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DESCRIPCION

Uso de colagenasa para facilitar el cruce con alambre de guia de oclusiones arteriales cronicas.

La presente invencion se refiere al campo de las intervenciones percutdneas de arterias ocluidas usando una infusion
local de colagenasa.

Antecedentes de la invencion
Alcance del problema

Las oclusiones totales crénicas (OTC) son un hallazgo extremadamente comln en pacientes que experimentan
cateterismo de diagnostico. Se ha resefiado que hasta un 20% de los pacientes que experimentan angiografia tienen
una o mas oclusiones coronarias totales crénicas®. La angloplastla con globo es una modalidad del tratamiento para
OTC cuyo primer informe exitoso aparecié en 1982°. Las intervenciones coronarias Eercutaneas (ICP) siguen
aumentando anualmente, con >1 millén de procedlmlentos en todo el mundo en 1998°, y las OTC dan cuenta
actualmente de aproximadamente un 10-15% de las ICP*’ Sin embargo, puesto que las ICP tienen graves limitaciones
en este subconjunto de pacientes, los facultativos deciden frecuentemente remitir estos pacientes a cirugia de
derivacion o continuar con una terapia médica (a menudo ineficaz). La presencia de una o mas OTC en vasos que
irrigan areas viables del miocardio sigue siendo una de las razones mas comunes de remision a cirugia de derivacion en
lugar de intentar la ICP.

Limitaciones de la ICP

Las principales limitaciones de la ICP para OTC son las tasas de éxito reducidas de la intervencion en comparacion con
las arterias estendticas (pero no totalmente ocluidas) y una alta tasa de reestenosis. Los problemas de reestenosis han
mejorado con el uso de endoprétesis coronarias®™. Sin embargo, las tasas de éxito de la intervencion han mostrado
solo una modesta mejora en los Ultimos 20 afios desde 50-60% en los afios 80'""? hasta el intervalo de 60-70% en los
afios 90>**™ debido a algunas mejoras en el equipo de angioplastia, tales como los alambres de gufa hidrofilicos®*’.
En contraposicion, la ICP disfruta de tasas de éxito de mas de un 95% en arterias estendéticas pero no ocluidas. De
hecho, las tasas de éxito de un 70% son probablemente una sobreestimacién del éxito de la ICP para OTC, puesto que
los intentos se hacen generalmente solo en lesiones que se cree que tienen una oportunidad razonable de éxito. Se han
identificado varias caracteristicas de la lesidon que factores predisponentes al éxito de la intervencién e influyen en la
decision de proceder a la angioplastia. La duracién de la oclusién, que a menudo es dificil de evaluar, es un factor
predisponente importante. En casos en que esta puede estimarse fiablemente, se ha resefiado en dos estudios que las
oclu3|ones coronarlas recientes (concretamente de < 3 meses de duracion) se dilatan exitosamente en un 74 y 89% de
los casos>™>. Sin embargo, si la duracion de la oclusion supera los 3 meses, las tasas de éxito se reducen a un 59 y
45%, respectivamente. Otras variables que son factores predisponentes al fallo de la intervencién incluyen una gran
longitud de lesién del segmento ocluido (>15 mm)1 1819 15 presencia de vasos colaterales de puente la ausencia de un
embudo estrecho que conduzca al segmento ocluido y p05|blemente un menor tamario de vaso®. Las tasas de fallo son
también mayores en oclusiones absolutas (sin opacificacion distal) que en oclusiones totales funmonales (oclusién
subtotal con débil opacificacién anterégrada tardia del segmento distal sin continuidad dlscernlble)

¢Por qué la ICP fracasa en las oclusiones totales crénicas?

La incapacidad de cruzar la OTC con un alambre de guia es la razén abrumadora del fallo de la ICP, dando cuenta de
>75% de los fallos®®. Recientes innovaciones técnicas con nuevos tipos de alambres de guia disefiados
espeC|f|camente2para oclusiones totales, tales como el alambre Magnum“VI , el dispositivo de angioplastia rotaC|onaI de
baja velocidad®®** y el alambre de guia controlado por laser de excimeros (PrlmaTM Total Occlusion DeV|ce) " no han
mejorado las tasas de éxito en comparacién con las técnicas de alambre de guia convencionales?®?°. Por tanto, un
enfoque puramente mecéanico de disefio de alambres de guia mas rigidos y mas potentes para mtentar empujar las
oclusiones fibréticas totales tiene solo una eficacia limitada. Aunque la terapia trombolitica es eficaz en oclusiones
coronarias agudas, solo un pequefio nimero de oclusiones cronicas arteriales nativas se han tratado con infusiones
tromboliticas prolongadas con resultados limitados®>**, y hace mucho que se ha abandonado esta estrategia. No hay
otros informes publicados de tratamientos farmacoldgicos de arterias ocluidas cronicamente para mejorar los resultados
de la angioplastia.

¢Por qué deberia abrirse la OTC?

La zona del miocardio irrigada por una arteria ocluida cronicamente puede seguir siendo viable, particularmente en la
situacion de una oclusién de desarrollo lento que estd asociada a una extensa colateralizacién. La isquemia de
miocardio es una secuela comdn de la OTC, puesto que el flujo de sangre a través de los vasos colaterales es
inadecuado en situaciones de demanda de miocardio aumentada (ejercicio, después de las comidas, estrés). En
consecuencia, la angina de pecho significativa representa la causa mas comuin de ICP intentada en el marco de OTC.
La situacion de irrigacion de sangre inadecuada al miocardio viable (“hibernacién de miocardio”) es también una causa
importante de disfuncion de miocardio potencialmente reversible que conduce a insuficiencia cardiaca. Ademas, hay
datos acumulados de que la OTC presagia un peor prondstico. Se ha resefiado una tasa de mortalidad ajustada a los 2
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afios mayor en pacientes con oclusién total en comparacion con pacientes con oclusiones subtotales®. En pacientes
con enfermedad de un solo vaso seguidos durante una media de 4 afios, ocurrié una tasa significativamente mayor de
muerte repentina (15%) en pacientes con OTC que en pacientes con estenosis en alto grado (3%)33. Datos recientes
han mostrado que la revascularizacién de la OTC mejora la funcion ventricular izquierda (el determinante principal de
insuficiencia cardiaca) y la posible mortalidad a largo plazos“'sg. Suero y colaboradores demostraron un aumento
significativo de la supervivencia a los 10 afios para un tratamiento de OTC exitoso, en comparacion con un tratamiento
de OTC fallido (73,5% frente a 65,1%)7. El beneficio de supervivencia de una arteria abierta puede ser debido a una
estabilidad eléctrica potenciada del miocardio, con reduccién de taquiarritmias ventriculares, ausencia de potenciales
tardios y conservacion del tono vagal®™™°.

Uso experimental de metaloproteinasas de matriz:

Las formulaciones de colagenasa se han usado en estudios de cultivo celular in vitro durante un largo periodo de
tiempo. Estas formulaciones acttan aislando células del tejido degradando la matriz circundante, y estas células se usan
entonces para cultivo celular. Hay muy pocos informes del uso de formulaciones de colagenasa para estudios in vivo.
Se ha desarrollado un modelo experimental de hemorragia intracerebral en ratas mediante la infusion sistémica de
colagenasa bacteriana (de tipo Xl y de tipo VII) o de una combinacion de colagenasa y heparina directamente en el
nicleo caudado*®*°. En este modelo, los eritrocitos se acumulan alrededor de los vasos sanguineos grandes del nacleo
caudado 10 minutos después de la inyeccién con hemorragia extensa presente a las 4 horas, presuntamente debido a la
degradacion del colageno intersticial y de membrana basal de los vasos intracerebrales de pared fina*®

Kerényi y colaboradores®® han resefiado anteriormente el uso de varias enzimas diferentes, incluyendo colagenasa, en
un modelo aterosclerético de conejo. Estas enzimas se suministraron mediante un catéter de doble globo en que se
inflan dos globos y se inyecta la enzima en el espacio entre los dos globos inflados. Se dejaron estas enzimas durante
un maximo de 30 minutos y se extirparon inmediatamente entonces las arterias. En este modelo, los conejos se
alimentaron con una dieta rica en colesterol, que dio como resultado el desarrollo de placas ateroscleréticas medianas
qgue eran minimamente estenéticas (aproximadamente un 30%) y por lo tanto no oclusivas ni una barrera para el paso
de un alambre de guia o catéter de globo de angioplastia. La liberacion de diversas enzimas (tripsina o papaina solas o
en combinacion con colagenasa) frecuentemente dio como resultado no solo la disolucién de las placas, sino que causé
también un dafio extenso en la media de la arteria. La colagenasa por si misma tenia poco efecto. Estos estudios
apoyan el fundamento de usar colagenasa para degradar matriz extracelular en la pared vascular, pero previenen
también sobre las potenciales limitaciones de dicha terapia a altas dosis, particularmente en arterias de pared fina.

Por tanto, aunque hay cierta base experimental que apoya el uso de las propiedades degradantes de la matriz de la
colagenasa para placas ateroscleréticas en general, las oclusiones arteriales totales crénicas son una manifestacion
Unica de la enfermedad aterosclerética. Ademas, ninguno de estos estudios se enfrenta a la situacién clinica Gnica de
una arteria ocluida crénicamente en que un segmento largo de la arteria estd completamente ocluido y no permitira el
paso de alambres de guia, o que es un requisito absoluto para efectuar una angioplastia con globo y colocacién de
protesis endovascular. Ademas, los parametros de un enfoque terapéutico exitoso en este marco especifico (oclusiones
totales crénicas), tales como la composicién y cantidad exacta de enzima, la estrategia de suministro local y el periodo
de incubacion apropiado de las enzimas antes de intentar el cruce con alambre de guia, son desconocidos.

Los estudios experimentales de arterias ocluidas cronicamente han estado limitados por la falta de un modelo animal
adecuado. Hyo-Chun Yoon et al. publicaron la divulgacion de un modelo animal porcino de una oclusion arterial
periférica cronica en el Journal of Interventional Radiology, enero-febrero de 1996 en las paginas 65-74. EI modelo
presentaba oclusiones de un mes y tres meses. Habia una variacién significativa en el grado de organizacion en las
oclusiones. Se intent6 terapia de infusidn con colagenasa y urocinasa, pero no se recupero la permeabilidad en ningan
animal y los intentos de pasar un alambre de guia a través de la oclusion fueron fallidos. La colagenasa usada después
de la terapia con urocinasa era indiscriminada en su digestiéon del vaso nativo y el trombo organizado. Yoon et al.
resumieron en sus resultados que ni la urocinasa ni la colagenasa probaron ser eficaces contra un coagulo crénico a las
dosis y en el curso temporal estudiado con su modelo porcino.

Varias patentes expedidas han incluido en algunas reivindicaciones el uso de colagenasa u otras enzimas degradantes
de matriz para reducir la cantidad de placa aterosclerdtica en un vaso sanguineo. En la patente de Estados Unidos n°
6.025.477, Calendoff ensefia un método para dirigir enzimas a la placa aterosclerética mediante la uniéon de una
proenzima o proenzimas [colagenasa fibroblastica, gelatinasa, colagenasa polimorfonuclear, colagenasa granulocitica,
estromelisina |, estromelisina Il o elastasa] a un reactivo (preferiblemente un anticuerpo bifuncional) que se una
especifica a la placa aterosclerética formando un complejo de reactivo-placa (columna 16; lineas 61-66). La proenzima,
gue esta también unida al reactivo, se activaria entonces mediante escisién y se convertiria en una enzima capaz de
disolver un componente de la placa (columna 42, lineas 19-32).

En la patente de Estados Unidos n°® 5.811.248 (Ditlow) y la patente de Estados Unidos n°® 6.020.181 (Bini), se han
ensefiado métodos similares de suministro orientado de enzimas degradantes de matriz a placas aterosclerdticas.
Ditlow ensefia un método de uso de un reactivo que comprende un anticuerpo injertado con CDR o fragmento
conjugado con una enzima capaz de digerir la placa aterosclerética (columna 5, lineas 11-15). Bini ensefia un método
para unir metaloproteinasas de matriz fibrinolitica a restos que tienen especificidad por una molécula diana bioldgica,
tales como un anticuerpo que se dirigiria preferiblemente hacia un sustrato de fibrina (fibrinbgeno) para mejorar la
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eficacia fibrinolitica/fibrinogenolitica (columna 14, lineas 1-10). Sin embargo, estos métodos de suministro de enzima
serian probablemente relevantes solo para arterias no ocluidas, particularmente para enfermedad aterosclerética
generalizada. Estas ensefianzas no serian aplicables al marco especifico de la practica de angioplastia en arterias
ocluidas, que reciben muy poco fluido sanguineo en circulacion debido a la oclusion completa. En este marco, se
requieren concentraciones mucho mayores de enzimas que pueden conseguirse solo mediante un sistema de
suministro localizado. Ademas, los parametros exactos de suministro y cantidades de estas enzimas deben optimizarse
para asegurar una alteracién adecuada de la composiciéon y sustancia de la placa oclusiva sin dafar las capas
exteriores (media y adventicia) de la pared arterial.

En la patente de Estados Unidos n° 6.020.181, Bini ensefia un método para causar la degradacion de fibrina
(fibrinbgeno) mediante metaloproteinasas de matriz fibrinoliticas, preferiblemente MMP-3 o MMP-7. Esta patente es
relevante para oclusiones arteriales agudas, que contienen abundantes trombos y fibrina y son responsables de infartos
de miocardio agudos y muerte repentina. El método puede efectuarse in vivo como un método de terapia trombolitica
en gque se administra una metaloproteinasa de matriz fibrinolitica a un sujeto para degradar el trombo in situ. Sin
embargo, esta aplicacion de la metaloproteinasa de matriz fibrinolitica no es relevante para el problema de efectuar una
angioplastia en arterias ocluidas crénicamente que contienen extensamente colageno y otros componentes de matriz
extracelular y cantidades muy minoritarias de fibrina o fibrindbgeno. Ademas, como se afirmé anteriormente, el método de
suministro sistémico no es relevante para el suministro local a oclusiones arteriales.

El documento US4636195 da a conocer un método y aparato para eliminar la constriccion arterial mediante la insercion
de un catéter de doble globo en una arteria, localizando los globos en cada lado de una placa. Este método describe el
tratamiento de una placa que es cruzable por un alambre de guia.

El documento US5422261 da a conocer una composicion que contiene colagenasa y quimopapaina para hidrolizar
tejido conectivo para aislar células in vitro que podrian usarse para el tratamiento de placas aterosclerdticas.

En resumen, las OTC siguen siendo un subconjunto importante de lesiones de ICP con un éxito bastante limitado,
predominantemente debido a la incapacidad de cruzar la oclusién con un alambre de guia. La caracteristica fibrética rica
en colageno de estas placas es el impedimento subyacente para pasar un alambre de guia. La amplia mayoria de
pacientes con oclusiones totales cronicas sintométicas se tratan mediante terapia médica, con eficacia a menudo
limitada, o experimentan cirugia de derivacién invasiva. Ademas de causar una angina significativa, hay fuertes
evidencias de que las OTC estan también asociadas a una peor funcién ventricular izquierda y posiblemente a una peor
supervivencia que las lesiones estendticas (pero no ocluidas) u oclusiones crénicas dilatadas exitosamente. La
colocacion de una prétesis endovascular en OTC ha mejorado significativamente la permeabilidad a largo plazo, que era
otra limitacion de la angioplastia. Por tanto, la evidencia actual sugiere que la apertura de las oclusiones totales
mediante intervenciones percutaneas esta infrautilizada y requiere nuevos enfoques.

Existe la necesidad de un método de tratamiento de placa para facilitar el paso de alambre de guia a través de la
oclusion como prerrequisito para una angioplastia exitosa. M&s particularmente, existe la necesidad de alterar
guimicamente el contenido de colageno y la estructura en estas placas fibrosas oclusivas para facilitar el cruce con
alambres de guia convencionales.

Existe la necesidad adicional de un modelo animal de oclusion arterial total cronica para facilitar los métodos de
investigacion y desarrollo que tratan oclusiones arteriales crénicas que no pueden cruzarse por un alambre de guia de
angioplastia convencional.

Sumario de lainvencién

Segun la presente invencion, se proporciona el uso de una formulacion que contiene enzima colagenasa para la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una oclusion arterial total crénica, no pudiendo cruzarse dicha
oclusion con un alambre de guia de angioplastia, en el que la formulacion es para la infusion de una cantidad
terapéuticamente eficaz de la enzima colagenasa en la parte proximal de la oclusién, y para retener la formulacién en
esa posicién durante un periodo de espera de exposicion a enzima colagenasa de al menos 10 minutos, antes de un
periodo de espera preangioplastia suficiente para degradar el colageno de la oclusion, permitiendo asi el cruce de la
oclusion con el alambre de guia.

Segun un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona una formulaciéon que contiene enzima colagenasa
para uso en el tratamiento de una oclusion arterial total crénica, no pudiendo cruzarse dicha oclusion con un alambre de
guia de angioplastia, en la que la formulacion es para la administracion de una cantidad terapéutica eficaz de
colagenasa, que retiene la formulacion adyacente a la oclusion durante un periodo de espera de exposicién a enzima
colagenasa de al menos 10 minutos, antes del periodo de espera preangioplastia, para degradar el colageno de la
oclusion y ablandar la placa de oclusion sin dafar las capas exteriores de la pared vascular y los segmentos arteriales
no ocluidos adyacentes, permitiendo asi el cruce de la oclusion con el alambre de guia.
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Breve descripcion de los dibujos

Se han elegido las realizaciones preferidas de la invencion con fines de ilustracién y descripcién, pero no se pretende en
modo alguno limitar el alcance de la presente invencidn. Se muestras las realizaciones preferidas de ciertos aspectos de
la invencion en los dibujos adjuntos, en los que:

La FIG. 1 muestra la patologia de una arteria femoral de conejo ocluida crénicamente (12 semanas de duracién). M=

La FIG.

La FIG.

media, A= adventicia, A,B= Movat, 10x original; C= Movat, 20x; D= hematoxilina y eosina 20X.
A muestra que la luz (L) esta ocluida por una lesion fibrética de la intima.
B muestra que la luz ocluida contiene también pequefios canales vasculares.
C muestra los pequefios canales vasculares aumentados (indicados por flechas).
D muestra los componentes fibréticos y celulares de la luz (L) ocluida.

2 muestra una realizacion en la que se usa una disoluciéon de colagenasa en el tratamiento de tubos y
cavidades ocluidos crénicamente segun la presente invencion.

A muestra la oclusién arterial total cronica.

B muestra el fallo de dos alambres de guia diferentes (Choice PT™ y Wizdom™) en cruzar la oclusion usando
un catéter de globo de angioplastia por el alambre.

C muestra un catéter de globo de angioplastia inflado proximal a la oclusion total. El alambre de guia se ha
retirado del puerto de entrada de alambre del catéter de globo de angioplastia y se ha infundido
colagenasa al pequefio espacio entre el globo de angioplastia inflado (para evitar un derrame
proximal) y el segmento arterial ocluido.

D muestra la disolucién de colagenasa que se difunde a lo largo de la oclusiéon arterial y degrada parte del
segmento ocluido.

E muestra el alambre de guia que cruza exitosamente la oclusion arterial a las 72 horas después de la
colocacion de la colagenasa. El segmento arterial oclusivo se ha degradado parcialmente por la
colagenasa, permitiendo al alambre de guia cruzar a través de toda la luz de la arteria hasta la arteria
no obstruida mas alla de la oclusioén arterial.

3 muestra los resultados angiogréaficos de los intentos de cruce del alambre en el modelo de oclusion total
cronica de la arteria femoral de conejo. A-C: intento exitoso a las 72 horas después de la infusién de
colagenasa. D-F: intento fallido a las 72 horas después de la infusién de placebo. Bl= contraste en
vejiga.

A muestra que la oclusion es evidente entre las dos flechas del angiograma antes del intento con alambre de
guia en arteria tratada con colagenasa.

B muestra que el alambre de guia (indicado por la flecha) ha cruzado exitosamente la oclusion.
C muestra que, después del cruce con el alambre de guia, no hay evidencias de diseccion.

D muestra que la oclusién es evidente entre las dos flechas en el angiograma antes del intento con el alambre
de guia en arteria tratada con placebo.

E muestra que el alambre de guia (flecha) no puede hacerse avanzar a través de la oclusién.

F muestra que la extravasacion de contraste de la diseccion del alambre de guia (D) es evidente en el intento
fallido de cruzar la oclusion total.

4 Cruce del alambre de guia a las 72 horas después de la infusién de colagenasa. Movat 10x original, P= placa
intima (que ocluye la luz), W= sitio de cruce del alambre, M= capa media, Ad= capa adventicia.

La FIG. 4A muestra el cruce exitoso del alambre (region llena de eritrocitos) en arteria tratada con colagenasa (450 pg).

Resulta evidente la presencia de cierta digestién de placa. La lamina elastica interna (flecha) y la capa
media permanecen intactas.

La FIG. 4B muestra arteria tratada con placebo con cruce fallido del alambre. Esta presente una placa intima extensa y

oclusiva (P).

FIG. 5 Cruce de alambre de guia a las 72 horas después de la infusion de colagenasa. Movat 10x original, P= placa

intima (que ocluye la luz), W= sitio de cruce de alambre, M= capa media, Ad= capa adventicia.
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A muestra el cruce exitoso del alambre (region llena de espacio vacio y eritrocitos) en arteria tratada con
colagenasa (450 ug). Resulta evidente la presencia de cierta digestion de placa. La lamina elastica
interna (flecha) y capa media permanecen intactas.

B muestra arteria tratada con placebo con cruce fallido del alambre. Esta presente una placa intima extensa y
oclusiva (P) con microvasos. Parte de la capa media (en la zona entre las 3 y las 5) se ha degradado y
atrofiado.

La FIG. 6 muestra diferencias estadisticas significativas (p<0,03) en los cruces exitosos del alambre en arterias tratadas
con colagenasa en comparacion con tratadas con placebo a las 72 horas después del tratamiento. Se
aleatorizaron los tratamientos y el operador desconocia la asignacion de tratamiento.

La FIG. 7 muestra un analisis de transferencia Western para colagenasa intersticial (MMP-1) en arterias tratadas con
colagenasa y placebo a las 24 horas después del tratamiento. Las oclusiones arteriales crénicas que
experimentan cualquier tratamiento mostraron la presencia de una banda a ~93 kDa, confirmando la
presencia de colagenasa intersticial (MMP-1). Esta banda aumentaba notablemente en las arterias
tratadas con colagenasa (carriles 1 y 2) en comparacion con las arterias tratadas con placebo (carriles
3 y 4), mostrando un aumento de la proteina colagenasa intersticial en las arterias tratadas con
colagenasa. El carril 5 muestra la presencia de proteina MMP-1 en la formulacién de colagenasa y se
procesd como control positivo.

La FIG. 8 muestra un zimograma de gelatina de una arteria tratada con colagenasa (carril 1) y una arteria tratada con
placebo (carril 2) a las 24 horas después del tratamiento en arterias ocluidas crénicamente. Habia un
aumento de una gelatinasa de 92 kDa (MMP-9) solo en las arterias tratadas con colagenasa, sin
actividad MMP-9 encontrada en las arterias tratadas con placebo. Estaban presentes bandas liticas a
92 y 82 kDa, reflejando tanto las formas de proenzima como activada de MMP-9 en las arterias
tratadas con colagenasa. Tanto las arterias tratadas con colagenasa como con placebo tenian también
evidencias de una gelatinasa de 72 kDa (MMP-2).

La FIG. 9 muestra un andlisis de transferencia Western de fragmentos de colageno degradados (terminacién carboxilica
de fragmentos de colageno) a las 24 horas después del tratamiento con colagenasa (carriles 1y 2) o
placebo (carriles 3 y 4) en arterias ocluidas crénicamente. Habia un notable aumento en los
fragmentos de colageno en las arterias tratadas con colagenasa.

La FIG. 10 muestra los efectos del tratamiento con colagenasa y placebo a las 24 horas en ausencia de intentos por
cruzar con guias de alambre. Movat 10x original, P= placa intima (que ocluye la luz), M= capa media,
Ad= capa adventicia.

A muestra arteria tratada con colagenasa con digestion extensa de placa en la luz previamente ocluida (L). La
lamina elastica interna (flecha) y la capa media permanecen intactas.

B muestra arteria tratada con placebo con una placa intima (P) extensa y oclusiva con microvasos presente.
Hay también una extensa desestabilizacion de la lamina elastica interna (indicada por flechas) y atrofia
media durante la remodelaciéon crénica después de la oclusion. Las arterias tratadas con placebo
tenian una patologia idéntica a las arterias previamente descritas en el modelo de oclusion total
cronica.

Descripcion detallada de la invencion

De acuerdo con la presente invencion, se describe un enfoque para mejorar significativamente los resultados de la
intervencién de oclusiones crénicas. El uso mediante suministro local de una cantidad terapéuticamente eficaz de una
formulacion que contiene enzima colagenasa puede alterar eficazmente el contenido de matriz de la placa oclusiva de
un modo que facilite significativamente el cruce de alambre de guia y que mejore sustancialmente las tasas de éxito de
la intervencién sin causar efectos adversos de la enzima sobre las capas medias de la arteria ocluida y en segmentos
arteriales no ocluidos adyacentes.

Patologia de las oclusiones totales crénicas en arterias coronarias humanas

Las placas ateroscleréticas subyacentes en OTC son predominantemente fibrocalcificaciones®® consistentes en células
de musculo liso, matriz extracelular y calcio y cantidades variables de lipidos intracelulares y extracelulares®’. Se
observan cominmente células inflamatorias®. Los colagenos son los componentes estructurales principales de la matriz
extracelular, comprendiendo hasta un 50% del peso seco**, con predominancia de los tipos | y Il (y cantidades
minoritarias de IV, V y VI) en el estroma fibroso de las placas ateroscleréticas***. En OTC de menos de 1 afio de
duracioén, se encuentran cominmente también proteoglucanos en la capa intima. La formacion de trombo contribuye en
un grado variable, dependiendo de la gravedad de la placa aterosclerética subyacente, y puede dar como resultado una
capa Unica o multiples capas de coagulo. Con el tiempo, el trombo se organiza y se convierte en un tejido fibroso rico en
colageno (conocido como hiperplasia fibrointima), que eventualmente se incorpora a la placa aterosclerotica
subyacente4°. La hiperplasia fibrointima mas recientemente desarrollada es la estructura mas probable que deba
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atravesar el alambre de guia de angioplastia para cruzar la oclusion total. El tejido fibroso rico en coladgeno organizado
mas antiguo es la barrera a cruzar exitosamente con las técnicas de angioplastia actuales. La presencia del tejido
fibroso formado mas recientemente en la luz es la diana de la terapia de colagenasa de la presente invencion. Los
canales neovasculares de la placa intima son también comunes en OTC (>75%), independientemente de la duracion de
la oclusion®. La formacion de varios nuevos canales a través de la oclusion (arterias intraarteriales) y/o la dilatacion de
los vasos vasculares (concretamente vasos colaterales de puente) proporciona una irrigacién vascular a través del
segmento ocluido para el transporte de nutrientes y agentes potenciales tales como colagenasa. Sin embargo, estos
pequefios canales no son suficientes para proporcionar una perfusioén coronaria distal adecuada para evitar sintomas.

La presente divulgacion se refiere a una formulacién que contiene enzima colagenasa para uso en el tratamiento de
tubos y cavidades animales ocluidos cronicamente. La frase “tubos y cavidades animales” designa tanto la especie
humana como otros animales, teniendo los usos de la presente invencion aplicaciones tanto médicas como veterinarias.
Ademas, la formulacién que contiene enzima colagenasa puede aplicarse a tubos y cavidades ocluidos que contienen
tejido fibrético rico en coldgeno tales como canales radiculares, trompas de Falopio, conductos biliares, senos, uréteres
y uretras, arterias, venas e injertos venosos usados para conductos arteriales. Los usos ensefiados en la presente
memoria se desarrollaron principalmente con respecto a la oclusiéon de arterias coronarias, pero pueden usarse para
arterias no coronarias ocluidas tales como arterias iliacas, arterias femorales, arterias carétidas o arterias subclavias. Se
contempla la adaptacion rutinaria de los usos ensefiados en la presente memoria para aplicaciéon en tubos y cavidades
corporales ocluidos incluyendo venas, injertos venosos, canales radiculares, trompas de Falopio, conductos biliares,
senos, uréteres y uretras.

Modelo animal

La presente invencidon representa un enfoque previamente no intentado de tratamiento de arterias ocluidas
crénicamente que no son susceptibles de angioplastia puesto que las lesiones no pueden cruzarse con un alambre de
guia. No han estado previamente disponibles facilmente modelos experimentales de oclusiones cronicas. Las
propiedades Unicas de las oclusiones cronicas que las han hecho dificiles de cruzar hasta ahora incluyen el alto
contenido en coladgeno y la longitud de la oclusion, que limitan el contacto directo de las partes de la oclusién para
terapia. Para evaluar los efectos de la colagenasa, se desarrollé6 un modelo animal de oclusién total crénica in vivo (FIG.
1). El modelo animal puede establecerse con referencia a cualquier animal de ensayo de laboratorio tipico incluyendo,
pero sin limitacion, conejos, cerdos, perros, ovejas, ratas y primates no humanos. Las dosificaciones y tiempos pueden
requerir un ajuste para dar cuenta de las variaciones de especie y tamafio corporal. Con fines ilustrativos, se describira
ahora el modelo animal con respecto a conejos blancos de Nueva Zelanda de 3,0-3,5 kg de peso.

La primera etapa del método es aislar un segmento arterial de una arteria animal (tal como la arteria femoral ilustrada en
la FIG. 1) y detener el flujo sanguineo con ligaduras oclusivas en el segmento arterial aislado de la arteria animal. Esta
etapa se logra anestesiando los conejos macho con isoflurano y haciendo entonces incisiones por debajo del ligamiento
inguinal bilateralmente. Se disponen entonces las ligaduras separadas al menos aproximadamente 5 mm para aislar un
segmento de arteria femoral. En un método preferido, las ligaduras se dispusieron separadas aproximadamente 15 mm.
Las ligaduras no solo aislan, sino que también ocluyen fisicamente el segmento arterial.

La siguiente etapa del método es inyectar trombina tépica en el segmento arterial formando una oclusiéon trombotica
aguda. Esta etapa puede llevarse a cabo usando una aguja de calibre 27 para inyectar 100 Ul de disolucién de trombina
bovina (Thrombostat™, Parke-Davis) en el segmento arterial aislado. Después de un periodo de espera de al menos 20
minutos, se aflojaron las suturas para determinar si se habia formado alguna oclusién. Esto se logré aflojando las
ligaduras (tipicamente suturas) para determinar si seguia presente un flujo sanguineo anterégrado. Si sigue presente un
flujo sanguineo anterégrado, se efectian una o dos inyecciones de trombina adicionales usando la misma técnica hasta
crear una oclusion aguda. Tipicamente, las ligaduras se aplican durante un total de 60 minutos y entonces se retiran.

Sigue un periodo de espera durante el cual se convierte la oclusion trombotica aguda en una oclusion fibrética crénica.
El periodo de espera es de una duracion de entre aproximadamente 10 semanas y 25 semanas. Para determinar el
periodo de espera apropiado, se evalia la permeabilidad arterial mediante angiografia (usando la arteria car6tida
izquierda para acceso arterial) con una duracion media de 16 (+ 4) semanas.

Se cree que los modelos animales in vivo de oclusiones crénicas pueden adaptarse a otras cavidades corporales que
contienen tejido rico en colagenasa tales como canales radiculares, trompas de Falopio, conductos biliares, senos,
uréteres y uretras, venas e injertos venosos. El método comprenderia las etapas de aislar un segmento del tubo animal
seleccionado y detener el flujo de fluido a través del tubo con ligaduras oclusivas dispuestas al menos aproximadamente
a 5 mm en el segmento aislado de un tubo animal, inyectar entonces un agente esclerosante tépico (tal como
tetraciclina u otro agente apropiado para la cavidad o tubo seleccionado) en el segmento formando una oclusién aguda
y esperar mientras la oclusion aguda se convierte en una oclusion fibrotica cronica.

Patologia del modelo de oclusién total crénica

En los dos primeros conejos (a las 10 y 15 semanas) que demostraron una oclusion persistente de las arterias
femorales, se retiraron las arterias y se examinaron patolégicamente para confirmar que se habian desarrollado los
rasgos histoldgicos de una oclusion crénica. Eran evidentes restos de fibrina de minimos a nulos en las oclusiones



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2396 964 T3

fibréticas cronicas (FIG. 1). Ademas de tejido fibroso maduro, habia mdultiples canales vasculares intraluminares
pequefios y ocasionales depésitos lipidicos extracelulares, macrofagos rellenos de pigmento y linfocitos. No habia
evidencias de calcificacion vascular ni de inflamacion de la capa media. Los segmentos ocluidos habian experimentando
también una remodelacion interna sustancial en comparacion con los segmentos arteriales permeables adyacentes. Era
un rasgo comun en el modelo de oclusion crénica la desestabilizacion de la ldmina elastica interna en varios sitios con
tejido fibroso intermedio. Todos estos cambios son analogos a la oclusion total arterial coronaria crénica humana.

Este modelo se caracteriza por una serie de retos terapéuticos. La longitud media de oclusién era de aproximadamente
28 mm (intervalo de 14 mm-56 mm), que es sustancialmente més larga que la mayoria de oclusiones coronarias clinicas
en las que se intentarian intervenciones coronarias percutdneas. También las luces ocluidas y el tamafio global del vaso
eran bastante pequefios debido a la remodelacion interna.

Método de tratamiento de tubos y cavidades animales ocluidos crénicamente

Se hace referencia en la presente descripcion a una “formulacion que contiene una enzima proteolitica”. La enzima
proteolitica incluye metaloproteinasas de matriz, elastasas de serina, tripsina, proteasa neutra, quimotripsina, aspartasa,
cisteinasa y clostripaina. Las metaloproteinasas de matriz (MMP) son un grupo de enzimas que contienen cinc que son
responsables de la degradacién de los componentes de la matriz extracelular (MEC), incluyendo fibronectina, colageno,
elastina, proteoglucanos y laminina. Estos componentes de la MEC son componentes importantes de la placa
ateroscleroética oclusiva. Las MMP desempefian un papel importante en la embriogénesis normal, inflamacion, curacion
de heridas e invasion tumoral*“®. Estas enzimas se clasifican ampliamente en tres grupos generales: colagenasas,
gelatinasas y estromelisinas. La colagenasa es el mediador inicial de las rutas extracelulares de degradacién del
colageno intersticial*’, con escisién en un sitio especifico de la molécula de colageno, haciéndola sensible a otras
proteasas neutras (por ejemplo gelatinasas) en el espacio extracelular. La formulacidon que contiene enzima proteolitica
de la invencion comprende colagenasa, tanto sola como en combinacién con otras enzimas.

Una formulacién que contiene enzima colagenasa para uso en el tratamiento de tubos y cavidades animales ocluidos
crénicamente, tales como arterias coronarias que no pueden cruzarse con guias de alambre de angioplastia
convencionales (de 0,036 o 0,046 cm de didmetro) (FIG. 2A) comprende las etapas de administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de una formulacion que contiene enzima proteolitica adyacente a una placa aterosclerética
oclusiva, esperar durante un periodo de espera preangioplastia antes de cruzar la placa con un alambre de guia de
angioplastia y cruzar entonces la placa con un alambre de guia de angioplastia.

La etapa de administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de una formulacion que contiene enzima
proteolitica se realiza como sigue. Después de determinar que una arteria coronaria esta totalmente ocluida por
angiografia, se impulsa un catéter de globo de angioplastia con alambre sobre un alambre de guia en la arteria
coronaria ocluida usando guia fluoroscopica. Si la oclusion no puede cruzarse con alambres de guia de angioplastia
coronaria de 0,036 o 0,046 cm convencionales (FIG 2B), se retira el alambre. Se infla el globo de angioplastia a baja
presién en el intervalo de entre aproximadamente 101 y 507 kPa para evitar el derrame proximal de la formulacion de
colagenasa durante la administracion. Es preferible inflar el globo de angioplastia a una presiéon de aproximadamente
405 kPa (FIG. 2C). Se infunde lentamente una formulacion que contiene colagenasa en el pequefio espacio entre el
globo inflado y la oclusion. Como se ilustra en la FIG 2C, se infunde directamente la formulacion que contiene
colagenasa a través del puerto de entrada de alambre del catéter de globo de angioplastia. Se efectta la infusiéon a una
presion en el intervalo de aproximadamente 55 kPa a 354,6 kPa. Es preferible que la infusién ocurra a una presion baja
de entre aproximadamente 101 y 203 kPa. La formulacién puede infundirse también directamente a la parte proximal de
la oclusién misma a través de una aguja de infusién o un catéter.

Después de la infusion, se retiene la formulaciéon que contiene colagenasa en esa posicion mediante el globo de
angioplastia inflado durante un periodo de espera de exposicion de la formulacion de entre aproximadamente 10 y 100
minutos. El periodo de espera esta preferiblemente dentro del intervalo de aproximadamente 50 a aproximadamente 80
minutos. De acuerdo con la realizacion preferida, el periodo de espera de exposicion de la formulacién es de
aproximadamente 60 minutos, después del cual se desinfla el globo de angioplastia y se retira entonces (FIG. 2D).

Se ha encontrado que una cantidad terapéuticamente eficaz de formulacidbn que contiene enzima proteolitica
comprende aproximadamente 50-2000 pg de colagenasa de tipo IA.

Después de la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de la formulacién que contiene enzima
proteolitica y después de desinflar y retirar entonces el globo de angioplastia, es necesario un periodo de espera
preangioplastia de entre aproximadamente 1 y 108 horas. Se ha encontrado que es preferible un periodo de espera de
entre aproximadamente 12 horas y aproximadamente 86 horas, apareciendo los mejores resultados después de un
periodo de espera de aproximadamente 72 horas. El periodo de espera es necesario para que la formulaciéon que
contiene enzima se difunda a lo largo de la longitud del segmento ocluido y degrade suficientemente el colageno y
“ablande” la placa oclusiva.

Si la pared arterial (media) es tan vulnerable a esta terapia como el colageno de placa que ocluye la luz, entonces la
dosis de colagenasa sera demasiado baja para ser eficaz o demasiado alta para evitar un dafo excesivo y el
debilitamiento de la pared arterial. Sin embargo, el coladgeno recién formado en la placa oclusiva es el mas vulnerable a
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los efectos de las metaloproteinasas de matriz. El colageno en la capa media arterial normal se forma tempranamente
en el desarrollo de la pared del vaso y esta extensamente entrecruzado con muy bajo recambio. En contraposicion, el
desarrollo de la placa intima que aparece como efecto de la organizacién del trombo oclusivo es un proceso muy
dindmico que contiene méas colageno recién sintetizado con reticulacion variable y sensibilidad a la degradacion
enzimatica por MMP tales como colagenasa. El trombo mas recientemente organizado es la parte mas probable de la
lesién que pueda atravesar el alambre de guia de angioplastia para cruzar la oclusion total. Por tanto, este tejido fibroso
recientemente formado relativamente suelto en la luz es la diana principal de los métodos de terapia de la presente
invencién. A las 72 horas, el paciente vuelve al laboratorio de cateterismo y el operario intenta de nuevo cruzar la
oclusion total con alambres de guia de angioplastia convencionales, lo que es seguido entonces por angioplastia (FIG.
2E).

Se han efectuado una serie de estudios in vitro e in vivo para evaluar la viabilidad y eficacia de la terapia. Los estudios
se han realizado con colagenasa de tipo IA (Sigma), una formulacion de colagenasa bacteriana comercialmente
disponible obtenida de la fermentacion de Clostridium histolyticum. Esta formulacion enzimética se usa generalmente
para aislar celular de especimenes de tejido para cultivo celular. Esta formulacion contiene también pequefas
cantidades de clostripaina, proteasa neutra y actividades de tipo tripsina. La colagenasa de tipo IA (Sigma) es una
formulacion de colagenasa bacteriana que se obtiene de la fermentacién de Clostridium histolyticum. El intervalo de
dosis estaba basado en los resultados de un ensayo in vitro que evaluaba los efectos de un intervalo de dosis y
periodos de incubacion de la formulacion de colagenasa sobre la estructura de la pared arterial. Se obtuvieron arterias
coronarias humanas que contenian placa aterosclerética estenética en autopsias. Se cortaron segmentos arteriales en
secciones transversales de 3 mm y se montaron en geles de agar en un pocillo de cultivo. Esto posibilitd el suministro
selectivo de colagenasa directamente a la luz con una pipeta fina. Por tanto, solo la placa oclusiva estaba en contacto
directo con la formulacion de colagenasa, de forma similar al enfoque in vivo de suministro intraluminal de colagenasas.
Después de un periodo de incubacién de 4 horas y 18 horas, se mostrd que las dosis de 100-500 pg/ml de colagenasa
de tipo IA causaban una degradacion in vitro definitiva de la placa oclusiva, aunque habia cierto dafio en las capas mas
profundas de la pared vascular en el intervalo superior de dosis.

Después de confirmar la persistencia de la oclusidn, se impulsé un catéter de globo de angioplastia en alambre (3,0 mm
de diametro) a través de una vaina 5F en la arteria carétida izquierda y se guid por fluoroscopia a la arteria iliaca
proximal a la arteria femoral ocluida. Se hizo un intento de cruzar la oclusién con dos alambres de guia de angioplastia
coronaria convencionales de 0,036 cm [Wizdom™, (Cordis) y Choice PT™, (Boston Scientific)]. Si el operario era
incapaz de cruzar los alambres de guia, se entraba en el estudio. Se impulsé entonces el catéter de globo de
angioplastia en la oclusién y se midi6 la longitud de la oclusion usando la longitud conocida del globo (20 mm entre
marcadores) como dispositivo de escalado. Se infl el globo a 405 kPa para evitar un derrame proximal de la disolucion
enzimatica. Se retird entonces el alambre de guia y se usé el puerto de entrada del alambre para administrar una
disolucion de 1,5 ml que contenia colagenasa de tipo IA (n= 33 arterias, dosis total = 100-450 pg) o placebo (n= 24
arterias). Se suministré lentamente la formulacién enzimatica a 101-203 kPa.

Se dejo6 el globo de angioplastia inflado durante un periodo de hasta 60 minutos. Los intentos iniciales de cruzar las
oclusiones cronicas (n= 10) al cabo de 1 hora desde la terminacion de la administracion de colagenasa fueron todos
fallidos. Todos los demas intentos se realizaron 72 horas después de la administracion de colagenasa (n= 23) o placebo
(n= 24). Después de que una de las dos arterias tratadas con colagenasa iniciales se cruzara exitosamente a las 72
horas, se aleatorizaron las arterias restantes (n= 45) a tratamiento con placebo o colagenasa sin el conocimiento del
operario. Se realizé un intento de cruzar la oclusion a las 72 horas después de acceder a la circulacién arterial mediante
un corte de la carétida derecha y disposicion del catéter de globo de angioplastia como se describe anteriormente. Se
efectuaron inyecciones de contraste frecuentes para evaluar la distancia cruzada con las guias de alambre de
angioplastia (Wizdom™ y Choice PT™) y para asegurar que el alambre de guia permanecia en la luz correcta.
Continuaron los intentos con el alambre hasta que se cruzd la lesién, se cre6 una gran diseccién o cuando no pudo
progresarse mas tras mdultiples intentos con diferentes alambres. Se identific6 el cruce exitoso de la lesion
angiograficamente por el movimiento libre de la punta del alambre en el lecho vascular distal mas alla del segmento
ocluido. Después del cruce del alambre, no se efectué angioplastia, de modo que se dejaba intacta la arquitectura
arterial para andlisis. Al final del procedimiento, se sacrificaron las conejos, se extrajeron las arterias femorales y se
enviaron a analisis histologico (Movat y H&E). Se examinaron al menos 3 secciones transversales por segmento
ocluido.

Estadistica

Se us6 una prueba exacta de Fisher para evaluar las diferencias en las tasas de cruce exitoso de oclusiones con un
alambre de guia. Se consider6 estadisticamente significativo un valor de p < 0,05.

Longitudes de oclusién

No habia diferencias significativas en la longitud de oclusién entre las arterias tratadas con colagenasa (29,5 + 8,6 mm)
y las arterias tratadas con placebo (27,9 + 8,7 mm).

Tasas de éxito angiografico en el cruce de oclusiones croénicas alas 72 horas
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Habia un aumento significativo (p<0,03) de los cruces con alambre de guia exitosos en las arterias tratadas con
colagenasa (14/23, 61%) en comparacion con las arterias tratadas con placebo (7/24, 29%) (FIG. 3y 5).

Tabla 1

Tratamiento | Tiempo de incubacién | Exitos/intentos | % de éxito

Colagenasa 1h 0/10 0%
Colagenasa 72 h 14/23 61%
Placebo 72 h 7124 29%

Patologia de las arterias después de los intentos de cruce:

En los casos en que la angiografia mostré un cruce de alambre de guia exitoso, la histologia confirmé la presencia de
canales vasculares llenos de sangre cuando el alambre de guia atraveso la placa intima oclusiva (FIG. 4A y 5A). Habia
también evidencias de cierta desestabilizacion de laca. En los casos de cruces de alambre fallidos sin disecciones
angiograficas, la patologia era idéntica al modelo de oclusién total crénica con placas fibréticas densas,
neovascularizacion de placa, ciertos infiltrados de células inflamatorias y frecuentes roturas de la lamina elastica interna
con tejido fibroso intermedio (FIG. 4B y 5B). No habia evidencias de lesién por alambre en estos casos. En los casos de
cruces de alambre fallidos debido a las disecciones angiograficas, estos canales de alambre eran evidentes fuera de la
placa intima en la media y ocasionalmente en el espacio adventicio periadventicio. No habia diferencias detectables en
la extension del dafio de la pared vascular (tal como la desestabilizacion de la lamina elastica interna o la pared media)
entre las arterias tratadas con colagenasa y tratadas con placebo.

Estudios de 24 horas de los efectos de colagenasa en oclusiones totales crénicas

Para determinar que la formulacién de colagenasa afectaba de hecho a la estructura y proteinas de matriz extracelular
de la placa arterial oclusiva, se extirparon 6 arterias adicionales (3 de colagenasa [450 pg] y 3 de placebo) a las 24
horas después de la administracion de farmaco. No se realizaron intentos de cruce con alambre de guia de estas
oclusiones para evaluar los efectos de la colagenasa sin los efectos perturbadores de los alambres de guia. Se evalu6
también en las arterias la presencia de proteina MMP-1, productos de degradacion de colageno y actividad gelatinasa.

Andlisis de transferencia Western de colagenasa intersticial (MMP-1)

Se pulverizaron arterias congeladas en nitrogeno liquido y se extrajeron con tampoén de extraccion enfriado con hielo
(acido cacodilico 10 mM, NaCl 150 mM, ZnCl, 20 mM, NaNs 1,5 mM y SDS al 1% p/v). Para la deteccion de los
productos de degradacién de colageno, se fraccionaron extractos que contenian 50 pg de proteina en geles de tris-
glicina al 4-20% en condiciones reductoras y se electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad). Se usé 1gG
de conejo policlonal corta COL 2 ¥ C (HDM Diagnostics & Imaging Inc, Toronto) como anticuerpo primario a una
dilucion de 1:1000 vy se usé IgG-HRP anti-conejo (Santa Cruz Biotechnology) como anticuerpo secundario. Para
detectar la proteina colagenasa intersticial (MMP-1), se separaron extractos que contenian 50 pg de proteina en
condiciones no reductoras y se electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa. Se us6 anticuerpo monoclonal anti-
MMP-1 (Calbiochem) como anticuerpo primario a una dilucién de 1:100 y se us6 IgG-HRP anti-raton (Santa Cruz
Biotechnology) como anticuerpo secundario. Para revelar el anticuerpo secundario, se us6 un sistema de deteccion de
quimioluminiscencia (ECL Plus, Amersham) seguido de autorradiografia.

Los andlisis de transferencia Western de colagenasa intersticial (MMP-1) en arterias tratadas tanto con colagenasa
como con placebo mostraron la presencia de una banda a ~93 kDa, confirmando la presencia de colagenasa intersticial
(MMP-1) (FIG. 7). Esta banda aumentaba notablemente en las arterias tratadas con colagenasa en comparacion con las
arterias tratadas con placebo, mostrando un aumento de la proteina colagenasa intersticial (MMP-1) en arterias tratadas
con colagenasa a las 24 horas después del tratamiento.

Zimografia de gelatinasa

Se efectud la zimografia de gelatina como se describe anteriormente®. La zimografia de gelatina mostré un aumento de
una gelatinasa de 92 kDa (MMP-9) solo en las arterias tratadas con colagenasa, sin actividad evidente en las arterias
tratadas con placebo (FIG. 8). Estaban presentes bandas liticas a 92 y 82 kDa, reflejando tanto la forma de proenzima
como activada de MMP-9. Tanto las arterias tratadas con colagenasa como con placebo tenian evidencias de gelatinasa
de 72 kDa (MMP-2).

Productos de degradacidn de colageno

Se evalud el colageno degradado mediante analisis de transferencia Western en condiciones reductoras con un
anticuerpo policlonal dirigido contra colageno de tipo Il humano escindido (col 23/4C, dilucion 1/1000, Diagnostic
Imaging). Se identificaron los productos de degradacién de colageno tanto en arterias tratadas con placebo como con
colagenasa, con un notable aumento en las arterias tratadas con colagenasa (FIG. 9).
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Patologia de las arterias ocluidas cronicamente tratadas con colagenasa o placebo

Habia una extensa degradacion de la placa oclusiva evidente en dos de las tres arterias tratadas con colagenasa que no
estaba presente en ninguna de las arterias tratadas con placebo (FIG. 10). Las arterias tratadas con placebo tenian una
patologia idéntica a las arterias descritas anteriormente en el modelo de oclusion total cronica.

Se han descubierto un modelo experimental para estudiar las oclusiones arteriales cronicas y una composicion y
cantidad de formulacién que contiene colagenasa que puede facilitar el cruce con alambre de guia. Se desarrollé un
modelo de oclusién arterial cronica en las arterias femorales de conejos aplicando ligaduras oclusivas temporales
suplementadas con inyecciones de trombina para promover la trombosis aguda y esperando entonces una media de 16
semanas que se desarrollara la oclusion trombética hasta una oclusién fibrética crénica anéloga a las oclusiones
arteriales cronicas humanas. El suministro local de 450 pg de una formulacion que contiene colagenasa a través del
puerto de entrada de alambre de un globo de angioplastia de alambre durante un periodo de 60 minutos mientras el
globo esta inflado puede causar la degradacion de colageno, una actividad de MMP-1 y MMP-9 aumentada y una lisis
demostrable de los componentes de placa en la arteria ocluida a las 24 horas, en comparacion con arterias tratadas con
placebo. Este suministro local de colagenasa puede aumentar las tasas de éxito del cruce con alambre de guia a las 72
horas pero no 1 hora después de la administracion de colagenasa. Por tanto, es necesario un periodo de espera de 24-
72 horas para permitir que la colagenasa degrade la placa antes de intentar el cruce con alambre de guia. Estos efectos
de la colagenasa sobre la placa oclusiva pueden conseguirse sin dafio para las capas exteriores de la pared vascular
(media y adventicia) y sin la formacion de aneurismas.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una formulacion que contiene enzima colagenasa para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento
de una oclusion arterial total crénica, no pudiendo cruzarse dicha oclusion con un alambre de guia de angioplastia, en el
que la formulacién es para infusién de una cantidad terapéuticamente eficaz de la enzima colagenasa en la parte
proximal de la oclusion, y para retener la formulacion en esa posicién durante un periodo de espera de exposicion a
enzima colagenasa de al menos 10 minutos, antes de un periodo de espera preangioplastia suficiente para degradar el
colageno de la oclusion, permitiendo asi cruzar la oclusién con el alambre de guia.

2. Una formulacién que contiene colagenasa para uso en el tratamiento de una oclusion arterial total crénica, no
pudiendo cruzarse dicha oclusibn con un alambre de guia de angioplastia, en la que la formulacion es para
administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de colagenasa que retiene la formulacion adyacente a la
oclusion durante un periodo de espera de exposiciéon a enzima colagenasa de al menos 10 minutos, antes de un periodo
de espera preangioplastia para degradar el colageno de la oclusién y ablandar la placa oclusiva sin dafio para las capas
externas de la pared vascular y segmentos arteriales no ocluidos adyacentes, permitiendo asi cruzar la oclusion con el
alambre de guia.

3. La formulacién que contiene enzima colagenasa para uso segun la reivindicacién 2, en la que la formulacion es para
infusion en la arteria adyacente a una placa aterosclerética oclusiva.

4. El uso de la reivindicacion 1 o la formulacién que contiene enzima colagenasa para uso segun la reivindicacion 2 o 3,
en el que la infusidn de la formulacion es a través de un puerto de entrada de alambre un catéter de angioplastia.

5. El uso de la reivindicacién 1 o la formulacién que contiene enzima colagenasa para uso segun la reivindicacién 2, 3 o
4, en el que la infusién de la formulacion es a través de una aguja de infusién.

6. El uso de la reivindicacién 1 o la formulacién que contiene enzima colagenasa para uso segun la reivindicacién 2 o 3,
en el que la infusion de la formulacién es a través de un catéter.

7. La formulacién que contiene enzima colagenasa para uso segun la reivindicacién 2, en la que la formulacion es para
uso con un catéter de globo de angioplastia con alambre que se impulsa sobre un alambre de guia en la arteria,
inflandose dicho globo a una presion en el intervalo de 101-507 kPa.

8. La formulacién que contiene enzima colagenasa para uso segun la reivindicacion 7, en la que el globo se infla a una
presiéon de aproximadamente 405 kPa.

9. El uso de la reivindicacion 1 o la formulacién que contiene enzima colagenasa para uso segun la reivindicacion 2 o 3,
en el que la formulacion es para infusion a una presion en el intervalo de 55 kPa a 354,6 kPa.

10. El uso de la reivindicacion 9 o la formulacién que contiene enzima colagenasa para uso segun la reivindicacion 9,
en el que la formulacién es para infusion a una presion en el intervalo de 101 kPa a 203 kPa.

11. El uso de la reivindicacion 1 o la formulacién que contiene enzima colagenasa para uso segln la reivindicacion 2,
en el que el periodo de espera preangioplastia esta entre 1 hora 'y 108 horas.

12. El uso de la reivindicacion 11 o la formulacién que contiene enzima colagenasa para uso segun la reivindicacion 11,
en el que el periodo de espera preangioplastia esta entre 12 horas y 86 horas.

13. El uso de la reivindicacion 12 o la formulacién que contiene enzima colagenasa para uso segun la reivindicacion 12,
en el que el periodo de espera preangioplastia es de 72 horas.

14. El uso de la reivindicacion 1 o la formulacién que contiene enzima colagenasa para uso segun la reivindicacion 2,
en el que el periodo de espera de exposicion a enzima colagenasa es de 20 minutos a 100 minutos.

15. El uso de la reivindicacion 14 o la formulacién que contiene enzima colagenasa para uso segin la reivindicacion 14,
en el que el periodo de espera de exposicion a enzima colagenasa es de 50 minutos a 80 minutos.

16. El uso de la reivindicacion 15 o la formulacién que contiene enzima colagenasa para uso segun la reivindicacion 15,
en el que el periodo de espera de exposicion a enzima colagenasa es de 60 minutos.

17. El uso de la reivindicacion 1 o la formulacién que contiene enzima colagenasa para uso segun la reivindicacion 2,
en el que la cantidad terapéuticamente eficaz de formulaciéon comprende 50-2000 pg de colagenasa de tipo IA.

18. El uso de la reivindicacion 17 o la formulacion que contiene enzima colagenasa para uso segun la reivindicacion 17,
en el que la formulacion comprende una dosificacién de 100 a 500 pg/ml de colagenasa de tipo IA.
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