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DESCRIPCION

Inyeccién intravenosa de activadores del plasminédgeno no neurotéxico para el tratamiento de accidente
cerebrovascular.

La invencién se refiere a la aplicacion intravenosa de activadores del plasmindégeno no neurotodxicos, especialmente
activadores del plasmindgeno modificados genéticamente y activadores del plasmindgeno de la saliva de Desmodus
rotundus (DSPA) para el tratamiento del accidente cerebrovascular en el ser humano. El tratamiento del accidente
cerebrovascular con estos activadores del plasmindgeno se conoce de la solicitud de patente internacional
PCT/EP02/12204, a cuya divulgacion se hace referencia en su totalidad.

Clinicay bioquimica del accidente cerebrovascular

El concepto "accidente cerebrovascular" comprende diversos cuadros clinicos, que se asemejan en sus sintomas
clinicos. Se puede hacer una primera diferenciacion de estos cuadros clinicos en los asi llamados insultos
isquémicos e insultos hemorragicos a partir de la patogénesis correspondiente.

En el caso de los insultos isquémicos (isquemia) se trata de una disminucion o interrupcidon de la irrigacion del
cerebro como consecuencia de un suministro insuficiente de sangre arterial. Esta es causada frecuentemente por
una trombosis de un vaso arterioesclerético estenosado, pero también por embolias arterio-arteriales o cardiacas.

Los insultos hemorragicos en cambio son causados por una perforacion de las arterias que irrigan el cerebro
dafadas por hipertonia arterial. Pero de todos los insultos cerebrales solo alrededor del 20% son causados por esta
forma de hemorragias, de modo que los accidentes cerebrovasculares causados por trombosis son los que tienen
mayor importancia

La isquemia de los tejidos neuronales - en comparacién con otras isquemias de tejidos - va acompafada en gran
medida con necrosis de las células afectadas. La mayor incidencia de necrosis puede ser explicada, segun nuevos
conocimientos, por el fenédmeno de la asi llamada excitotoxicidad, en donde se produce una compleja cascada de
una multiplicidad de pasos de reaccion. Segun esto, ésta se produce porque las neuronas isquémicas que sufren la
falta de oxigeno pierden rapidamente ATP y se despolarizan. Esto lleva a una mayor liberacion postsinaptica del
neurotransmisor glutamato, el que a su vez activa los receptores de glutamato neuronales ligados a la membrana,
los que regulan los canales de cationes. Como consecuencia de la mayor liberacion de glutamato, los receptores de
glutamato son sobreactivados.

Los receptores de glutamato regulan a su vez los canales de cationes dependientes del voltaje, los que - al unirse el
glutamato a su receptor - se abren. De esta manera se produce una corriente de Na* y Ca 2" hacia la célula, que
lleva a un trastorno masivo del metabolismo celular dependiente del Ca #* _inclusive del metabolismo energético -.
La muerte celular que se produce a continuacion podria ser responsabilidad especialmente de la activacion de
enzimas catabdlicas dependientes del Ca” (Lee, Jin-Mo et al., “The changing landscape of ischemic brain injury
mechanisms"; Dennis W. Zhol "Glutamat neurotoxicity and diseases of the nervous system").

Aun cuando el mecanismo de la neurotoxicidad mediada por glutamato todavia no se entiende en sus detalles,
parece existir sin embargo uniformidad de criterio con respecto a que este fendmeno aporta en gran medida a la
muerte celular neuronal después de una isquemia cerebral (Jin-Mo Lee et. al.).

Terapia del accidente cerebrovascular

En la terapia de la isquemia cerebral aguda, aparte del aseguramiento de las funciones vitales y la estabilizacion de
los parametros fisioldgicos se debe tratar de abrir nuevamente el vaso estenosado.

Este objetivo se busca alcanzar con diversas propuestas. La nueva apertura mecanica no ha logrado hasta ahora
resultados satisfactorios, como por ejemplo, la PTCA en el caso del infarto cardiaco. Solamente con una fibrindlisis
exitosa se puede lograr hasta ahora una mejoria suficiente del estado de los pacientes.

La fibrindlisis propia del cuerpo se basa en la actividad proteolitica de la serina proteasa plasmina, la que resulta
por una catalisis (activacion) a partir de la etapa previa inactiva del plasmindgeno. La activaciéon natural del plas-
mindgeno se produce por los activadores del plasminégeno propios del cuerpo u-PA (activador del plasminégeno
tipo uroquinasa) y t-PA (Tissue Plasminogen Activator). Este ultimo forma - a diferencia del u-PA - junto con la fibrina
y el plasminégeno un asi llamado complejo activador. La actividad catalitica del t-PA es por lo tanto dependiente de
la fibrina y experimenta en presencia de fibrina un aumento de aproximadamente 550 veces. Aparte de la fibrina,
también el fibrindgeno puede estimular la catalisis mediada por t-PA de plasmina a plasminégeno - si bien en una
medida mucho menor. Asi la actividad de t-PA experimenta en presencia de fibrindgeno solamente un aumento de
25 veces. Los productos de degradacion de la fibrina (fibrin degradation products (FDP)) estimulan a su vez
igualmente la actividad de t-PA.

Propuestas terapéuticas conocidas

a) Estreptoquinasa
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Propuestas tempranas para el tratamiento trombolitico del accidente cerebrovascular agudo se remontan a los afios
50. Pero recién desde 1995 se realizaron amplios ensayos clinicos con estreptoquinasa, un fibrinolitico de los
estreptococos beta-hemoliticos. La estreptoquinasa forma un complejo con el plasmindégeno, el cual puede
transformar otras moléculas de plasminégeno en plasmina

La terapia con estreptoquinasa esta asociada sin embargo con importantes desventajas, ya que la estreptoquinasa,
como proteasa bacteriana, puede provocar en el cuerpo reacciones alérgicas. También puede existir una asi
llamada resistencia a la estreptoquinasa en caso de una infeccién anterior con estreptococos con la correspondiente
formacion de anticuerpos, lo que dificulta una terapia. Ademas, estudios clinicos realizados en Europa (Multicenter
Acute Stroke Trial of Europe (MAST-E), Multicenter Acute Stroke Trial of Italy (MAST-I)) y Australia (Australien
Estreptoquinasa Trial (AST)) sefalaron un riesgo de mortalidad muy grande y un gran riesgo de hemorragias
intracerebrales (intracerebral hemorrhage, ICH) después del tratamiento de los pacientes con estreptoquinasa, de
modo que se tuvieron que interrumpir estos estudios tempranamente.

b) Uroquinasa

En una propuesta de terapia alternativa se aplica uroquinasa - también un fibrinolitico "clasico" -, la que a diferencia
de la estreptoquinasa no tiene propiedades antigénicas, ya que se trata de una enzima propia del cuerpo que se
encuentra en numerosos tejidos. Representa un activador del plasminégeno independiente de cofactores. La
uroquinasa se produce en cultivos de células renales.

c) t-PA recombinante (rt-PA)

Existen amplias experiencias en el campo de la trombodlisis terapéutica con el activador del plasminégeno del tipo
tisular - el asi llamado rt-PA - (ver EP 0 093 619, patente US 4.766.075), el que se produce en células de hamster
recombinantes. Con el t-PA se realizaron - aparte de la indicacién principal en el infarto agudo de miocardio - en los
afios 90 en todo el mundo una serie de estudios clinicos con resultados en parte aun no comprendidos y
contradictorios. En el asi llamado European Acute Stroke Trial (ECASS) se trataron pacientes dentro de un periodo
de tiempo de seis horas después de la aparicion de los sintomas del accidente cerebrovascular en forma
intravenosa con rt-PA y después de 90 dias se investigo la tasa de mortalidad asi como también el indice de Barthel
como medida de la invalidez o la capacidad vital independiente de los pacientes. Se obtuvo como resultado una
mejora significativa de la capacidad vital, pero un aumento de la mortalidad -si bien no significativo-. Esto permitié la
conclusion de que un tratamiento trombolitico con rt-PA de pacientes seleccionados individualmente de acuerdo con
su historia clinica, inmediatamente después del comienzo del accidente cerebrovascular podria ser probablemente
ventajoso. En base al mayor riesgo observado de una hemorragia intracerebral (ICH) sélo unas pocas horas
después del comienzo del accidente cerebrovascular, se llegé a la conclusion de no aconsejar una administracion
general de rt-PA dentro del periodo de tiempo examinado de seis horas después del comienzo del accidente
cerebrovascular (segun C. Lewyowski C y Wiliam Barsan, 2001: Treatment of Acute Strocke; en: Annals of
Emergency Medicine 37:2; pag. 202 y ss.).

El tratamiento trombolitico del accidente cerebrovascular fue posteriormente objeto de un estudio clinico del National
Institute of Neurologic Disorder and Stroke (el asi llamado NINDS rtPA Stroke Trial) en los EE.UU. En primer
término, sin embargo, se encontraba el estudio del efecto de un tratamiento intravenoso con rt-PA dentro de un
periodo de tiempo de solo tres horas después del comienzo de los sintomas, sobre el estado de salud del paciente
después de tres meses. Si bien los autores determinaron también aqui un riesgo aumentado de ICH, se recomienda
sin embargo el tratamiento con rt-PA dentro de este periodo de tiempo limitado de tres horas en base a los efectos
positivos de este tratamiento, reconocidos igualmente en el estudio, sobre la capacidad vital de los pacientes.

En otros dos estudios (ECASS Il Trial; Alteplase Thrombolysis for Acute Noninterventional Therapy in Ischemic
Stroke (ATLANTIS)) se investigd si esta determinacion positiva sobre el efecto del tratamiento con rt-PA dentro de
las tres horas del comienzo del accidente cerebrovascular también se podian confirmar para un tratamiento en un
periodo de tiempo de seis horas. Esta cuestion no se pudo responder positivamente, sin embargo, ya que en este
periodo de tiempo con este tratamiento, aparte del riesgo aumentado de ICH no se pudo observar una mejora de los
sintomas clinicos o una reduccion de la mortalidad.

De acuerdo con una sintesis que se publicé por primera vez en 1997 y se actualizé en marzo de 2001, de todos los
ensayos sobre accidente cerebrovascular ("Stroke Trials") todos los tratamientos con tromboliticos (uroquinasa,
estreptoquinasa, rt-PA o uroquinasa recombinante), especialmente debido a ICH, llevaban a un aumento significativo
de la mortalidad dentro de los primeros diez dias después del accidente cerebrovascular, mientras que con el
tratamiento dentro del periodo de tiempo de las 6 horas, se reducia el nimero total de los pacientes muertos o
incapacitados. No se aconseja por lo tanto una utilizacién amplia de tromboliticos para el tratamiento del accidente
cerebrovascular.

Estos resultados llevaron ya antes a otros autores a realizar una expresiéon sarcastica de que todos los pacientes
con accidente cerebrovascular tenian la elecciéon de morir o sobrevivir incapacitados (SCRIP 1997: 2265, 26).

Igualmente la terapia con rt-PA es actualmente el Unico método de tratamiento aprobado por la Food and Drug
Administration (FDA) en los EE. UU. para la isquemia cerebral aguda. Esta esta limitada sin embargo a una
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aplicacion del rt-PA dentro de las tres horas siguientes al comienzo del accidente cerebrovascular.

El activador de plasmindgeno recombinante se encuentra actualmente en el mercado bajo la denominacion
Alteplase asi como también como preparado analogo Reteplase. Este ultimo se trata de un fragmento de t-PA
terapéuticamente activo con menor tiempo de vida media. La dosis terapéutica se encuentra para Alteplase en
aprox. 70100 mg, para Reteplase en dos veces 560 mg, administrandose Alteplase substancialmente a través de
una infusién por goteo, Reteplase en cambio a través de una inyeccion de bolo dos veces con una separacion de
aprox. 30 min. (Mutschler: "Arzneimittelwirkungen”, 8.2 edicién, pags. 512-513).

Efectos colaterales del t-PA
Neurotoxicidad y excitotoxicidad

La aprobacion del rt-PA se realizd en 1996. Poco antes, a saber, en el afio 1995, se conocieron primeros indicios de
la causa de los efectos neurotoxicos y/o excitotoxicos del t-PA, que suministraron una propuesta de explicacion para
los efectos dramaticos del t-PA en el tratamiento del accidente cerebrovascular fuera del periodo de tratamiento de 3
horas. Segun éste las células microglias y las células neuronales del hipocampo producen t-PA propio del cuerpo, el
que esta involucrado en la excitotoxicidad producida por el glutamato. A esta conclusion se llegé por una
comparacién de ratones con deficiencia de t-PA y ratones de tipo salvaje, a los cuales se les inyectaron en cada
caso agonistas de glutamato en el hipocampo. Los ratones con deficiencia de t-PA mostraron una resistencia
claramente mayor contra el glutamato aplicado externamente (intratecal) (Tsirka SE et. al., Nature, Vol. 377, 1995,
"Exzitoxin-induced neuronal degeneration and seizure are mediated by tissue plasminogen activator"). Estos
resultados fueron confirmados en el afio 1998, cuando Wang et al. en ratones con deficiencia de t-PA pudo
demostrar por medio de la inyeccion intravenosa de t-PA una casi duplicaciéon del tejido neuronal necrético. Este
efecto negativo del t-PA externo en los ratones salvajes era en cambio de aprox. 33% (Wang et al., 1998, Nature,
'Tissue plasminogen activator (t-PA) increases neuronal damage after focal cerebral ischemia in wild type and t-PA
deficient mice").

Resultados ulteriores sobre la estimulacion de la excitotoxicidad por tPA fueron publicados por Nicole et al. al
comienzo del afio 2001 (Nicole 0; Docagne F Ali C; Margaill I; Carmeliet P; MacKenzie ET; Vivien D y Buisson A,
2001: The proteolytic activity of tissue-plasminogen activator enhances NMDA receptor-mediated signaling; en: Nat
Med 7, 59-64). Pudieron demostrar que el t-PA liberado por las neuronas corticales despolarizadas interactua con la
asi llamada subunidad NR1 del receptor de glutamato del tipo NMDA vy la dividen. Esta modificacién lleva a un
aumento de la actividad del receptor, el que a su vez es responsable de un mayor dafio tisular después de la
aplicacion del agonista de glutamato NMDA por una excitotoxicidad inducida. El t-PA actua de este modo por la
activacion del receptor de glutamato del tipo de NMDA en forma neurotéxica. Como la barrera hematoencefalica se
rompe en el accidente cerebrovascular en la zona tisular afectada, las proteinas plasmaticas solubles, tales como el
fibrindgeno, asi como el t-PA aplicado terapéuticamente se ponen en contacto con el tejido neuronal, en donde el t-
PA estimulado por el fibrindgeno, desarrolla su efecto excitotdxico por la activacion del receptor de glutamato.

Que a pesar de estos indicios sobre los efectos colaterales neurotdxicos del t-PA y a pesar del aumento de la
mortalidad por t-PA demostrado, la FDA haya autorizado sin embargo el medicamento, puede explicarse solamente
por la falta de alternativas inocuas y efectivas -y un andlisis de costos-beneficios muy pragmatico-. Existe aun la
necesidad de terapias mas seguras, debiendo considerarse en el desarrollo de nuevos tromboliticos -en tanto no
deba incluso tomarse distancia de la trombdlisis- el problema de la neurotoxicidad (asi, por ejemplo, Wang et al, en
el sitio indicado; Lewyowski y Barsan 2001, en el sitio indicado).

Por este motivo no se realizaron investigaciones ulteriores de tromboliticos conocidos, inclusive del DSPA (activador
del plasminégeno Desmodus rotundus) para el desarrollo de un nuevo producto terapéutico para el accidente
cerebrovascular, aunque en principio todos los tromboliticos podrian ser adecuados y por ejemplo, en el caso del
DSPA ya en una primera publicacién se sefialé su posible adecuacién para este campo de indicaciones. (Medan P;
Tatlisumak T; Takano K; Carano RAD; Hadley SJ; Fisher M: Thrombolysis with recombinant Desmodus saliva
plasminogen activator (rDSPA) in a rat embolic stroke model; en: Cerebrovasc Dis 1996:6; 175-194 (4™ International
Symposium on Thrombolic Therapy in Acute Ishemic Stroke)). Precisamente en el DSPA se trata de un activador del
plasmindégeno con alta homologia (similitud) con el t-PA, de modo que - al mismo tiempo que con la decepcién sobre
los efectos neurotdxicos del t-PA - tampoco se tuvieron esperanzas con respecto al DSPA.

Propuestas de terapias alternativas

La investigacion de propuestas de terapias alternativas se dirige actualmente, por ejemplo, a los anticoagulantes
como heparina, aspirina o Ancrod, el principio activo del veneno de la yarara de Malasia. Dos estudios clinicos,
dirigidos, entre otros a la investigacion de los efectos de la heparina (International Stroke Trial (IST) y Trial of ORG
10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST)) no indican sin embargo, una mejora significativa de la mortalidad y una
prevencién de un nuevo accidente cerebrovascular.

Otro método de tratamiento novedoso no se dirige al trombo ni a la fluidificacién de la sangre o a la anticoagulacion,
sino que trata de aumentar la vitalidad de las células dafiadas por la interrupcién del suministro de sangre (WO
01/51613 Al y WO 01/51614 Al). Para ello se aplican antibioticos del grupo de las quinonas, los aminoglicésidos o el
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cloranfenicol. Por un motivo similar se propuso, comenzar con la administracion de citicolina inmediatamente
después del accidente cerebrovascular, la que es escindida en el cuerpo a citidina y colina. Estos productos de
degradacion son componentes de la membrana celular neuronal y pueden apoyar asi la regeneracién del tejido
dafado (patente US 5.827.832):

Tendencias mas nuevas en la busqueda de métodos de tratamiento mas seguros se basan en los nuevos
conocimientos de que una parte de las consecuencias fatales del accidente cerebrovascular sélo se debe en forma
mediata a la interrupcion de la irrigacién sanguinea, pero en forma inmediata se deben a la excito- o neurotoxicidad
con participacion del receptor glutamato sobreexcitado, el cual a su vez es reforzado especialmente por el t-PA (ver
mas arriba). Una propuesta para la disminucion de esta excitotoxicidad es por lo tanto la aplicacion de los asi
llamados neuroprotectores. Estos se pueden usar solos o en combinacion con fibrinoliticos, para minimizar asi su
efecto neurotoxico. Estos pueden llevar o bien en forma directa, por ejemplo como antagonistas del receptor de
glutamato o en forma indirecta a través del bloqueo de los canales de sodio o calcio dependientes del voltaje, a una
debilitacion de la excitotoxicidad (Jin-Mo Lee et. al., en el sitio citado).

Una inhibicion competitiva (antagonizacion) del receptor de glutamato del tipo NMDA es posible, por ejemplo, con el
2-amino-5-fosfonovalerato (APV) o el 2-amino-5-fosfonoheptanoato (APH). Una inhibicién no competitiva se puede
lograr, por ejemplo, por substancias que se unen al lado de fenciclidina de los canales, como fenciclidina, MK-801,
dextrorfano o cetamina.

Hasta ahora los tratamientos con neuroprotectores no han tenido sin embargo el éxito deseado, posiblemente
porque se tuvieron que combinar con tromboliticos para desarrollar su efecto protector. Esto vale en la misma
medida para sus principios activos (ver Fig. 10).

Aun una combinacion de t-PA y un neuroprotector posibilita, sin embargo, a lo sumo sélo un éxito en el sentido de
limitar el dafio. Las desventajas de la neurotoxicidad del fibrinolitico usado, sin embargo, no se pueden evitar.

Activadores del plasmindgeno no neurotéxicos

De la solicitud de patente internacional WO 03/037363, a cuya divulgacion se hace referencia en su totalidad, se
conocen activadores del plasminégeno para el tratamiento del accidente cerebrovascular, cuya actividad enzimatica
es aumentada en forma altamente selectiva por la fibrina muchas veces, a saber, mas de 650 veces.

La composicion y el uso de estos activadores del plasmindgeno se basan en el conocimiento de que la
neurotoxicidad del activador del plasmindgeno tisular (t-PA) se debe a que como consecuencia del dafio tisular en el
cerebro causado por el accidente cerebrovascular se dafia la barrera hematoencefalica o es destruida y el
fibrinégeno que circula en la sangre puede ingresar de este modo en el tejido neuronal del cerebro. Alli activa el t-
PA, el que -por medio de la activacion del receptor de glutamato o por la activacion del plasminégeno- lleva a dafios
tisulares adicionales (ver mas arriba).

Para evitar este efecto, se usa el activador de plasmindgeno, que presenta una mayor selectividad por fibrina y -a la
inversa- una reducida capacidad de activacion por el fibrinégeno. De aqui se deduce que estos activadores del
plasminégeno- al pasar el fibrindgeno de la sangre al tejido neuronal como consecuencia de la barrera
hematoencefalica dafada -no son activados o, en comparacion con el t-PA son activados en una medida mucho
mas reducida-, ya que su activador fibrina debido a su tamafio e insolubilidad, no puede ingresar en el tejido
neuronal. Estos activadores del plasmindgeno no son por lo tanto neurotoxicos.

a) Activadores del plasminégeno modificados genéticamente

Para ello, se usan, por ejemplo, activadores del plasmindégeno no tdxicos, los que por lo menos presentan un
elemento de una asi llamada triada de zimégeno. Una triada comparable se conoce del centro catalitico de las
serinaproteasas de la familia de la quimotripsina, la que esta compuesta por los tres aminoacidos que interactian
aspartato 194, histidina 40 y serina 32. Esta triada no esta presente, sin embargo en el t-PA perteneciente a las
serinaproteasas de la familia de la quimotripsina. Se conoce, sin embargo, que la mutagénesis dirigida del t-PA
nativo para la introduccion de por lo menos uno de estos aminoacidos en posiciones adecuadas lleva a una
reduccion de la actividad de la pro-enzima (t-PA de cadena simple) y un aumento de la actividad de la enzima
madura (t-PA de doble cadena) en presencia de fibrina. De este modo la introducciéon de por lo menos un
aminoacido de la triada - o de los aminoacidos que asumen la funcion correspondiente en la triada - lleva a un
aumento de la zimogeneidad del t-PA (relacion entre la actividad de la enzima madura y la actividad de la pro-
enzima) con un aumento claro de la especificidad por la fibrina, por interaccion conformativa entre los restos de
aminoacidos introducidos y/o los restos de aminoacidos de la secuencia de tipo salvaje.

Asi se conoce que la mutagénesis del t-PA nativo lleva a la substitucién del Phe305 a His (F305H) asi como de Ala
292 a Ser (A292S) a un aumento de 20 veces de la zimogeneidad, mientras que ya con la variante F305H sola se
logra un aumento de 5 veces (EL Madison, Kobe A, Gething M-J, Sambrook JF, Goldsmith EJ 1993: Converting
Tissue Plasminogen Activator to a Zymogen: A regulatory Triad of Asp-HisSer; Science: 262, 419-421). Estos
mutantes de t-PA muestran, en presencia de fibrina un aumento de la actividad de 30.000 veces (F305H) o de
130.000 veces (F305H, A292S). Ambos mutantes presentan adicionalmente una substitucion de Arg275 a R275E,
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para evitar una separacion del t-PA de una sola cadena a la forma de doble cadena en el sitio de corte y empalme
Arg275-11e276 por plasmina. Sélo este mutante R275E aumenta la especificidad por fibrina del t-PA 6.900 veces (K
Tachias, Madison EL 1995: Variants of Tissue-type Plasmindgeno Activator Which Display Substantially Enhanced
Stimulation by Fibrin, en: Journal of Biological Chemistry 270, 31: 1831918322).

Las posiciones 305 y 292 del t-PA son homdlogas a las posiciones His40 y Ser32 de la triada conocida de las
serinaproteasas quimotripticas. Por medio de la substitucién correspondiente con histidina o serina estos
aminoacidos pueden interactuar con el aspartato477 del t-PA, de modo que la triada conocida puede ser formada
funcionalmente en los mutantes de t-PA (Madison et al 1993).

Estos mutantes de t-PA pueden ser usados para el tratamiento del accidente cerebrovascular, ya que en base a su
mayor especificidad por fibrina no presentan neurotoxicidad -o en comparaciéon con el t-PA de tipo salvaje- sélo
presentan una reducida neurotoxicidad. A los fines de la divulgacion de los mutantes t-PA mencionados F305H;
F305H, A292S solos o en combinacién con R275E se hace referencia a su totalidad a las publicaciones de Madison
et al. 1993 y Tachias y Madison 1995.

El aumento de la especificidad por fibrina de los activadores del plasmindgeno es alternativamente igualmente
posible por una mutaciéon puntual del Asp194 (o un aspartato en una posicion homéloga). Los activadores del
plasminégeno pertenecen al grupo de las serinaproteasas de la familia de la quimotripsina y presentan, en forma
concordante, el aminoacido Asp194 conservado, el que es responsable de la estabilidad de la conformacion
cataliticamente activa de las proteasas maduras. Es conocido que el Asp194 interactia en los zimégenos de las
serinaproteasas con el His40. Por una separacion activadora del zimégeno se hacen imposibles estas interacciones,
y la cadena lateral del Asp194 rota aprox. 170°, para formar a continuacion un nuevo puente de sal con el |1e16.
Este puente de sal participa de la estabilidad de la bolsa de oxianiones de la triada catalitica de la serinaproteasa
madura. También se encuentra en el t-PA.

Una mutacion puntual del Asp194 hace imposible en primer lugar la formacion o la estabilidad de la conformacion
catalitica de las serinaproteasas. Igualmente los activadores del plasminégeno mutados, en presencia de su co-
factor fibrina -justo también en comparacion con la forma de tipo salvaje madura- posibilitan un aumento claro de la
actividad, el que solo se puede explicar porque las interacciones con fibrina permiten una modificacion de la
conformacion que posibilita la actividad catalitica (L Strandberg, Madison EL, 1995: Variants of Tissue-type
Plasminégeno Activator with Substantially Enhanced Response and Selectivity towards Fibrin Co-factors. en: Journal
of Biological Chemistry 270, 40: 2344-23449). De este modo los mutantes de Asp194 de los activadores del
plasminégeno muestran un gran aumento de la actividad en presencia de fibrina, el que posibilita su uso como
activador del plasminégeno no neurotoxico.

Un ejemplo preferido para un activador del plasminégeno no neurotdxico de este tipo representa el t-PA, cuyo
Asp194 esta sustituido por glutamato (D1 94E) o asparagina (D194N). De este modo se reduce, en presencia de
fibrina, la actividad de t-PA por un factor de 1-2000, mientras que en cambio en presencia de fibrina se puede
alcanzar un aumento de la actividad por el factor de 498.000 a 1.050.000. Estos mutantes pueden contener ademas
una substitucion de Arg15 a R1 5E, que evita la separacion del t-PA de una sola cadena al t-PA de cadena doble en
la unién de péptidos Arg15-llel6 por plasmina. Por esta mutacién solamente se aumenta la activacién del t-PA por
fibrina ya por el factor 12.000. A los fines de la divulgacion de las mutaciones en las posiciones 194 y 15 del t-PA se
hace referencia a la publicacién de von Strandberg y Madison 1995 en su totalidad.

Un aumento de la dependencia de fibrina de los activadores del plasmindégeno se puede alcanzar ademas a través
de la introduccion de las mutaciones puntuales en el asi llamado "bucle de autdlisis". Este tramo de aminoacido es
conocido de la tripsina; pero también se encuentra como tramo homdlogo en la las serina proteasas y esta
caracterizado especialmente por tres aminoacidos hidréfobos (Leu, Pro y Phe). El bucle de autdlisis en los
activadores del plasmindgeno es responsable de la interaccidon con el plasminégeno. Las mutaciones puntuales en
este campo pueden llevar a que las interacciones proteina/proteina entre plasminégeno y activador del
plasminégeno ya no puedan ser formadas mas funcionalmente. Estas mutaciones soélo son relevantes
funcionalmente en ausencia de fibrina. En presencia de fibrina en cambio son responsables del aumento de la
actividad de los activadores del plasmindgeno (K Song-Hua, Tachias K, Lamba D, Bode W, madison EL, 1997:
Identification of a Hydrophobic exocite on Tissue Type Plasminogen Activator That Modulates Specificity for
Plasminogen. En: Journal of Biological Chemistry 272; 3, 181-1816).

En una forma preferida, se usa un t-PA con mutaciones puntuales en las posiciones 420-423. Si estos restos son
substituidos por mutaciones puntuales, aumenta la dependencia de fibrina del t-PA por un factor de hasta 61.000 (K
Song-Hua et al.). Song-Hua et al. investigaron las mutaciones puntuales L420A, L420E, S421 G, S421 E, P422A,
P422G, P422E, FA23A y F423E. Se hace referencia aqui a la publicacion en su totalidad para el uso de acuerdo con
la invencion.

En otra forma de realizacién ventajosa se usa activador del plasminégeno tisular modificado con la secuencia de
aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID No. 1 (Fig. 13), el que se diferencia del t-PA de tipo salvaje porque se realiza
un intercambio de los aminoacidos hidréfobos en las posiciones 420 - 423 en el bucle de autdlisis, las que estan
ocupadas como sigue: His420, Asp421, A1a422 y Cys423. Este t-PA presenta preferentemente una fenilalanina en
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la posicion 194. Ademas la posicion 275 puede estar ocupada por un glutamato. Ventajosamente, la posicion 194
esta ocupada por fenilalanina.

Ademas se puede usar una uroquinasa modificada. Esta uroquinasa puede presentar la secuencia de aminoacidos
segun la SEQ ID No. 2 (Fig. 14), en la cual los aminoacidos hidréfobos del bucle de autdlisis estan substituidos por
Va1420, Thr421, Asp422 y Ser423. Ventajosamente, esta uroquinasa aporta un 11e275 asi como un Glu194. Esta
mutante muestra, en comparacién con la uroquinasa de tipo salvaje, una especificidad por fibrina aumentada 500
veces.

Ambos mutantes -tanto la uroquinasa como también el t-PA- se investigaron en tests semicuantitativos y dieron por
resultado una especificidad por fibrina aumentada en comparacion con el t-PA de tipo salvaje.

b) Activador del plasmindégeno de Desmodus rotundus (DSPA)

Un gran aumento de la actividad en presencia de fibrina -a saber, un aumento de 100.000 veces- muestra ademas
también el activador del plasminégeno (DSPA) de la saliva del vampiro comun (Desmodus rotundus), el que se
puede usar por lo tanto como activador del plasmindgeno no neurotoxico. Bajo el concepto DSPA estan
comprendidas cuatro proteasas diferentes, las que satisfacen la necesidad basica del vampiro comun, a saber, la
duracion prolongada del sangrado de las heridas provocadas por estos animales en sus presas (Cartwright, 1974).
Estas cuatro proteasas (DSPAa1, DSPAa,, DSPAR, DSPAy) presentan de manera concordante una alta similitud
(homologia) con el t-PA humano. Igualmente presentan actividades fisioldgicas similares o concordantes, que
justifican que estén comprendidas en el concepto superior DSPA. El DSPA es el objeto de la EP 0 352 119 A1 asi
como de la patente US 6 008 019 y 5 830 849 a la que de este modo se hace referencia en su totalidad a los fines
de la divulgacion.

DSPAa1 es la proteasa mas investigada de este grupo. Presenta una secuencia de aminoacidos con una homologia
de mas de 72% con respecto a la secuencia de aminoacidos del t-PA humano conocido (Kratzschmar et al., 1991).
No obstante existen entre t-PA y DSPA dos diferencias substanciales. En primer lugar, el DSPA como cadena simple
representa a diferencia de los substratos peptidicos, una molécula completamente activa, la que no puede ser
convertida en una forma de doble cadena -como el t-PA- (Gardell et al, 1989; Kratzschmar et al., 1991). En segundo
lugar, la actividad catalitica del DSPA muestra una diferencia casi absoluta de la fibrina (Gardell et al., 1989;
Bringmann et al., 1995; Toschi et al., 1998). Asi, por ejemplo, se aumenta la actividad de la DSPAa1 en presencia
de fibrina en 100.000 veces, mientras que la actividad de t-PA soélo aumenta aprox. 550 veces. La actividad de
DSPA en cambio es substancialmente mucho menos reducida por el fibrindgeno; experimenta soélo un aumento de 7
a 9 veces (Bringmann et al., 1995). DSPA es por lo tanto mucho mas dependiente de la fibrina y especifico de la
fibrina que el t-PA de tipo salvaje, que solo es activado aprox. 550 veces por la fibrina.

Debido a sus propiedades fibrinoliticas y a la gran similitud con el t-PA, el DSPA representa un candidato interesante
para el desarrollo de un trombolitico. En base a la participacién del t-PA en la neurotoxicidad dependiente del
glutamato existen por lo tanto esperanzas fundadas de usar un activador del plasmindégeno estrechamente
emparentado con el t-PA en forma exitosa para el tratamiento del accidente cerebrovascular agudo.

Pero se ha mostrado ahora sorprendentemente, que el DSPA, a pesar de su gran similitud (homologia) con el t-PA 'y
a pesar de la amplia concordancia de su efecto fisioldgico con respecto al t-PA, a diferencia de éste no presenta
efectos neurotoéxicos. Con esta determinacion se obtiene inmediatamente el conocimiento de que el DSPA se puede
hacer entonces como trombolitico para la terapia del accidente cerebrovascular, sin que con ello esté asociado un
riesgo adicional de dafio del tejido neuronal. Esto significa especialmente que el DSPA se puede usar también
después de tres horas del comienzo de los sintomas en el accidente cerebrovascular.

Demostracion experimental de la ausencia de neurotoxicidad de DSPA

Los hallazgos con respecto a la ausencia de neurotoxicidad de estos activadores del plasmindgeno se basa
substancialmente en investigaciones comparativas in vivo de la accidon neurodegenerativa del t-PA por un lado y del
DSPA por otro lado, los que se realizaron con ayuda del asi llamado "modelo del acido kainico" asi como de un
modelo para la investigacion de la lesion inducida por NMDA del cuerpo estriado.

El modelo del acido kainico (también denominado modelo de lesién del acido kainico) se basa en que se estimula la
cascada neurotoxica del glutamato por la aplicacion de acido kainico (KA) externo como agonista del receptor de
glutamato del tipo de éacido kainico (tipo KA) asi como de los receptores de glutamato NMDA y AMPA. Por la
utilizaciéon de una cepa de ratones con deficiencia de t-PA como modelo experimental se pudo demostrar que la
sensibilidad de los animales de ensayo con respecto al acido kainico solo alcanzaba el nivel del ratén de tipo salvaje
con una administracion adicional de t-PA externo. En cambio, una infusiéon de una concentracion equimolar de DSPA
bajo las mismas condiciones experimentales no podia restablecer la sensibilidad con respecto al acido kainico (KA).
Los efectos del t-PA no podian ser substituidos por lo tanto por el DSPA. Una sintesis de estos resultados se
representa en la Fig. 15 (Tabla 1).

Las investigaciones cuantitativas en este modelo mostraron que aun un aumento de 10 veces de la concentracion de
DSPA no podia restablecer la sensibilidad de los ratones con deficiencia de t-PA contra el tratamiento de KA,

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2401782 T3

mientras que ya una concentracion de t-PA 10 veces menor producia dafios tisulares inducidos por KA. De aqui se
deduce que el DSPA en la estimulacion de la neurodegeneraciéon después del tratamiento con KA presenta una
actividad por lo menos 100 veces menor que el t-PA (ver también Figs. 11y 12).

En el segundo modelo de neurodegeneracion se compararon los posibles efectos del t-PA asi como del DSPA sobre
la estimulacién de la neurodegeneracion dependiente de NMDA en ratones de tipo salvaje. Para ello se inyect6 a
ratones de tipo salvaje NMDA (como agonista del receptor de glutamato del tipo NMDA) solo o en combinacién con
t-PA o DSPA. Este modelo permite la investigacion del efecto de estas proteasas bajo condiciones, bajo las cuales
se produce desde ya una neurodegeneracion y en base a la destruccion de la barrera hematoencefalica causa un
ingreso de proteinas plasmaticas (Chen et al., 1999).

En trabajos realizados con este modelo, la inyeccion de NMDA llevé a lesiones reproducibles en el cuerpo estriado
de los ratones. El volumen de estas lesiones fue aumentado por una inyeccion comun de t-PA y NMDA en por lo
menos el 50%. En cambio una coinyeccion con DSPAa1 no llevd a un aumento del tamafio de las lesiones
causadas por la inyeccion de NMDA. Incluso en presencia de proteinas plasmaticas, las que como consecuencia de
la neurodegeneracion dependiente de NMDA se podian difundir en la zona de la lesién, el DSPA no llevo a un
aumento de la neurodegeneracion. Un resumen de estos resultados se representa en la Fig. 16 (Tabla 2).

Primeros resultados de estudios clinicos muestran la transmisibilidad de esos resultados también al tratamiento del
accidente cerebrovascular en el ser humano. Asi en pacientes después de una perfusion exitosa se puede
determinar una clara mejoria de 8 puntos NIHSS o HIHSS resultados 0 - 1). Esto se puede observar en la Fig. 17
(Tabla 3).

En otro experimento se examind si el t-PA y el DSPA en aplicacion intravenosa podian traspasar la barrera
hematoencefalica dafiada y aumentar las lesiones tisulares en el cerebro. Para ello se inyecté a ratones para
provocar lesiones tisulares en el cuerpo estriado estereotacticamente NMDA y 6 y 24 horas después de la inyeccidn
se aplicé el NMDA t-PA o el DSPA en forma intravenosa. En comparacion con un control negativo los animales del
ensayo mostraron con una infusién de t-PA 24 horas después de la inyeccion de NMDA un aumento de aprox. 30%
de la zona de tejido dafada por la inyeccion de NMDA, mientras que DSPA no caus6 un aumento similar del dafo
tisular, aunque su ingreso en la zona de tejido dafiada pudo ser demostrada por medio de una coloraciéon de
anticuerpos (ver Figs. 18, 19). Con una aplicacion intravenosa correspondiente de t-PA o DSPA 6 hs después de la
inyeccion de NMDA aun no se pudo determinar un aumento de la zona de tejido dafiada. Esto se debe
probablemente a que la barrera hematoencefalica en este momento de la aplicacién de t-PA o DSPA aun no tenia
una funcién barrera suficiente.

Estos resultados muestran que el DSPA en el sistema nervioso central de un mamifero -es decir, también del ser
humano- representa una proteasa substancialmente inerte y -a diferencia de t-PA- no causa un aumento de la
neurotoxicidad inducida por KA o NMDA. Esta falta de neurotoxicidad hace que el DSPA contra las expectativas, sea
un trombolitico adecuado para el tratamiento del accidente cerebrovascular agudo.

Potencial terapéutico de los activadores del plasmindgeno no neurotoéxicos

Debido a la falta de neurotoxicidad del DSPA asi como de los otros activadores del plasminégeno no neurotédxicos
(ver mas arriba) resulta como una ventaja especial para el tratamiento del accidente cerebrovascular el hecho de
que el uso de estos activadores del plasmindgeno -a diferencia del t-PA de tipo salvaje- no esta limitado solamente a
la estrecha ventana de tiempo de hasta tres horas después del comienzo del accidente cerebrovascular. Mas bien,
el tratamiento también puede ser realizado en un momento posterior -es decir, también después de seis horas o mas
tarde aun-, sin que exista -como con el t-PA- un riesgo de estimulacion de la excitotoxicidad. Primeras
investigaciones clinicas con el DSPA sostienen incluso el tratamiento sin inconvenientes de pacientes en un periodo
de tiempo de mas de seis hasta nueve horas después del comienzo de los sintomas.

Esta opcion de tratamiento temporalmente ilimitada con activadores del plasminégeno no neurotdxicos es tan
importante porque por primera vez es posible un tratamiento de los pacientes con accidente cerebrovascular agudo
sin inconvenientes, en los cuales no podia determinar con suficiente seguridad el comienzo del accidente
cerebrovascular. Este grupo de pacientes se habia excluido hasta ahora por prevencion y evaluacion del riesgo de
trombdlisis con los activadores del plasminégeno. De este modo desaparece una contraindicacion substancial para
el uso admisible de un trombolitico en el caso de un accidente cerebrovascular.

Aplicacién de activadores del plasminégeno

A diferencia del producto terapéutico rt-PA ya establecido para el accidente cerebrovascular no se encuentran ain
hallazgos seguros sobre una posible forma de administracién para el tratamiento del accidente cerebrovascular con
los activadores del plasmindégeno no neurotoéxicos.

El objeto de la invencién es por lo tanto proveer una forma de administracion ventajosa para estos activadores del
plasminégeno no neurotoxicos.

De acuerdo con la invencién, los activadores del plasmindégeno, cuya actividad se aumenta en presencia de fibrina
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en mas de 650 veces, se aplica para el tratamiento del accidente cerebrovascular en forma intravenosa.

La administraciéon intravenosa de estos activadores del plasmindgeno no neurotéxicos para el tratamiento del
accidente cerebrovascular ya ha sido confirmada en ensayos clinicos, en los cuales el DSPA -como ejemplo para
este grupo de fibrinoliticos- se administr6 a los pacientes en forma intravenosa y sdélo causé pocos efectos
colaterales.

Estos resultados de los estudios clinicos eran inesperados, ya que se conocia que la aplicacion intravenosa de t-PA
y otros fibrinoliticos usuales esta asociada con un alto riesgo de hemorragia cerebral (ver mas arriba).

Para disminuir la hemorragia intracerebral se desarrollaron hace poco estrategias para aplicar estas substancias no
en forma intravenosa, sino en forma intraarterial a través de un catéter directamente cerca del trombo intravascular.
Existen experiencias al respecto con la uroquinasa producida en forma recombinante (PROCAT como estudio con
pro-uroquinasa). Como esta forma de administracion permite una clara reduccién de la dosis total, se obtiene de
esta manera una disminucién de los efectos colaterales dependientes de la dosis -es decir, también de las
hemorragias cerebrales-.

A las importantes ventajas de la aplicacion intraarterial se les contraponen sin embargo dos posibles desventajas.
Por un lado presupone una preparaciéon del paciente que insume mucho tiempo, la que para el tratamiento del
accidente cerebrovascular dentro de la ventana de tiempo disponible de sélo 3 horas no es posible. Por otro lado se
puede lograr con ésta una dosis total mas baja. Localmente llega sin embargo una concentraciéon mas alta del
producto terapéutico en los vasos terminales arteriales. Debido a que la funcién de barrera del endotelio vascular
estd dafada por causa de un accidente cerebrovascular, el producto terapéutico llega por lo tanto también
localmente en altas concentraciones a los tejidos circundantes. Alli puede causar entonces efectos colaterales
indeseados.

En la aplicacién intravenosa, en cambio, la concentracion del producto terapéutico es diluida por la corriente de
sangre venosa. De este modo la inyeccion intraarterial con productos terapéuticos que dafian los tejidos, como el t-
PA, es problematica (Forth, Henschler, Rummel, Starke: “Pharmakologie und Toxikologie", 6ta. Edicion, 1992, pag.
29).

Las limitaciones que dificultan la aplicacion intraarterial debido a la estrecha ventana de tiempo y el efecto colateral
de dafio a los tejidos no se presentan con los activadores del plasmindgeno usados de acuerdo con la invencién. De
este modo, la aplicacién intraarterial, debido a sus indiscutibles ventajas (ver mas arriba) representa basicamente
una forma de administracion muy prometedora para los activadores del plasmindgeno no neurotoxicos. Se
consideraba por lo tanto seguir este camino en la busqueda de una forma de administraciéon ventajosa de estos
productos terapéuticos.

Igualmente, la solicitante utilizé la aplicaciéon intravenosa mas bien problematica para los activadores del
plasminégeno no neurotdxicos, la que demostrd ser sorprendentemente ventajosa.

Con la forma de administracion de acuerdo con la invencidn se aparta ademas de una practica terapéutica usual, en
la cual las proteinas con un elevado potencial inmunogénico en general son aplicadas en forma intramuscular o a
través de una inyeccién por goteo intravenosa. De esta manera se posibilita reducir el riesgo de un shock alérgico
(Mebs: “Gifttiere", 2da. Edicién, 2000).

Los activadores del plasmindgeno usados de acuerdo con la invencién son -a diferencia del t-PA propio del cuerpo-
o bien proteinas extrafias de origen animal (ver, por ejemplo, DSPA) o proteinas propias del cuerpo modificadas
genéticamente, las que presentan epitopos novedosos debido a sus modificaciones estructurales. La problematica
de reacciones alérgicas asociada con esto -especialmente con la administracion de altas dosis terapéuticas, como
se requieren usualmente para la aplicacion intravenosa- se presenta también con otros fibrinoliticos compuestos por
proteinas extrafas, como por ejemplo, estreptoquinasa.

En una forma de realizacion especialmente ventajosa se administran los activadores del plasmindégeno usados de
acuerdo con la invencion a través de una inyeccion de un bolo (inyeccion rapida intravenosa), la que también se
puede administrar como inyeccion rapida intravenosa con toda la dosis terapéutica.

En el marco de estudios clinicos se determindé que también la administracion intravenosa de dosis terapéuticas
sorprendentemente bajas producen resultados ventajosos. Los resultados terapéuticos preferidos se obtuvieron para
ello, por ejemplo, con dosificaciones entre 90 pg/kg y 230 pg/kg. Las dosis terapéuticas especialmente ventajosas se
encontraban en el rango de 62,5 a 90 pg/kg. En los pacientes estudiados, el periodo de tiempo entre el accidente
cerebrovascular y la administracion del producto terapéutico se encontraba entre 3 y 9 horas. Por medio de métodos
de estudio adecuados se pudo calcular la aparicién del efecto terapéutico (ver Figuras 20 a 29).

El DSPA asi como los otros activadores del plasminégeno no neurotéxicos no presentan efectos colaterales
neurotéxicos. lgualmente puede ser ventajoso administrarlos para el tratamiento del accidente cerebrovascular en
combinacién con un neuroprotector, para limitar asi en lo posible el dafio tisular causado por el glutamato propio del
cuerpo. Para ello pueden servir los neuroprotectores inhibidores en forma competitiva o no competitiva del receptor
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de glutamato. Combinaciones razonables son posibles, por ejemplo, con los conocidos inhibidores de los receptores
de glutamato del tipo NMDA, del tipo de acido kainico o del tipo Quisqualat, asi por ejemplo, con APV, APH,
fenciclidina, MK-801, dextrorfano o cetamina.

Igualmente puede ser ventajosa una combinacién con cationes, ya que los cationes, especialmente los iones de Zn,
bloquean el canal de cationes regulado por el receptor de glutamato y asi pueden reducir los efectos neurotéxicos.

En otra forma de realizacion ventajosa, los activadores del plasminégeno no neurotéxicos pueden ser combinados
con por lo menos otro producto terapéutico o con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Es especialmente
ventajosa la combinacién con un producto terapéutico, el que mediante la vitalizaciéon de las células ayuda a evitar el
dafo tisular, aporta a una regeneracion del tejido ya dafiado o sirve para evitar otros accidentes cerebrovasculares.
Pueden ser ventajosas, por ejemplo, las combinaciones con antibidticos como quinonas, anticoagulantes como
heparina o hirudina, asi como con citicolina o aspirina.

También puede ser ventajosa una combinacién con por lo menos un inhibidor de trombina. Ventajosamente pueden
usarse, trombomodulina, analogos de trombomodulina, como por ejemplo, solulina, triabina o pallidipina. También
son ventajosas las combinaciones con substancias antiinflamatorias que influyen sobre la infiltracion de leucocitos.

A continuacion se explicara el tipo de aplicacion o forma de administracién de acuerdo con la invencion en base a
ejemplos terapéuticos concretos.

Ejemplos terapéuticos

Estudios comparativos de T-PA y DSPA
A. Métodos

1. Animales

Ratones de tipo salvaje (c57/Black 6) y ratones con deficiencia de t-PA (ratones t-PA -/-) (c57/ Black 6) (Carmeliet et
al., 1994) fueron puestos a disposicion por el Dr. Peter Carmeliet, Leuven, Bélgica.

2. Extraccion de proteinas del tejido cerebral

La determinacion de la actividad proteolitica en el tejido cerebral después de la infusiéon de t-PA o DSPAa1 se
realizé por medio de un analisis zimografico (Granelli-Pipemo y Reich, 1974). Después de una duracion de infusion
de 7 dias en el hipocampo, se anestesiaron los ratones, a continuacion se perfundieron transcardiacamente con
PBS y se extirparon los cerebros. Se retird la region del hipocampo, se colocaron en recipientes de Eppendorf y se
incubaron con volumenes iguales (p/v) (aprox. 30-50 pl) con 0,5% NP-40 tampodn de lisis sin inhibidores de proteasa
(0,5% NP-40, 10 mM de Tris-HCI pH 7,4, 10 mM de NaCl, 3 MM de MgCI2, 1 mM de EDTA). Los extractos de
cerebro fueron homogeneizados por medio de un homogeneizador de vidrio manual y se dejaron 30 min sobre hielo.
Las muestras se centrifugaron luego y se retird el sobrenadante. Se determind la cantidad de proteina presente
(reactivo Bio-Rad).

3. Analisis zimografico de las proteasas

La actividad proteolitica en las muestras o los extractos del tejido cerebral se determind por analisis zimografico
segun el procedimiento de Granelli-Piperno y Reich (1974). Las muestras de la proteina recombinante (hasta 100
nmoles) o del extracto del tejido cerebral (20 pug) se sometieron a un SDS-PAGE al 10% bajo condiciones no
reductoras. Los geles se retiraron de las placas, se lavaron durante dos horas en 1% Triton X100 y a continuacion se
colocaron en un gel de agarosa con fibrindgeno polimerizado y plasminégeno (Granelli-Pipemo y Reich, 1974). Los
geles se incubaron a 37°C en una camara humeda hasta que se pudieron reconocer zonas proteolizadas.

4. Infusion intra-hipocampo de t-PA, DSPA e inyeccién subsiguiente de acido kainico

El modelo de lesiones por acido kainico se basa en la propuesta de Tsirka et al. (1995). Se inyecto a los animales en
forma intraperitoneal (i.p.) atropina (4 mg/kg), luego se anestesiaron con una inyeccion i.p. de pentobarbital sédico
(70 mg/kg). A continuacién se colocaron en un marco estereotactico, de modo que se podia implantar una bomba
microosmotica (modelo Alzet 1007D, Alzet CA. USA) con 100 pl de PBS o t-PA humano recombinante (0,12 mg/ml;
1,85 uM) o DSPAa1 (1,85 uM) en forma subcutanea entre los omdplatos. Las bombas se unieron a través de tubitos
estériles con una canula del cerebro - y a través de una abertura del craneo se colocaron en las coordenadas
bregma -2,5 mm, midolateral 0,5 mm y dorsoventral 1,6 mm, para poder introducir el liquido cerca de la linea media.
Las canulas se pegaron a continuacion en la posicion deseada y se abrieron las bombas, para infundir las
soluciones correspondientes a un caudal de 0,5 pl por hora durante siete dias.

Dos dias después de la infusiéon de las proteasas se anestesiaron nuevamente los ratones y se introdujeron en el
marco estereotactico. Se inyectaron luego 1,5 nmoles de acido kainico en 0,3 gl de PBS en forma unilateral en el
hipocampo. Las coordenadas eran: bregma 2,5 mm, medial-lateral 1,7 mm y dorsoventral 1,6 mm. La excitotoxina
(KA) se suministré durante 30 seg. Después del tratamiento con acido kainico quedoé la aguja otros 2 min en estas
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coordenadas, para evitar un reflujo del liquido.
5. Examen del cerebro

Cinco dias después de la inyeccion de KA se anestesiaron los animales y se les perfundieron transcardiacamente 30
ml de PBS, seguido por 70 ml de una solucién de paraformaldehido al 4%, se fijaron durante 24 horas en el mismo
fijador, seguido por una incubacién en sacarosa al 30% durante otras 24 horas. Los cortes coronales (40 ym) del
cerebro se cortaron a continuacién en un micrétomo de congelacion, se colorearon o bien con tionina (BDH,
Australia) o se prepararon para el examen inmunohistoquimico.

6. Cuantificacion de la tasa de pérdida neuronal dentro del hipocampo

La cuantificacién de la pérdida neuronal en los subcampos del hipocampo CA1-CA3 se realiz6 como se describid
mas arriba (Tsirka et al. 1995; Tsirka et al. 1996). Se prepararon cinco secciones subsiguientes del hipocampo
dorsal de todos los grupos tratados, en donde las secciones comprendian realmente el sitio de la inyeccion de KA 'y
la zona de la lesion. Los subcampos del hipocampo (CA1-CA3) de estas secciones se siguieron por medio de
dibujos de camara lucida del hipocampo. La longitud total de estos subcampos se midi6 en comparacién con
estandares de 1 mm, los que se siguieron con igual ampliacion. Se calcul6 la longitud de las secciones de tejido con
neuronas piramidales vitales (con morfologia normal) y la longitud de las secciones de tejido sin neuronas (ninguna
célula presente, ninguna coloraciéon de tionina). Las longitudes que representaban las neuronas intactas y las
pérdidas neuronales en la zona de cada subcampo del hipocampo, se promediaron entre las secciones y se
determino la desviacion estandar.

7. Lesiones de excitoxicidad de NMDA intraestriatal con o sin t-PA o DSPA

Se anestesiaron ratones de tipo salvaje (c57/Black6) y se colocaron en marcos estereotacticos (ver mas arriba). Se
administré luego a los ratones una inyeccién unilateral en el Stratum izquierdo con 50 nmoles de NMDA solo o en
combinacion con 46 pM rt-PA o 46 uM DSPAa1. Como control se inyectaron ademas t-PA y DSPAa1 solos en una
concentracion de 46 uM como controles. Las coordinadas de la inyeccion eran: bregma -0,4 mm, midolateral 2,0 mm
y dorsoventral 2,5 mm. Las soluciones (1 yl de volumen total para todos los tratamientos) fueron transmitidas en un
periodo de tiempo de 5 minutos a 0,2 pl/min, en donde la aguja permanecié otros 2 min después de la inyeccion en
el sitio de la inyeccion, para minimizar el reflujo del liquido. Después de 24 horas se anestesiaron los ratones y se
perfundieron transcardiacamente con 30 ml de PBS, seguido por 70 ml de una solucién de paraformaldehido al 4%,
una post-fijacion durante 24 horas en el mismo fijador, seguido por una incubacién en sacarosa al 30% durante otras
24 horas. Se cortaron cortes coronales (40 ym) en un microtomo de congelacién y se colocaron sobre portaobjetos
recubiertos con gelatina.

8. Cuantificacion del volumen de las lesiones después de la inyeccion de NMDA

La cuantificacion del volumen de las lesiones estriatales se realizé en base al método descripto por Callaway et al.
(2000). Para ello se prepararon 10 secciones coronales subsiguientes, que comprendian la zona del dafio. La region
danada se visualizé en base al método de Callaway y se cuantificé el volumen de la lesiéon usando un dispositivo
Micro Computer Imaging Device (MCID, Imaging Research Inc., Brock .University, Ontario, Canada).

9. Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica se realizé segun métodos estandar. Secciones coronales fueron sumergidas en una solucién
de 3% H202/10% de metanol durante 5 min, seguido por una incubacion con 5% de suero de cabra normal durante
60 min. Los cortes se incubaron durante la noche o bien con un anticuerpo anti-GFAP (1:1.000; Dako, Carpinteria,
Ca, USA) para la determinacion de astrocitos, con un anticuerpo anti-MAC-1 (1:1.000; Serotec, Raleigh, NC, USA)
para la determinacion de microglias o anticuerpos policlonales antiDSPA (Schering AG, Berlin). Después del lavado
se incubaron los cortes con los anticuerpos secundarios biotinilados correspondientes (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA). A continuacion se realizd una incubacién en un complejo de avidina/biotina (Vector Laborato-
ries, Burlingame, CA, USA) durante 60 min antes de la coloracién final con 3,3'-diaminobencidina/0,03% de H»0».
Los cortes se pasaron luego a un portaobjetos recubierto con gelatina, se secaron, se deshidrataron y se taparon
con permount.

10. Test con respecto al aumento de los dafios tisulares inducidos por la inyeccion de NMDA por la aplicacion
intravenosa de t-PA y DSPA

Para la induccién de dafios tisulares en el cuerpo estriado se inyect6 a los ratones estereotacticamente NMDA. Seis
horas después de la inyeccion de NMDA se aplicaron t-PA o DSPA (100 pl; 10 mg/kg) por una inyeccion en la vena
de la cola. Como control negativo se inyectaron 100 pl de 0,9% NaCl y a continuacién se infundié PBS. Después de
otras 24 hs se sacrificaron los animales y se determiné la extension del dafio tisular neuronal. En un segundo
ensayo se inyect6 NMDA a grupos de prueba de hasta 15 ratones correspondientemente, se les infundié t-PA o
DSPA 24 hs después de la inyeccion de NMDA iV, y se determiné el aumento del dafio tisular
correspondientemente. Para la determinacion del DSPA en el tejido cerebral se tifieron los cortes coronales por
medio de un anticuerpo Anti-DSPA segun métodos esténdar.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2401782 T3

B. Resultados

1. La infusion de t-PA o DSPA se distribuye a través del hipocampo de ratones t-PA -/- y mantiene su actividad
proteolitica

Los primeros ensayos fueron concebidos para confirmar que tanto el DSPA como el t-PA mantienen su actividad
proteolitica durante los 7 dias de la infusidn. Para tal fin se incubaron alicuotas de t-PA y DSPA (100 nmoles) tanto a
37°C como también a 30°C durante siete dias en un bafio de agua. Para determinar la actividad proteolitica, se
sometieron diluciones de las muestras de 5 veces seriadas a un SDS-PAGE con condiciones no reductoras y se
midio la actividad proteolitica por analisis zimograficos. Se tomé como control en cada caso una alicuota de t-PA y
DSPA, que habia quedado congelada durante esos siete dias. Como se puede ver de la Figura 1, hubo sélo poca
pérdida de la actividad de DSPA o t-PA, tanto en la incubacion a 25°C como también a 37°C durante este periodo de
tiempo.

2. La actividad de t-PA y DSPA también se puede encontrar en los extractos de hipocampo de ratones t-PA -/-
después de la infusion

Primero debe determinarse si las proteasas administradas con la infusiéon se encontraban presentes en el cerebro de
los animales tratados y si mantenia alli su actividad proteolitica. Para ello ratones t-PA -/- recibieron durante siete
dias infusiones con t-PA o DSPA (ver mas arriba). Los ratones fueron sacrificados a continuacion por perfusion
transcardiaca con PBS, y se extrajeron los cerebros. Las regiones ipsilaterales y contralaterales del hipocampo
fueron aisladas, igualmente una region del cerebelo (como control negativo). Muestras de tejido (20 pg) fueron
sometidas a un SDS-PAGE y un analisis zimografico segun la descripcion en la parte de métodos. Como se puede
ver de la Figura 2, se midieron tanto actividades t-PA como también DSPA en la zona ipsilateral del hipocampo, en
donde ademas se midié un poco de actividad en el lado contralateral. Esto demostrd que las proteasas infundidas no
s6lo mantienen su actividad en el cerebro, sino que ademés se habian ampliado en la region del hipocampo. En el
control no se determind ninguna actividad en el extracto preparado del cerebelo.

3. Determinacion inmunohistoquimica de DSPA

Para determinar que el DSPA se habia extendido realmente sobre la region del hipocampo, se analizaron
inmunohistoquimicamente secciones de cerebro coronales de ratones t-PA -/-, después de la infusion con DSPA. Se
determind asi un antigeno de DSPA en la region del hipocampo, en donde la region circundante del sitio de la
infusién presentaba la mayor coloracion. Este resultado confirma que el DSPA infundido es soluble y realmente se
encuentra en el hipocampo.

4. La infusién de DSPA no restaura la sensibilidad con respecto a la neurodegeneracion dependiente del acido
kainico in vivo

Los ratones t-PA -/- son resistentes con respecto a la neurodegeneracion dependiente del acido kainico. En cambio
una infusion de rt-PA en el hipocampo lleva a una restauracion completa de la sensibilidad con respecto al dafio
dependiente del acido kainico. Para responder a la pregunta, si el DSPA puede reemplazar al t-PA en este efecto, se
administraron a los ratones t-PA -/- por medio de una bomba miniosmética infusiones con t-PA o DSPA en el
hipocampo. Para ambos grupos se usaron 12 ratones. Dos dias después los animales recibieron inyecciones de
acido kainico en una fase de descanso subsiguiente. Cinco dias después se sacrificaron los animales. Se extrajeron
los cerebros y se procesaron (ver mas arriba). Como controles se infundio a los ratones t-PA -/- PBS antes del
tratamiento con KA (n = 3).

Se prepararon cortes de cerebro coronales y se detectaron las neuronas por la coloracién segun Nissl. Resulté
evidente que los ratones t-PA -/- después de la infusion de PBS eran resistentes con respecto a KA. Las infusiones
con t-PA recombinante llevaron en cambio a una restauracion de la sensibilidad con respecto al tratamiento con KA.
En cambio la infusién de la misma concentracion de DSPA en la region del hipocampo no modificé la sensibilidad de
estos animales con respecto a KA (ver Figs. 4a y 4b).

Se realiz6 una cuantificacion de estos resultados usando 12 ratones en cada grupo. En 2 de los 12 ratones a los que
se infundi6 DSPA observamos algunas neurodegeneraciones reducidas. El motivo de esto ain no esta claro y
posiblemente es independiente de la presencia de DSPA. Los datos combinados consideran el reducido efecto que
se observo en estos dos animales. Los 12 ratones tratados con t-PA eran sensibles con respecto al tratamiento con
KA. Estos resultados muestran que con una infusion de t-PA o DSPAa1 en concentraciones equimolares sélo la
administracion de t-PA lleva a una restauracion de la sensibilidad con respecto a la neurodegeneracion inducida por
KA.

5. La infusion de DSPA no causa activacion de las microglias

La restauracion de la sensibilidad a KA de ratones t-PA -/- después de la infusion de t-PA da por resultado una
activacion de las microglias (Rogove et al., 1999). Para determinar la medida de la activacién de las microglias
después de la infusion de t-PA- o DSPA vy el tratamiento subsiguiente con KA, se sometieron cortes coronales de los
ratones a una coloracion inmunohistoquimica para células microglias activadas usando el anticuerpo Mac-1. La
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restauracion de la sensibilidad a KA después de la infusion de t-PA dio por resultado un claro aumento de las células
positivas a Mac-1. Esto no se observé en los ratones que habian recibido infusiones con DSPA. De este modo la
presencia de DSPA no lleva a una activacion de las células microglias después del tratamiento con KA.

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

La concentracién de t-PA, que se uso para la infusion, se basaba en la concentracién descripta por Tsirka et al
(1995) (100 pl de 0,12 mg/ml [1,85 pM]. Repetimos los experimentos con carga de KA usando una cantidad de t-PA
10 veces mas baja (0,185 uM) y una cantidad mayor de DSPA (18,5 uM). La concentracion mas baja de t-PA aun
podia restaurar la sensibilidad con respecto al tratamiento con KA (n=3). Era especialmente interesante que la
infusién de la concentracion de DSPA 10 veces mayor sélo causd una pérdida neuronal reducida después del
tratamiento con KA. Estos datos indican claramente que el DSPA no aumenta la sensibilidad con respecto a KA.

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

Los efectos de t-PA y DSPA se estudiaron ademas en un modelo de la neurodegeneracion en ratones de tipo
salvaje. La inyeccion de t-PA en el cuerpo estriado de estos ratones lleva a un aumento de los efectos
neurodegenerativos provocados por el NMDA analogo del glutamato (Nicole et al., 2001).

Para ello se administraron inyecciones de NMDA con un volumen total de 1 pl en la regién del cuerpo estriado de
ratones de tipo salvaje en presencia de t-PA o DSPA (46 gM en cada caso). Después de 24 horas se extrajeron los
cerebros y se cuantifico el tamafio de las lesiones segun el método de Callaway (Callaway et al., 2000) (ver mas
arriba). Como se puede ver en la Figura 7, la inyeccion de NMDA sola provoco una lesion reproducible en todos los
ratones tratados (n=4). Si se inyectaban en cambio t-PA y NMDA juntos, entonces aumentaba el tamafio de las
lesiones alrededor de 50% (P<0,01, n=4). Por el contrario, la coinyeccion de NMDA y la misma concentracion de
DSPA, no provocé ningin aumento del tamafio de la lesion, a diferencia de NMDA sola.

Las inyecciones de t-PA o DSPA solas no llevaron a una neurodegeneracion detectable. La falta de efecto de t-PA
en el caso de una administracién individual es consistente con los resultados de Nicole et al. (2001). Estos datos
muestran que la presencia de DSPA, no aumenta adicionalmente la neurodegeneracion incluso durante un proceso
neurodegenerativo.

Para confirmar que la inyeccion de DSPA realmente se extendio en la regidon del hipocampo, se realizaron estudios
inmunohistoquimicos en secciones coronales usando el anticuerpo de DSPA. Los estudios muestran que el DSPA
realmente habia ingresado en la regién estriatal.

Analisis cinético de la activacién del plasmindgeno por el test del cromdégeno indirecto

Los tests de cromogeno indirecto de la actividad t-PA utilizan los substratos LysPlasminogen (American Diagnostica)
y Spectrozyme PL (American Diagnostics) y se realizaron segun Madison E.L., Goldsmith E.J., Gerard R.D., Gething
M.-J., Sambrook J.F. (1989) Nature 339 721-724; Madison E.L., Goldsmith E.J., Gerard R.D., Gething M.J.,
Sambrook J.F. y Bassel-Duby R.S. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87, 3530-3533 asi como Madison E.L.,
Goldsmith E.J., Gething M.J., Sambrook J.F. y Gerard R.D. (1990) J. Biol. Chem. 265, 21423-21426. Los tests se
realizaron tanto en presencia como en ausencia del co-factor DESAFIB (American Diagnostica). DESAFIB, un
preparado de mondémeros de fibrina solubles, se obtuvo por medio de la escisiéon de fibrinbgeno humano de alta
pureza mediante la proteasa batroxobina. La batroxobina escinde la union Argm-GIy17 en la cadena Aa del
fibrinégeno y libera entonces el fibrinopéptido A. El resultante del AA-fibrinégeno en forma de mondmeros de fibrina |
es soluble en presencia del péptido Gly-Pro-Arg-Pro. La concentracion del Lys-Plasminégeno varié en presencia de
DESAFIB de 0,0125 hasta 0,2 uM, en ausencia del co-factor de 0,9 hasta 16 pM.

Tests de cromogeno Indirectos en presencia de diversos simuladores

Los tests estandar de cromdgenos indirectos se realizaron como se menciona en las publicaciones citadas mas
arriba. Para ello se usaron mezclas de 100 pl de volumen total con 0,25-1 ng de enzima, 0,2 uM de Lys-
plasminégeno y 0,62 mM de Spectrozym PL. Los tests se realizaron en presencia de o bien tampédn, 25 ug/ml de
DESAFIB, 100 pg/ml de fragmentos de bromuro de ciandgeno de fibrinégeno (American Diagnostica) o 100 pg/ml
del péptido P368 de 13 aminoécidos estimulador. Los analisis se realizaron en placas de microtitulacién y se midi6 la
densidad optica a 405 nm de longitud de onda durante 1 h cada 30 seg en un "Molecular Devices Thermomax". La
temperatura de reaccion era de 37 °C.

8. DSPA no provoca tampoco con la aplicacion intravenosa un aumento del dafio tisular neuronal

Por la inyeccion de NMDA se indujeron dafos tisulares en el cuerpo estriado de ratones y 6 y 24 horas después se
aplico t-PA o DSPA en forma intravenosa. En comparacion con un control negativo los animales de ensayo
mostraron con una infusioén i.v. de t-PA, 24 horas después de la inyeccién de NMDA un aumento de aprox. 30% de
la zona del tejido dafiada por la inyeccion de NMDA, mientras que el DSPA no causé un aumento del dafio tisular de
este tipo (ver Fig. 18). Por medio de la coloracion de las secciones coronales con un anticuerpo anti-DSPA se pudo
determinar que el DSPA aplicado en forma intravenosa 24 horas después de la inyecciéon de NMDA habia ingresado
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en las zonas del tejido dafiadas (ver Fig. 19). Con una aplicacion intravenosa correspondiente de t-PA o DSPA, 6 hs
después de la inyeccién de NMDA aun no se habia determinado un aumento de la zona de tejido dafiada: esto se
debe probablemente a que la barrera hematoencefalica en este momento de la aplicacién de t-PA o DSPA aun tenia
una funcién de barrera suficiente. EI DSPA no presenta por lo tanto, ain con la aplicacién intravenosa, ningun efecto
colateral neurotéxico.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de DSPAa1 para la preparacion de un producto terapéutico para la aplicacién intravenosa para el tratamiento
del accidente cerebrovascular en el ser humano después de transcurridas tres horas desde el comienzo del
accidente cerebrovascular, caracterizado por una dosificacion entre 62,5 y 230 pg/kg.

2. Uso de DSPAa1 de acuerdo con la reivindicacion 1, para el tratamiento terapéutico del accidente cerebrovascular
en el ser humano después de transcurridas seis horas desde el comienzo del accidente cerebrovascular.

3. Uso de DSPAa1 de acuerdo con la reivindicacion 1, para el tratamiento terapéutico del accidente cerebrovascular
en el ser humano después de transcurridas nueves horas desde el comienzo del accidente cerebrovascular.

4. Uso de DSPAa1 de acuerdo con la reivindicacion 1, para el tratamiento terapéutico del accidente cerebrovascular
en el ser humano entre tres horas y nueve horas desde el comienzo del accidente cerebrovascular.

5. Uso de DSPAa1 de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por una infusion por
goteo.

6. Uso de DSPAa1 de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por una inyecciéon de un
bolo.

7. Uso de DSPAa1 de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por una inyecciéon de un
bolo individual (single Bolus).
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Fig. 4b

Ratones tPA -/-; infusidn de tPA, seguido
de inyeccién de acido kainico (J,)
Ratén N.25 Ratén N.*6

Cortes en serie del hipocampo

Ratén N.° &

Cortes en serie del hipocampo
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. Tejido rescatable como condicién para
Fig. 10 un tratamiento exitoso

trombdlisis .
(+ neuroproteccion)

<

(neuroproteccion sola)

no coincidencia

hinguna terapia

coherente

coincidencia

. tejido cerebral muerto
: tejido cerebral en peligro
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SEQ. ID Nr. 2

CVLLLCGAVF

TYHAHRSDAL
DFQCGQKTLR
LMSPCWVISA
KDYSADTHHN
ITGFGKENST
PQWKEIYPNV

YTRVSHPLPW

SEQ.

‘CVLLLCGAVF

EVRSKRVEHC
CPEGFAGKCC
PYSGRRPDAT
STCGLRQYSQ
ISSCWILSAA
EFDDDTYDND
SGYGKHEALS
RSGGPQANLH
TKVTNYLDWI

SLPRQETYRQ

'QCDRGSNELH

EIDKSKTCYE
QLGLGKHNYC
EPRFHSTGGE
THOFIDYPKK
DIALLKIRSK
DYLYPEQLKM
TDSCOGDSGG
IRSHTKL

ID Nr. 1

SLPRQETYRQ
QCDRGQARCH
BIDTRATCYE
RLGLGNHNYC
PQFHSTGGLF
HCFQERFPPH
IALLQLKSDS
PFYSERLKEA

DACQGDSGGE

RONMRP -

26

‘LARGSBAYGV
QVPSNSCDEP
GNGHFYRGKA
RNPDNRRRPW
FTTIENQPWF
EDYIVYLGRS
EGRCAQPSRT
TVVKLISHRE
PLVCSLQGRM

‘LARGSRAYGV

TVPVKSCSEP
. DQGISYRGTW
.RNPDRDSKPW,

ADIASHPWQA
HLTVILGRTY
SRCAQESSVV
HVRLYPSSRC

LVCLNDGEMT |

ACKDEITQMT
RCQN&GTCVS
STDTMGRPCL
CYVQVGLKPL
AAIYRRHRGG
RLNSNTQGEM
zqrrﬁprsnf
COQPHYYGSE
TLTGIVSWGR

ACKDEITQMT

STAESGAECT
CYVFKAGKYS'
ATFAKHRRSP l
RVVPGEEEQK
RTVCLEPPADL
TSQHLLNRTV
LVGIISWGLG
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Fig. 15 (Tabla 1)

Longitud del hipocampo intacta (mm)

Grupo de tratamiento Cantidad de Lado contralateral Lado ipsolateral Porcentaje
animales
promedio (SEM) promedio (SEM) restante
Infusion de t-PA (1,85 uM) + KA 12 15,99 (0,208) 3,63 (0,458) 22,7*
Infusién de DSPA (1,85 uM) + 11 16,07 (0,124) 13,8 (0,579) 85,87
KA
Infusién de t-PA (1,85 uM) + 3 16,75 (0,381) 17,08 (0,363) 101,97
PBS
Infusiéon de DSPA (1,85 uM) + 3 15,75 (0,629) 15,83 (0,363) 100,50
PBS
Infusion de t-PA (0,185 uM) + 3 15,60 (0,702) 5,07 (1,09) 32,5
KA
Infusién de DSPA (18,5 uM) + 3 16,06 (0,176) 13,80 (1,22) 85,93

KA

* P <0,0001
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Fig. 16 (Tabla 2)

Grupo de
tratamiento

Cantidad de
ratones

VYolumen medio
de lesidn {mm’)

de tipo salvaje (SEM)
NMDA solo 8 1.85 (0.246)
"NMDA +t-PA 8 3.987 (0.293)*
NMDA + DSPA 8 1.656 (0.094) **
t-PA solo 3 0.20 (0.011)
DSPA go10 3 |1 0.185 (0.018)

ﬂ.' P < 0.0001
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-Fig. 17 (Tab. 3)

Paciente NIHSS

Linea base| Postrat. | Dia7 | Dia 30 Dia90 |sAEs
1001 12 7 4 4 |* Reinfarto
1002 9 2 0 0
1003 10 12 10 .
1004 8 4 2 0 0
1005 11 11 4 5 .
1006 |9 1 . .
1007 14 C - - |
2001 19 20 - - - ICH, muerte
2002 15 21 - - - ICH, muerte
3001 8 7 6 5 .
3002 15 16 9 8 -
3003 10 19 21 * - muerte dia 39

29




ES 2401782 T3

s s

Area de lesién (mm2)

‘El_suministro intravenoso de t-PA, pero no
DSPA aumenta el volumen de la lesién
estriatal inducido por NMDA

P<0.04

wom s
ROy
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2000 1
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Ly 4
n=13 (n=15 (n=12)
Figura 18
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DSPA inyectado por via intravenosa después de que la lesion inducida por NMDA atraviese la barrera
hematoencefalica

DSPA intravenoso después de la Inyeccién intraestriatal de Lesién inducida por NMDA sola

lesion inducida por NMDA
DSPA con NMDA (DPSA no inyectado)

A B e

Inmunohistoquimica para DSPA en secciones coronarias de ratones de tipo salvaje
Panel A: ratdn inyectado estereotaxicamente en la regiodn estriatal con NMDA.

24 horas mas tarde, DSPA inyectado en la vena de la cola. Secciones preparadas después de otras 24
horas.

Panel B: Ratén inyectado estereotaxicamente con NMDA + DSPA en la regidon estriatal. Secciones
preparadas 24 horas mas tarde.

Panel C: inyeccion estereotaxica de NMDA solo. Seccion preparada después de 24 horas. La flecha
indica el sitio de inyeccién de NMDA.

FIGURA 19
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Abajo figuran los datos hasta el dia 7 de los primeros 47 pacientes (no ciego); los datos de todos los pacientes del
nivel de dosis de 62,5 ug (ciego y completo con 19 pacientes; 15 Desmoteplase y 4 placebo) y los pacientes de 90
ug (ciego e inicial, 15 pacientes reclutados (3 6 4 en placebo y 10 u 11 en Desmoteplase — distribucién de nimeros
en base a los bloques usados para aleatorizacion; datos agudos completos, datos al dia 7 disponibles de 13
pacientes).

Asignacion de la dosis

Poblacién de pacientes

DIAS: no ciego

- 16 pacientes de placebo

- 17 pacientes tratados con 25 mg (312,5 ug/kg prom.)

- 13 pacientes tratados con 37,5 mg o 50 mg (545,5 pg/kg prom.)

(7 con 37,5 mg, 6 con 50 mg)

DIAS y DEDAS: aun ciego

- 19 pacientes (4 placebo, 15 tratados con 62,5 pg/kg) (DIAS)

- 17 pacientes (= 3 placebo, = 12 tratados con 90 pg/kg) (15 DIAS, 2 DEDAS)
Fig. 20
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La Figura 21 (abajo) describe los datos de linea de base mas relevantes al comparar todos los pacientes reclutados.
Es importante observar que el grupo de 90 ug parece tener mas pacientes de mayor edad (factor de riesgo de
sangrado) y parece haber una tendencia a un periodo posterior de tratamiento. Sin embargo, esto es verdad al
comparar los pacientes “viejos” y los pacientes “nuevos” y es probable debido al hecho de que la ventana de
tratamiento se modificd durante la primera parte del ensayo DIAS. Se produjo un sangrado sintomatico en el grupo
de dosis de 90 ug y ninguno en el nivel de 62,5 ug. NIHSS (gravedad del accidente cerebrovascular) al inicio es
comparable con el grupo de 25 mg. Se cree que ninguna de las diferencias entre los grupos tiene relevancia
estadistica o médica, dado que parece haber una buena superposicion y dispersion entre los grupos.

Observar que los graficos siguientes representan los cuartiles superiores e inferiores. La media se destaca como
una linea prominente. Los graficos azules representan datos del analisis intermedio, los rojos representan el nivel de
62,5 ug y los verdes, el nivel de 90 ug.

Caracteristicas de la linea de base

Poblacion de pacientes

18 540
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i Em
7 g
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La Figura 22 (abajo) describe el tema clave de los aspectos de seguridad del estudio (sl CH). Hubo un sangrado
sintomatico en los 36 pacientes (62,5 y 90 ug/kg de niveles de dosis) al reiniciar el estudio. En comparacion con los
sangrados previos, hay varios aspectos de interés. El sangrado ocurri6 mas bien tarde (28 horas después del
tratamiento), esto parece ser el primer paciente que no tuvo ninguno de los factores de riesgo presentes previos
(edad, alto nivel de glucosa, alto NIHSS). Las transformaciones asintomaticas no parecen mostrar una dependencia
de la dosis, que esta in linea con una alta incidencia casi sustancial en pacientes no tratados, tal como se sabe de
ensayos previamente publicados. El paciente que tenia sICH, mostré signos de reperfusion y a las 4-8 h de MR,

ES 2401782 T3

también signos de transformacién hemorragica asintomatica.

Transformaciones hemorragicas asintomaticas y sintomaticas

Sequridad: ICH v muertes

34

dosis
o 6259kg | SO0ppkgo
LAZE 0 S0mg
transformacion ng 14 7 T 13 14 58
hemorragica 875% 84.7% B3,8% 68.4% _824% 12,0%
asintomatica 2 2 2 6 21 . 14
- . 12.5% 11,8% 18,4% 31,0% 11,8% 17, 1%
sintomdtica ¢ 4 4 o 1 8
25,5% 30,8% 5.9% 11,0%
18 ' 17 13 18 17 B2
100,0% |- 1000% 1000% |  1000% |  4000% | 100,0%
dosis .
| Rbuphg | HOppkgo

. Plecabo . 25mg (3750 S0ma 1 o glagabo | plapabo .

mortalidad muerto [+] -2 5 1 2 - 10

11,9% 38.6% 53% 1,8% 122%

" wivo 18 15 8 KD 15 72

' 100, 0% A8.2% 81,5% B4, 7% BB 2% B7.8%

18 117 | . 13 18 17 !2

1000% | 1000% 100,0% | __1000% 100,0% | 100.0% |
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La Figura 23 describe la abertura del recipiente tal como se midi6 por medio del cambio de TIMI. Como
establecieron algunos de los investigadores en recientes encuentros de investigadores, MRA subestima la abertura
del recipiente. Necesitaremos dirigir esto en la evaluacién con la nueva escalla TISS (esta escala fue disefiada para
el ensayo DIAS y DEDAS, lo cual representa una combinacion de cambios de TIMI y PWI, que se adaptd en base a
los datos de los primeros 47 pacientes y se usa de una manera explorativa). La reperfusion tal como se evalta por
PWI (la Figura 25 da una imagen ligeramente diferente. Se debe tener en mente que la escala de TIMI muestra la
reperfusion de vasos mas grandes solamente, que también puede reflejar una mejora de la microcirculacion. Asi,
parece logico que las lineas temporales y la cinética/magnitud de estas medidas parezcan seguir algoritmos
ligeramente diferentes. Sin embargo, deberian alarmarse si mostraran diferentes direcciones. En ambos modos, el
grupo de 90 ug alcanza valores que son similares a los del grupo de 25 mg, que era el mejor grupo de los “viejos”
pacientes (es decir, el primer grupo de datos no ciegos del analisis intermedio). Es dificil evaluar si la tasa de
apertura “real” es eventualmente mayor o un poco menor, pero definitivamente es mejor en el grupo placebo. Para
los datos en bruto, ver las Tablas 1 y 2 siguientes.

Cambio de TIMI
: : - H 11} 11}
Eficacia: cambio de "TIMI
Comparacidn de "nuevo” y "viejo”
N
dosis :

Lo 62.5ug/kg | 80pghkg o

; Placebo 1 25mo 1 3750 50mg. { g piacabol :
cambio de sin mejora ' 1 8 ] 14 10 49
Tirl 68,8% 57,1% 50,0% 77,8% 71.4% 66.2%
reapertura (>=1) 5 8 8 4 40 25
31,3% 42,9% 50,0% 22,2% 28,6% 33.8%

16 14 12 18 14 74 .

100,0% | 100,0% 100,0 100,0% 100,0% | 100,0%

* juzgado por centro {no cuantitativo)

dos1i_s
62.5ug/ky | 80ugkg o
datos disponibles del : %3’; : 70.09:
analisis c_:entral N=10 154% 30,0%
para el nivel de 90 ug 13 _ 10
___100,0% |- 100,0%

17'3. 23
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Reperfusion tal como se indica por reduccion de PWI

Eficacia: cambio de PWI relativo
Comparacién de "viejo" v "nuevo” '

Tasa de res_pondedores (todos los pacientes)

dosis
30% mas | - . : 82.5up/g | BOpp/kg o
<30% mas pequeiio | pcayy | 25mg 1 arso S0ma Lo placebotl nlecabor
volumen de 0 mas grande ! 12 7 i 3 12 2 I3
déficitde  Ouelalineadebase] gg oy 467% §5,6% §2,3% 60,0% 87.2%
perfusidn 4-8 h >=30% mas pequetio 3 [} 4 oA B 22
. que la linea de h‘qse 20.0% 53.3% L aaA% 7.7% 40,0% 32,8%
TR 15 8 18 | 15 87
. 100,0% | 10D0% 100,0% 1000% | 100,0% | 100,0%
* juzgado por centro: "mas pequefio” vs. "no mas pequefio” gue la linea dosis
de hase _ o - -
. oo | m';n:n
. ' . 1M a
datos disponibles del m% 20
analisis L_‘.entral N=10 03 0%
para el nivel de 90 ug = = -
- L_1000% | _ 100,0%

Fiq.24
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TIMI, PWIy TISS a4-8 h

Eflca0|a cambio de TIMI y PWI

Comparacion de "viejo" ¥ "nuevo"

L]

porcentaje
porcentaje
porcentaje

ur . »=30% 3 i >=30% e reduccion de P
reaperllllra E=1) la Iir:ggsdg%t;usinu que o cambio de TIMI >=2 -

.camhiu de TIMI . volumen de PW1 4-8h - Tiss

La Figura 25 muestra un signo de una curva de dosis-respuesta con forma de campana para PWI pero no para TIMI.
Si bien parece haber un aumento de la dosis para TIMI cuando TIMI y TISS ya muestran una curva con forma de
campana, se puede explicar por el hecho de que TIMI justo aparece en vasos (mas grandes), mientras que PWI y
TISS aparecen en los efectos de reperfusion sobre el tejido. Si bien mayores dosis llevan a una apertura del vaso
mas rapida y completa, esto puede llevar también a cierto dafio de reperfusion que podria ser la razén de la curva
con forma de campana de los resultados de PWI y TISS.

FIG. 25
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La Figura 26 (siguiente) muestra cémo la reperfusion se traduce en la mejora clinica aguda de los pacientes con
accidente cerebrovascular medido como mejora de la escala de accidentes cerebrovasculares NIHSS. Es
sorprendente que ambos de 62,5 pg/kg y 90 ug son mejores que cualquier grupo de dosis 4-8 h después de la
medicacion. Uno podria especular que esto es un indicador de que la lesion por reperfusion ocurrié en las dosis
mayores previas. Esta tendencia se continta hasta el dia 7, donde ambos grupos de dosis son mejores que el mejor
de los grupos previos (25 mg) cuando los sangrados se incluyen o excluyen del analisis. Un punto importante es que
el grupo de dosis 62,5 ug/kg es tan bueno como el grupo de 25 mg y el grupo de 90 pg/kg es mejor que el grupo de
25mgeneldia7.

Mejora de NIHSS 4-8 h después del tratamiento y dia 7

Eficacia: resultados clinicos

7 d de dafio de NIHSS
7 d de dafio de NIHSS

fa

4.8 h de cambio de NIHSS (>0 mejora)

dosis
*ICM sintomatico incluido

Fe 26
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Figura 27: curva de dosis-respuesta hipotética para Desmoteplase en pacientes con accidente cerebrovasvular

Curvas de dosis-respuesta emergentes

eficacia confirmada elevada eficacia confirmada menor
- . i 50mg
arsmg
g 5 5 area de dosis ideal
s & &
=]
g g g
L [ @ .
62.5ug/kg
. 10 io’ ‘ 10 _ %
riesgo de sangrado [%)] riesgo de sangrado [%40] riesgo de sangrado [%4]
Escenario "optimista': Escenario "pesimista™: Cuando se inicia después de
eficacia de 25 mg menor eficacia 62.5pg/kg

T, 27
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A continuacién estan los datos ciegos en bruto del nivel de dosis de 62,5 ug/kg (Tabla 4) y 90 ug/kg (Tabla 5)

Tabla 4: datos clave en bruto de los 19 pacientes en el grupo de dosis de 62,5 ug

Fecha |Pat Datos de linea de base ' Rendimiento 4.8 horas rend.72 | Dia7
— horas NIHSS
No. [NIHSS [Edad| Peso |lnicio |ICH Repert, NIESS \
26.08.02[ 601 9 44 72 5h10m [No- |Neo 6 nosang. |1
: ’ ' no SAB
20.09.02{ 602 8 18 80 8h04m |[No Si 114 no sang. |12
: no SAE -
21.09.02| 603 18 | 42 72 6h50m [No |[No 17 no sang. |11
. - Asi bi no SAE -
- No In cambios 8 no sang. |11
26.09.02} 604 9 |79 15 8h 15m cignifcatives ro san
3000.02[605 | 13 | 71| 90 |4hs4m [No |No ' 13 |nosang. |16
. ho SAE
16.1002/606 | 18 73| 90 | 5h25m [No INo |19 no sang. |1§
171002607 | 18. [ 76| 65 |4nsom (No |No .~ - |28 no sang. |19
. no SAB
30.10.02| 608 8 |67| 91 |9n0om |No |[No s no sang. |6
- MRI no realizado o SAE 17

intubacién 5,5 h v L-
después de rayos X i enl

07.11.02{610 | 15 | 81 74 | 6h00m |No - |No. 8 np;:;g. 8

. . . - 1 8in cambios

131102611 [ 7 [46| 119 |4h1Sm No' | Cgnificativos 7 ::sang. 3.
211102612 | 14 |71 ] 32 |8hiom [No |[Si Reperf parcial” |12 s asint. |2 .
2111.02(613 | 9. {50 | 52 |5h30m [No jsSi 8 s.asint. |9

03.1202/614 | 16 | 65| 67 | sh4om [asin. |si Reperf. parcial |13 [ooSAB 10

08.1202{615 | 8 |64 | 68 |8h30m |No. [No- 8 no sang. |1
B _ |no SAE

11.1202(616 | 14 [ 76| 61 | 5h00m [Ne No 18 no sang. |27
. > no SAE

17.12.02({617 | -8 |53 | 120 | 4b15m [No |No 5 no sang. |14
. ‘ ) ) e no SAB

19202618 | 11 (8 | 85 | 6h00m |asin. |No 11 . |noSAE |8

21202(619 | 16 |70 100 | 7h00m |No _|No 16  [nosang..|15
e 100 SAE

;7328 L’_Ta.l»‘- "!)
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Tabla 5: datos clave en bruto de los primeros 17 pacientes (15 pacientes DIAS y 2 pacientes DEDAS) en el grupo de

dosis 90 ug
Foar [Fae[ oo [ Dses deineadenase 1 Rendiibo A8 hores o) pores | ik
04.01.03 | 701 | Chang s [4 | 53 |8h30m [ No [No 22 :]onssa‘:gs 14
[27.0103| 702 Samson | 19 |81 | 101 [8hS2m | No |No 21 no'sarg 7
29.01.03 | 703 | Hacke 14 | 51 60 | Sh30m | No [SiPWimenar g :zm 5
04.02.03|704 [Rouanet | 6 [32| 83 . 6h00m | No |No 4 o sang. 2
05.02.03|705 |Davalos | 7 |69] 70 -Bhlm_n No |No 5 ;osgis 2
05.02.03| 706 | Davalos 6 [so| 65 |snoom | No [No : 6 o sang 4
07.02.03(707 | Chebrist | 16 80| 52 |3nsom | No afﬁeapemuraen 4 Ezséa;g 1
08.02.03 | 708 | Fazekas 1n |8 90 | 7h00m jasin. . i‘aﬁ’é’ﬁh ?;egr?;fﬁ; T ] 9 |nosSAB 2 _
12.05.03 10§_ Blecic 12 m ! 4b30m |No  |ciertaregresion de PV 711 gssel:.gs ‘|2l
19.02.03| 710 | Levi 9 |8 | 70 | 5h00m | No. fﬂﬁ?@%ﬁfﬁfgcﬂr;; 9 ;L; ssax.gB 3
en PWI )
25.02.03| 711 Davalos | 12 (43| 50 | 8h2m No |No 1 1 Eza;% 6
28.02.03(712 |Bogouss | 17 [ 68 | 70| ShiSm |No No 17 froseng 12
04.03.03|713 | Meves 14 |78 80 5l 10m |No E‘Eﬁggﬁlr;t? murié. Pum. | - - -
10.03.03 1;4 Davalos | 6 (69 ].78 | 6hl0m [asin . 3&?‘?@3&%%?“‘ en |. 4 sang .19
12.03.03{715 |Chabriat | 6 | 75| 78 [ 7h30m |- No [SiPWimenor 4 fposna | 2
27030376 [coang | 18 | 54| 60 | enaom [ssn fRga" T 19 |noSAB
29.03.03| 717 | Hacke i |s2| 8o sh2sm | No No 1
30.03.03 N8 Ludolph | 5 .| 59| S8 | é6hdSm | No Si Reapertura en HRAY 4
22.02.03 (201 [ [72] 9 g‘;tado ~. - — -
"103.03.03 [ 202 12 |70 | .92 | 7h20m |[No " |No o ) 5:‘5{?2225_” min;e
. . El paciente mostrd signos il
rogreaa, o st W
19.03.03|203 | RUNEY 57 | 9h00m | No [SiReaperuraparcialen | 16 - o sang”

no

'7:’3' 28 (Tab.5) -
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