W00172328 A describe un método para tratar una enfermedad con Proteina C activada o un compuesto que
tiene actividad de Proteina C activada mediante regulacidon directa de la expresion de genes asociado con la
enfermedad.

Ademas, y como se demuestra en los ejemplos proporcionados a continuacion, la PCA es también apta para
promover la regeneracion de células endoteliales después de heridas in vitro, estimula la re-epitelizacion, invasion
de fibroblasto y angiogénesis en un embrién de pollo y favorece la cicatrizacion de heridas en un modelo con heridas
de rata. Estas funciones cuando se toman conjuntamente con las funciones anticoagulantes, anti-inflamatorias y
activantes de gelatinasa A, indica severamente que la PCA, sus fragmentos funcionales, y el precursor de la PCA (o
sea la proteina C) es/son Util/les para el tratamiento de heridas y, particularmente heridas de lenta cicatrizacion.

Resumen del invento:

Asi pues, en un primer aspecto, el presente invento proporciona el uso de una composicién que comprende uno o
mas de:

(i) una proteina C activada (PCA),
(i) un fragmento funcional de una PCA, y
(iii) proteina C,

como un agente activo en la preparacién de un medicamento tépico para promover la cicatrizaciéon de heridas en un
paciente, en donde dicha herida se elige del grupo constituido por Ulceras dérmicas, quemaduras, heridas orales,
dafio en hueso y cartilago y necrosis de la piel relacionada con sustancias quimicas.

En un segundo aspecto el presente invento proporciona el uso de una composicién que comprende uno o mas de:

(i) una proteina C activada (PCA),
(i) un fragmento funcional de una PCA, y
(iii) proteina C,

como un agente activo en la preparacién de un medicamento tépico para promover la cicatrizaciéon de heridas en un
paciente, en donde dicha herida es una herida ocular, y en donde dicho medicamento promueve la re-epitelializacion
del ojo.

En un tercer aspecto el presente invento proporciona un gel, esponja, gasa o malla que incorpora una cantidad de
un agente que comprende uno o mas de:

(i) una proteina C activada (PCA),
(i) un fragmento funcional de una PCA, y
(iii) proteina C,

para uso en promover la cicatrizacion de heridas mediante la aplicacion de dicho gel, esponja, gasa o malla a la
herida de modo que dicho agente se administre tépicamente a dicha herida.

En un cuarto aspecto el presente invento proporciona el uso de un agente que comprende uno o mas de:

(i) una proteina C activada (PCA),

(i) un fragmento funcional de una PCA, y

(iii) proteina C,

en la preparacion de un gel, esponja, gasa o0 malla para promover la cicatrizacién de heridas, siendo apropiado dicho
gel, esponja, gasa o malla para aplicacion a una herida de modo que dicho agente se administre topicamente a
dicha herida.

Descripcion detallada del invento

La PCA yl/o proteina C utilizado en el presente invento puede obtenerse mediante purificacion de una fuente
apropiada (por ejemplo sangre tomada de humanos u otros animales) o producido mediante técnicas de ADN
recombinante corrientes tal como se describe en, por ejemplo, Maniais, T, et al., Molecular Cloning: un manual de
laboratorio, Segunda Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press. La PCA recombinante o proteina C puede
incorporar modificaciones (por ejemplo adiciones de secuencias de aminoacido heterdlogas), que pueden realzar la
actividad biolégica o expresion de la proteina respectiva. Sin embargo, de preferencia, el presente invento utiliza
PAC humana y/o proteina C. La PCA y/o proteina C puede también glicosilarse con métodos bien conocidos en el
arte y que pueden comprender medios enzimaticos y no enzimaticos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2384 099 T3

Fragmentos funcionales apropiados de un PAC pueden producirse disociando PAC natural purificada o PAC
recombinante con proteasas bien conocidas tal como tripsina y similares, 0 mas preferentemente, mediante técnicas
de ADN recombinantes o sintesis de péptido/polipéptido. Estos fragmentos funcionales pueden identificarse
mediante generacion de fragmentos candidatos y determinando la actividad biol6gica mediante, por ejemplo, ensayo
de activacion de MMP-2, promocidn o reparacion de una monocapa endotelial herida y/o angiogénesis en membrana
corioalantoica de embrién de pollo (MAP) en forma similar a la descrita en los ejemplos aqui proporcionados. De
preferencia, los fragmentos funcionales seran de 5 a 100 aminoacidos de longitud, mas preferentemente, de 10 a 30
aminoacidos en longitud. Los fragmentos funcionales pueden ser lineales o circularizados y pueden incluir
modificaciones de la secuencia de aminoéacido de la secuencia de PCA nativa de donde se deriva (por ejemplo
sustituciones de aminoacido, supresiones y adiciones de secuencias de aminoacido heterdlogas). Los fragmentos
funcionales pueden también glicosilarse con métodos bien conocidos en el arte y que pueden comprender medios
enzimaticos y no enzimaticos.

El presente invento es apropiado para promover de forma general la cicatrizacion de heridas, pero es
particularmente apropiado para aplicacion a la promocioén de heridas de lenta cicatrizacion, conocidas de otro modo
como "heridas cronicas", "heridas de cicatrizacion deteriorada” o "Ulceras”, y puede ser de cualquiera de los tipos de
herida descritos antes. Sin embargo, de preferencia, el presente invento se aplica a heridas seleccionadas del grupo
constituido por:

() ulceras dérmicas tales como las asociadas con presion, vasculitis, enfermedades arteriales o venosas (por
ejemplo en pacientes que sufran de diabetes, en pacientes de edad, asociado con insuficiencia venosa e incides
cerebrovasculares, y resultantes de llagas por presion o areas localizadas de dafio tisular resultante de presién
directa sobre la piel o de fuerzas cizallantes y de friccion),

(i) quemaduras,
(i) heridas orales (por ejemplo causadas por gingivitis),
(iv) heridas oculares (por ejemplo heridas corneales, resultantes de lesién, cirugia o terapia de laser),

(v) heridas no cutaneas (por ejemplo Ulceras estomago/esofagicas, ulceras vaginales y lesiéon o cirugia interna
(incluyendo cirugia plastica),

(vi) lesion de isquemia-reperfusién (por ejemplo resultante de infarto de miocardio),

(vii) dafio de hueso y cartilago como sucede en trastornos musculoesqueletales tal como artritis reumatoide y
osteoartritis, y

(viii) necrosis de piel relacionada con sustancias quimicas.

El agente puede ser uno o una mezcla de cualquiera o todo el grupo constituido por una PCA, un fragmento
funcional de una PCA y una proteina C.

El agente se administra de preferencia a un sujeto después de un periodo de tiempo suficiente desde que ha
transcurrido la herida de modo que hayan concluido sustancialmente las etapas de coagulacion/inflamacion del
proceso de cicatrizacion de herida. En la practica es preferible que la administracion del agente tenga lugar dentro
de 1 a 48 horas después de la herida, mas preferentemente dentro de 1 a 10 horas después de la herida.

El agente se administra a un sujeto mediante administracién tdpica a la herida como una formulacién de
medicamento, o como incorporada en un sistema de suministro (por ejemplo gelatina, esponja tal como Gelfoam,
gasa fina, malla de nylon, o unas tiras plasticas adhesivas tal como una Band-aid") que se aplica a la herida.

La cantidad efectiva del agente puede esperarse que varie dependiendo del tipo, sitio y gravedad de la herida que
ha de tratarse. Seria procedente, dentro de la experiencia de las personas expertas en el arte, ajustar la cantidad
apropiadamente para obtener los resultados 6ptimos. Sin embargo, se espera que generalmente la cantidad del
agente se encuentre en el rango de 0,01 a 10000 ug por kg de peso corporal, mas preferentemente entre 0,1 y 1000
Mg por kg de peso corporal y, mas preferentemente, entre alrededor de 1y 200 ug por kg de peso corporal.

Los medicamentos para uso de conformidad con el presente invento incluyen, de preferencia, una cantidad del
agente en el rango de 0,01 a 1000 pg por g de medicamento, en mezcla con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable (por ejemplo gelatina y/o colageno para crema o medicamentos de gel; solucion salina isotonica, una
solucién tamponada de fosfato o similar para gotas; o materiales tales como almidén, gelatina, agar, azlcar,
carboximetilcelulosa, alcohol polivinilico, estearato de magnesio y alginato sédico para polvos secos).

Los medicamentos y sistemas de suministro (0 sea geles, esponjas, gasas y mallas) de conformidad con el presente
invento pueden contener uno o mas de otros compuestos 0 sustancias activos tales como otras moléculas
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implicadas en la trayectoria de la proteina C (por ejemplo proteina S, EPCR, factor V/Va o factor VIlII/VIlla); agentes
antimicrobianos tales como clorhexidina, povidina-yodina y ciprofloxacina; anticoagulantes tales como heparina o
antitrombina Ill; esteroides tales como dexametasona; inhibidores de inflamacion; farmacos cardiovasculares tales
como bloqueadores del canal de calcio; citoquinas/factores de crecimiento tales como factor de crecimiento
epidermal; anestésicos locales tales como bupivacaina; farmacos antitumorales tales como taxol; anticuerpos
policlonales, monoclonales o quiméricos, o derivados funcionales o sus fragmentos tales como anticuerpos para
regular la proliferacion celular.

Ademas, en donde los medicamentos y sistemas de suministro de conformidad con el presente invento utilizan
proteina C, los medicamentos y sistemas de suministro pueden incluir también una cantidad apropiada de un agente
para activar la proteina C (por ejemplo trombina, kallicreina y/o trombomodulina).

A través de esta descripcion la palabra "comprende”, o variaciones tales como "comprenden” o "comprendiendo”, se
entenderd que implican la inclusién de un elemento, nimero entero o etapa establecido o grupo de elementos,
nameros enteros o etapas, pero no la exclusiéon de cualquier otro elemento, nimero entero o etapa, o grupo de
elementos, nimeros enteros o etapas.

La descripcion del invento se describird a continuacion por medio de los ejemplos no limitativos que siguen y figuras
que se acompafan.

Breve descripcién de las figuras gue se acompafian

La figura 1 muestra el efecto de PCA sobre la restauracion de una monocapa celular (FSE) endotelial de prepucio
"herida" en cultivo. Las monocapas celulares se rasparon con una punta de pipeta, se lavaron y cubrieron con medio
conteniendo varias cantidades de PCA, AFM o sin tratamiento. Las células se incubaron a 37 grados C durante 24
horas antes de medirse respecto del cierre de herida como se describe e el ejemplo. Los resultados mostrados
representan el niumero de células que migran en la herida (DS) por unidad de area seleccionada de heridas
duplicadas. Se obtuvieron resultados similares en dos experimentos separados.

La figura 2 muestra el efecto de PCA sobre membrana corioalatoidea de embrién de pollo (MAP). Los embriones de
polllo se cascaron en un bote de peso esteril el dia 1. El dia 4 se trataron esponjas de gelatina con PCA movido en
zigzag en solucion salina tamponada de fosfato (STF) o solo STF y luego se dispuso en la parte superior del MAP.
El dia 9 los embriones se fijaron en fluido de Bouln, se seccionaron en perpendicular a la superficie superior del
MAP, se mancharon con tinte de Mason y se observaron bajo microscopio de luz. Las MAP tratadas con PCA
mostraron completa re-epitelizacién sobre esponja (con flechas finas) (A) y muchos vasos sanguineos nuevos
(flechas gruesas) e infiltracion de fibroblastos (flechas de empolladura) (B). En las esponjas tratadas con STF no
existe recrecimiento epitelial (flechas gruesas) e invasién inapreciable de células en la esponja (C, D).

La figura 3 muestra el efecto de PCA sobre un modelo de cicatrizaciéon de herida en rata. Se efectuaron heridas en
ratas Sprague-Dawley y luego se trataron con A) solucién salina o B) 20 pg de PCA y se fotografié después de 4
dias. C) Resumen de resultados utilizando 2 ratas (8 heridas en total) cada una tratada con solucion salina o0 20 ug
de PCA. Los resultados mostrados son la media +/- DS del area herida (mm?) después de 40 horas, 4 dias y 7 dias.

La figura 4 muestra el efecto de diferentes dosis de PCA sobre un modelo de cicatrizacién de heridas en rata. Se
efectuaron heridas en ratas normales utilizando una biopsia con sacabocados de 8 mm y se trataron inmediatamente
con 0 pg (control, 3 ratas, 12 heridas), 10 pg (3 ratas, 12 heridas), 40 ug (4 ratas, 16 heridas), 70 pg (3 ratas, 12
heridas) o 100 pg (3 ratas, 12 heridas) de PCA. Se midié el tamafio de las heridas mediante analisis de imagen
después de 1, 3, 5, 7 y 9 dias y los resultados mostrados son la media +/- DS del area herida (mmz) después de
1,2,3,4,5, 7y 9dias.

La figura 5 muestra el efecto de PCA sobre un modelo de cicatrizacién de herida en rata. Se efectuaron heridas en
ratas normales utilizando una biopsia con sacabocados de 8 mm y no se trataron (control 2 ratas, 7 heridas) o se
trataron dos veces con PCA (40 ug de PCA inmediatamente después de efectuar las heridas seguido de un segundo
tratamiento de 40 g de PCA después de 1 dia) (3 ratas, 11 heridas). Se midié el tamafio de la herida mediante
andlisis de imagen y los resultados mostrados son la media +/- D.S. de area sin herida (mmz) después de
1,2,3,4,5,6,7 y 9 dias.

La figura 6 muestra el efecto de PCA sobre un modelo de cicatrizacion de heridas de rata diabética. Se efectuaron
heridas en ratas diabéticas inducidas por streptozotocina utilizando una biopsia con sacabocados de 8 mm y se
trataron inmediatamente con 20 ug de PCA (2 ratas, 7 heridas) o sin agente de prueba (control; 1 rata, 4 heridas). El
cierre de las heridas se determind visualmente y después de 1,2,3,4,5,7 y 9 dias. EXxistié una diferencia significante
en el ratio de cicatrizacion de heridas (gradiente de las lineas de regresién) entre las ratas de control y tratadas con
PCA, siendo las ultimas de cicatrizacion mas rapida (p<0,01).
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Ejemplo 1: promocién de PCA de subsanar de heridas endoteliales

Se prob6 la proteina C activada (PCA) respecto de su capacidad para promover la subsanaciéon de heridas
endoteliales utilizando una modificacion de un in vitro assay, como se ha descrito previamente (19). En breve, se
cultivaron células endoteliales microvasculares confluentes (FSE) de prepucios neonatales durante 5 dias en placas
de cultivo de 24 pocillos en medio de crecimiento (Biorich plus 50ug/ml de heparina, 50 pg/ml de suplemento de
crecimiento celular endotelial y 5% de suero humano). Las monocapas endoteliales fueron heridas con una carrera
simple a través del diametro del pocillo con una punta de pipeta. El medio y las células desalojados se aspiraron
luego y se lavaron las placas con tampdn Hanks. Se adicioné a las placas medio de crecimiento recién preparado
junto con PCA a varias concentraciones o el potente factor angiogénico promotor tumoral, acetato de forbol miristato
(AFM) (10 ng/ml) y las células se incubaron a 37°C. Después de 24 horas se visualizé microscopicamente el ancho
de la herida y se cuantificaron los resultados utilizando analisis de imagen y se generd una curva de dosis-respuesta
(figura 1). Las células cultivadas en la presencia de 75nM de PCA obtuvieron casi el cierre completo de la herida
dentro de 24 horas, y mostraron mas del doble de la respuesta migratoria que las células sin PCA. A 100 nM no
existi6 aumento adicional. La (PCA) (75 nm) tuvo aproximadamente la misma actividad que AFM.

Ejemplo 2: promocién de PCA de angiogénesis

En vista de la capacidad de PCA para activar gelatinasa A y promover heridas endoteliales se investigé la PCA para
considerar si podria promover angiogenesis. Se adiciond a la membrana corioalatoidea de embrién de pollo (MAP)
utilizando esponjas de gelatina (Gelfoam). Se cortaron las esponjas a aproximadamente 2 mm x 2 mm. Se
adicionaron cinco pug de PCA en solucion salina tamponada de fosfato (STF) o STF solo a esponjas de gelatina que
se dispusieron subsiguientemente sobre la MAP de 9 dias, como se ha descrito previamente (34). Se inspeccionaron
las MAP cada dia y el dia 14 se fotografiaron y fijaron para seccionamiento histolégico. Microscépicamente, el dia
14, las esponjas de gelatina tratadas con PCA estuvieron circundadas por vasos sanguineos que crecieron
radialmente hacia dentro hacia la esponja en un patron de "radios de rueda" (datos no mostrados). Por el contrario,
las esponjas de gelatina tratadas con STF no tuvieron formacién vascular. Secciones histolégicas mostraron que las
esponjas tratadas con PCA se infiltraron con muchos nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) (figura 2). En
adicion existid una gran migracion de fibroblastos en las esponjas tratadas con PCA. Existié6 asimismo marcada
proliferacién de la capa epitelial, con el ectodermo creciendo completamente sobre la esponja de gelatina. Asociado
con esta re-epitelializacion se produjo estratificacion e involucion en la periferia de la esponja. El endodermo
también demostro estratificacién con formacion de vello en algunas secciones y la presencia de células cubiertas por
el vello (no mostrado). Por el contrario en las esponjas tratadas con PCA existi6 poca evidencia de cualquier re-
epitelializacién, células endoteliales o infiltracion de fibroblasto en las esponjas de control de STF.

Ejemplo 3: Promocién de PCA de cicatrizacién de heridas

En vista de la capacidad para estimular la migracion endotelial y mejorar la reepitelializacion, invasion de fibroblastos
y angiogénesis de la PCA, se examin6 la PCA respecto de una capacidad para mejorar la cicatrizacion de heridas en
un modelo de rata. Se anestesiaron ratas Sprague-Dawley y se extirparon cuatro heridas en todo el espesor,
utilizando una una biopsia con sacabocados de 8 mm, en el dorso de la rata, exponiendo la fascia muscular
esqueletal dorsolateral subyacente. Se obtuvo hemostasis mediante compresion uniforme con gasa estéril. Se
diluyé PCA en solucion salina exenta de pirdgenos, isotonica, estéril y cada excisién se tratdé con una aplicaciéon
tépica de 50 pl de solucion salina exenta de pir6genos estéril o solucion salina conteniendo 20 pug de PCA. Las
heridas se dejaron abiertas sin acicalamiento y se enjaularon las ratas una por jaula. El cierre de las heridas se
determiné visualmente y después de 40 horas, 4 dias y 7 dias. En cada punto de tiempo las heridas se fotografiaron
digitalmente utilizando una Nikon Coolpix 950, con una escala de calibraje de distancia en el marco. El area de la
herida se calculé mediante analisis de imagen (Scion Image). Después de 40 horas se produjo una marcada mejora
visual en el cierre de las heridas en las heridas tratadas con PCA comparado con los controles. El dia 4 los
resultados de andlisis de las imagenes revelaron una reduccién significante en el tamafio de las heridas de las
heridas tratadas con PCA comparado con los controles (figura 3). Esta diferencia se mantuvo el dia 7 (figura 3c,
*n<0,01, * **p<0,001).

Ejemplo 4: Promocién de PCA de cicatrizacién de heridas

Se examin6 adicionalmente el PCA respecto a capacidad de mejorar la cicatrizacion de heridas en un modelo de
rata. Se anestesiaron ratas Sprague-Dawley y se extirparon cuatro heridas en todo el espesor, utilizando una una
biopsia con sacabocados de 8 mm, en el dorso de la rata, exponiendo la fascia muscular esqueletal dorsolateral
subyacente. Se obtuvo hemostasis mediante compresion uniforme con gasa estéril. Se diluyd PCA en solucién
salina exenta de pirégenos, isoténica, estéril y cada excision se traté inmediatamente con una aplicacién tépica de
50 ul de solucién salina exenta de pirégenos estéril o solucion salina conteniendo lo siguiente: 0 ug de PCA (Control,
3 ratas, 12 heridas), 10 ug de PCA (3 ratas, 12 heridas), 40 ug de PCA (4 ratas, 16 heridas, 70 ug de PCA (3 ratas,
12 heridas) o 100 ug de PCA (3 ratas, 12 heridas). Las heridas se dejaron abiertas sin acicalamiento y se enjaularon
las ratas una por jaula. El tamafio de la herida se midi6 mediante analisis de imagen después de 1, 3, 5, 7 y 9 dias.
En cada punto de tiempo las heridas se fotografiaron digitalmente utilizando una Nikon Coolpix 995. El area de la
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herida se calculé6 mediante analisis de imagen (Scion Image). Los resultados se muestran en la figura 4. Después
de 1 dia se produjo una reduccion significante en el tamafio de las heridas tratadas con 10 o 40 pg de PCA. No
existié diferencia entre los controles y ratas tratadas con 70 o 100 pg de PCA. La reduccion significante en el
tamafio fue mas notable con 40ug de PCA y apreciado en los dias 1, 3, 7 y 9. (*p<0,01, * p<0,05, prueba t de
Student, utilizando CoStat).

Ejemplo 5: Promocién de PCA de cicatrizacién de heridas

Se examiné adicionalmente la PCA respecto de capacidad para mejorar la sanacién en un modelo de rata. Se
produjeron heridas en ratas Sprague-Dawley como se describe en el ejemplo 4. Se diluyé PCA en solucion salina
libre de pir6genos, isotdnica, esteril y se traté cada excision con una aplicacién topica de 50 pl de solucion salina
libre de pirégenos, estéril o solucidn salina conteniendo 40 ug de PCA. Después de 48 horas se trataron las heridas
con una segunda aplicacion d 40 ug de PCA. Las heridas se dejaron abiertas sin acicalamiento y se enjaularon las
ratas una por jaula. El cierre de las heridas se determiné visualmente y después de 1, 2, 3, 4, 5, 7 y 9 dias. En cada
punto de tiempo las heridas se fotografiaron digitalmente utilizando una Nikon Coolpix 995. El area de la herida se
calcul6 mediante andlisis de imagen (Scion Image). Los resultados se muestran en la figura 5. Existié una diferencia
significante en el tamafio de las heridas después de 1 dia, cicatrizando con mayor rapidez las ratas tratadas con
PCA que los controles (p<0,01). Esta diferencia se observé también los dias 2, 3y 7 (*p<0,01, * p<0,05, prueba t
de Student, utilizando CoStat).

Ejemplo 6: Promocién de PCA de cicatrizacién de heridas en ratas diabéticas

Se examind la capacidad de PCA para mejorar la cicatrizacion de heridas en un modelo de rata diabética. El modelo
diabético se seleccioné debido a que es un modelo bien descrito para cicatrizacion de heridas lenta (35). Se indujo
diabetes en ratas Sprague-Dawley utilizando el procedimiento Standard de una inyeccién IP de estreoptozotocina.
Después de 1 semana los niveles de glucosa en sangre fueron >20 mM, indicativo de diabetes. Las ratas diabéticas
se hirieron utilizando una biopsia con sacabocados de 8 mm, como se ha descrito antes en el ejemplo 4, y se
trataron inmediatamente con 20 pg de PCA (2 ratas, 7 heridas) o sin agente de prueba (control, 1 rata, 4 heridas).
Las heridas se dejaron abiertas sin acicalamiento y se enjaularon las ratas una por jaula. El cierre de las heridas se
determiné visualmente y después de 1, 2, 3, 4, 5, 7 y 9 dias. En cada punto de tiempo las heridas se fotografiaron
digitalmente utilizando una Nikon Coolpix 995. EIl area de la herida se calculé6 mediante analisis de imagen (Scion
Image). Los resultados se muestran en la figura 6. Existi6 una diferencia significante en la evaluacion de la
cicatrizacion de heridas (gradiente de las lineas de regresion) entre las ratas de control y las tratadas con PCA,
siendo mas rapida la cicatrizacion en las Ultimas (p<0,01).

Conclusién:

La capacidad de la PCA para reparar heridas endoteliales, promover la re-epitelializacién, infiltracion de fibroblastos
y angiogénesis, asi como acelerar la cicatrizacion de heridas en la rata, indica que esta serd un agente de
cicatrizacion de heridas efectivo.
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REIVINDICACIONES
1. Uso de una composicion que comprende uno o mas de:
(i) una proteina C activada (PCA),
(i) un fragmento funcional de una PCA, y
(iii) proteina C,
como un agente activo en la preparacién de un medicamento tépico para promover la cicatrizaciéon de heridas en un
paciente, en donde dicha herida se elige del grupo constituido por Ulceras dérmicas, quemaduras, heridas orales,
lesién de hueso y cartilago, y necrosis de piel relacionada con sustancias quimicas.
2. El uso de conformidad con la reivindicacién 1, en donde dicha herida es una tlcera dérmica.
3. Uso de una composicion que comprende uno o mas de:
(i) una proteina C activada (PCA),
(i) un fragmento funcional de una PCA, y
(iii) proteina C,
como un agente activo en la preparacion de un medicamento topico para promover la cicatrizaciéon de heridas en un
paciente, en donde dicha herida es una herida ocular, y en donde dicho medicamento promueve la re-epitelializacion
del ojo.
4. El uso de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el agente es PCA humana.

5. El uso de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el agente es proteina C humana.

6. El uso de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y 5, que comprende ademas un activador para
la proteina C.

7. El uso de conformidad con la reivindicacion 6, en donde el activador se elige del grupo constituido por trombina,
kallicreina y/o trombomodulina.

8. Un gel, esponja, gasa o malla que incorpora una cantidad de un agente que comprende uno o mas de:
(i) una proteina C activada (PCA),

(i) un fragmento funcional de una PCA, y

(iii) proteina C,

para uso en promover la cicatrizacion de heridas mediante aplicacién de dicho gel, esponja, gasa o malla a la herida
de modo que dicho agente se administre topicamente a dicha herida.

9. El sistema de suministro de conformidad con la reivindicacion 8, en donde el agente es PCA humana.
10. El sistema de suministro de conformidad con la reivindicacién 8, en donde el agente es proteina C humana.

11. El sistema de suministro de conformidad con la reivindicacion 8 o 10, que comprende ademas un activador para
la proteina C.

12. El sistema de suministro de conformidad con la reivindicacion 10, en donde el activador se elige del grupo
constituido por trombina, kallicreina y/o trombomodulina.

13. Uso de un agente que comprende uno o0 mas de:
() una proteina C activada (PCA),
(i) un fragmento funcional de una PCA, y

(iii) proteina C,

11
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en la preparacion de un gel, esponja, gasa o malla para promover la cicatrizacién de heridas, siendo apropiado dicho
gel, esponja, gasa o malla para aplicacion a una herida de modo que dicho agente se administre topicamente a
dicha herida.

14. El uso de conformidad con la reivindicacién 13, en donde la herida es una Ulcera dérmica.

15. El uso de conformidad con la reivindicaciéon 13 o 14, en donde el agente es PCA humana.

16. El uso de conformidad con la reivindicacion 14 o 15, en donde el agente es proteina C humana.

17. El uso de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 13, 14 y 16, en donde el medicamento o sistema
de suministro comprende ademas un activador para la proteina C.

18. El uso, de conformidad con la reivindicacién 17, en donde el activador se elige del grupo constituido por
trombina, kallicreina y/o trombomodulina.

12
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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