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DESCRIPCION
Candidatos contra la infeccién
Campo de la invencién

Esta invencion se refiere a métodos para la profilaxis, la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades infecciosas
y estados necréticos que afectan a la matriz extracelular, debidos a bacterias. En particular, la invencién se refiere a
tales métodos que dan como resultado una defensa mejorada frente a la infeccion, una mejor limpieza de tejido
necrético asi como la creacion de una remodelacién tisular funcional y estéticamente satisfactoria.

Antecedentes

Las enfermedades infecciosas estan provocadas por patégenos tales como bacterias y virus y organismos
eucariotas que oscilan entre protozoos y hongos unicelulares, y metazoos complejos grandes tales como gusanos
parasitos. Las bacterias patégenas pueden contener factores de virulencia que median en interacciones con el
huésped, provocando respuestas particulares de las células huésped que promueven la replicacién y propagacion
del patégeno. Los virus se basan en subvertir la maquinaria de la célula huésped para producir sus proteinas y
replicar sus genomas. Los patdgenos colonizan a menudo el huésped adhiriéndose a o invadiendo las superficies
epiteliales que estan en contacto directo con el entorno. Los virus se basan en gran medida en endocitosis mediada
por receptor para su entrada en la célula huésped, mientras que las bacterias aprovechan la adhesion celular y rutas
fagociticas (1). Los hongos, protozoos y otros parasitos eucariotas patdgenos normalmente pasan a través de varias
formas diferentes durante el transcurso de la infeccion; se requiere habitualmente la capacidad para cambiar entre
estas formas para que los parasitos puedan sobrevivir en un huésped y provocar enfermedad.

Durante las horas y dias iniciales de exposicion del huésped a un nuevo patdgeno, el sistema inmunitario innato es
la primera linea de defensa contra patdgenos invasores. Sin embargo, también se requiere el inicio de respuestas
inmunitarias adaptativas especificas. Las respuestas inmunitarias innatas se basan en la capacidad del organismo
para reconocer rasgos conservados de patdégenos que no estan presentes en el huésped no infectado. Estos
incluyen muchos tipos de moléculas sobre superficies microbianas y el ARN bicatenario de algunos virus. Moléculas
de superficie de microorganismos también activan el sistema del complemento seleccionando como diana estos
organismos para su fagocitosis por macréfagos y neutrdfilos, y produciendo una respuesta inflamatoria.

Las bacterias han desarrollado diferentes estrategias para escapar de los fagocitos. Por ejemplo, pueden inhibir la
quimiotaxis y fagocitosis, destruir o colonizar los fagocitos. Las células fagociticas usan una combinacién de enzimas
de degradacion, péptidos antimicrobianos y especies reactivas de oxigeno para destruir los microorganismos
invasores (2). Ademas, liberan moléculas de sefalizacion que desencadenan una respuesta inflamatoria y
comienzan a reunir las fuerzas del sistema inmunitario adaptativo. Las bacterias, por otro lado, han desarrollado
diferentes estrategias dirigidas contra el sistema inmunitario adaptativo tales como mimetismo molecular, supresion
de anticuerpos, esconderse dentro de células o liberacién del antigeno al torrente sanguineo (3).

Los patégenos intracelulares, incluyendo todos los virus y muchas bacterias y protozoos, se replican dentro de una
célula huésped, que invaden mediante uno de una variedad de mecanismos. Los virus se basan en gran medida en
endocitosis mediada por receptor para su entrada en la célula huésped, mientras que las bacterias aprovechan la
adhesion celular y rutas fagociticas. Los protozoos emplean estrategias de invasiéon Unicas que requieren
habitualmente un gasto metabdlico significativo. Una vez dentro, los patdgenos intracelulares buscan un nicho que
sea favorable para su replicacion, alterando frecuentemente el trafico por la membrana de la célula huésped y
aprovechando el citoesqueleto para el movimiento intracelular.

Staphilococcus aureus es un microorganismo asociado frecuentemente a artritis bacteriana, que da como resultado
inflamacién sinovial, destrucciéon de hueso y cartilago y en ultima instancia deformidad articular. Se ha observado
que diversas especies animales incluyendo mamiferos, aves y reptiles desarrollan artritis por S. aureus espontanea
y por tanto son posibles modelos para la induccion de la enfermedad.

El sistema activador del plasminégeno (PA) es un sistema proteolitico general que se ha sugerido que desempefia
un importante papel en el desarrollo de diferentes tipos de artritis. El plasmindgeno puede activarse para dar la
proteasa de amplio espectro plasmina mediante cualquiera de los dos PA fisioldgicos, PA de tipo tisular (tPA) o PA
de tipo urocinasa (uPA).

La otitis media se define como estados inflamatorios del oido. La otitis media es la enfermedad infantil mas comun
excepto el resfriado comun. El factor etiolégico mas importante relacionado con la otitis media son infecciones
bacterianas o virales del tracto respiratorio superior. La otitis media es generalmente una enfermedad benigna y
autolimitante, pero a pesar de esto, la tasa de prescripcion de antibidticos es alta. De hecho, los efectos de
antibiéticos en la curacion de la otitis media carecen de pruebas y hasta el momento la intervencién quirdrgica es la
terapia de eleccion para el tratamiento de otitis media aguda recurrente (AOM) y otitis media crénica u otitis media
con efusiéon (OME).
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Se conoce ampliamente que la colonizacidon inmediata por la flora de la piel nhormal del paciente (por ejemplo S.
aureus y Streptococcus pyogenes) se produce tras una lesion. Especialmente tras la introduccion de la penicilina G
a principios de la década de 1950, que dio como resultado la practica eliminacién de Streptococcus pyogenes como
causa de infeccidn en pacientes con lesiones térmicas, S. aureus se convirtié en el principal agente etioldgico de la
infeccion de heridas. Por tanto, S. aureus es una de las especies de bacterias mas comunes en la infecciéon de
heridas abiertas. Heridas por incision y heridas por quemaduras son los tipos de heridas mas comunes observados
en la practica clinica.

Los antibidticos y otros farmacos antimicrobianos se han usado ampliamente en tratamiento de enfermedades
infecciosas desde la época de la Segunda Guerra Mundial. El éxito de los antimicrobianos contra microbios que
provocan enfermedades esta entre los grandes logros de la medicina moderna. Sin embargo, muchos
antimicrobianos no son tan eficaces como solian serlo debido al desarrollo de farmacorresistencia. Un factor clave
en el desarrollo de resistencia a antibidticos es la capacidad de los organismos infecciosos para adaptarse
rapidamente a las nuevas condiciones del entorno. A lo largo del tiempo, algunas bacterias han desarrollado modos
de sortear los efectos de los antibidticos. Se cree que el uso generalizado de antibidticos ha estimulado
evolutivamente adaptaciones que permiten a las bacterias sobrevivir a estos poderosos farmacos. La resistencia
antimicrobiana proporciona un beneficio de supervivencia a los microbios y hace mas dificil eliminar infecciones del
organismo. En ultima instancia, la creciente dificultad en la lucha contra los microbios conduce a un aumento del
riesgo de adquirir infecciones en un hospital u otro entorno. Enfermedades tales como tuberculosis, gonorrea,
malaria e infecciones del oido infantiles son ahora mas dificiles de tratar de lo que eran tan sé6lo hace unos cuantos
afios. La farmacorresistencia es un problema especialmente dificil para hospitales que albergan pacientes
gravemente enfermos que no pueden luchar contra las infecciones sin la ayuda de antibidticos. El uso intenso de
antibidticos en estos pacientes selecciona cambios en bacterias que ocasionan farmacorresistencia.
Desafortunadamente, esto empeora el problema produciendo bacterias con una mayor capacidad para sobrevivir
incluso en presencia de los antibidticos mas fuertes. Estas bacterias resistentes a farmacos incluso mas fuertes
continuan aprovechandose de pacientes hospitalarios vulnerables. Por tanto, hay una conciencia creciente de que
son altamente necesarias estrategias terapéuticas novedosas para mejorar la defensa contra la infeccion.

La necrosis es el nombre dado a la muerte no programada o accidental de células y tejido vivo. Esta menos
ordenada que la apoptosis, que es parte de la muerte celular programada. En contraposicion a la apoptosis, la
limpieza de residuos celulares resultantes de la necrosis por fagocitos del sistema inmunitario es generalmente mas
dificil, ya que la muerte desordenada generalmente no envia sefiales celulares de “comeme” que indiquen a los
fagocitos cercanos que engullan la célula moribunda. Esta falta de sefializacién hace mas dificil que el sistema
inmunitario localice y recicle las células muertas que han muerto a través de necrosis que si la célula hubiese
experimentado apoptosis. La liberacidon del contenido intracelular tras el dafio a la membrana celular es la causa de
inflamacién en la necrosis.

Hay muchas causas de necrosis incluyendo lesion, infeccién, cancer, infarto, envenenamiento e inflamacion. El dafio
grave a un sistema esencial en la célula conduce a dafo secundario a otros sistemas, una denominada “cascada de
efectos”. La necrosis estd provocada por enzimas especiales que se liberan por lisosomas que pueden digerir
componentes celulares o la propia célula completa. Las lesiones recibidas por la célula pueden comprometer la
membrana de los lisosomas, o pueden dar lugar a una reaccion en cadena desorganizada que provoca la liberacion
de enzimas. A diferencia de la apoptosis, las células que mueren por necrosis pueden liberar productos quimicos
perjudiciales que dafan a otras células. La necrosis del material de biopsia se detiene mediante fijacion o
congelacion.

Actualmente hay cuatro métodos terapéuticos principales para curar la necrosis. El primero es eliminacion
quirargica, que es el mas rapido, y por tanto se recomienda cuando estan presentes areas necroéticas grandes o
costras gruesas. El segundo es eliminacién mecanica, que incluye hidroterapia, dextranémeros e irrigacién de
heridas. El tercero es eliminacién enzimatica |, la enzima usada es principalmente colagenasa (por ejemplo: Santyl),
sin embargo, el efecto es demasiado lento cuanto esta presente infeccion; y en cuarto lugar es a través de un
método autolitico, que es por medio de enzimas en el fluido de la herida pero el efecto es extremadamente lento. Sin
embargo, ninguno de los cuatro métodos de tratamiento proporciona una remodelacion tisular y eliminacion de la
necrosis funcional y estéticamente satisfactoria. Por tanto, hay una gran necesidad de una estrategia terapéutica
novedosa para lograr una eliminacion exitosa de la necrosis.

Los métodos terapéuticos actuales para tratar infecciones tales como artritis bacteriana, infeccion de heridas
abiertas, otitis media y necrosis tienen inconvenientes tal como se comentd anteriormente. Por tanto, hay una gran
necesidad en la técnica de estrategias mejoradas para tratar infecciones en general.

Sumario de la invencion

La presente invencion se refiere al sorprendente descubrimiento de que componentes de la ruta de activaciéon del

plasminégeno, y compuestos con la capacidad para activar el plasminégeno, pueden usarse para estrategias nuevas
y mejoradas para enfermedades infecciosas y necrosis de tejidos. Un aspecto de la invencion se refiere a la
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capacidad del plasmindgeno, u otros miembros de la ruta de activacion del plasminégeno o compuestos con la
capacidad para activar el plasmindégeno, para desempefiar un papel en la proteccion frente a por ejemplo artritis
inducida por S. aureus e infeccion de heridas abiertas activando células inflamatorias, destruyendo bacterias,
eliminando tejido necrético y potenciando la expresion de citocinas. Tales estados de infeccion incluyen ademas
enfermedades infecciosas y otras enfermedades en las que se observa comunmente infeccion de tejido, por ejemplo
durante la defensa frente a infecciones especificas de tejido, defensa frente a infecciones en todo el cuerpo,
infecciones agudas, infecciones crénicas, Ulceras cronicas, infeccion de heridas abiertas y Ulceras diabéticas.

En determinadas realizaciones, la invencion se refiere a un método para la profilaxis, la prevencion y/o el tratamiento
de una enfermedad infecciosa que comprende administrar una cantidad eficaz de un compuesto que es un
componente de la ruta de activacion del plasmindgeno o tiene la capacidad para activar el plasminégeno
directamente o mediante la ruta de activacion del plasminégeno.

La enfermedad infecciosa bacteriana se selecciona de artritis bacteriana, neumonia, lesiones en los 6rganos
respiratorios provocadas por lesiones en los tejidos articulares provocadas por infecciones, preferiblemente artritis
bacteriana.

En determinadas realizaciones, la composicion comprende una combinacion de dos o mas compuestos. En
determinadas realizaciones, la composicion comprende ademas al menos un agente antibidtico.

En realizaciones adicionales, el agente antibidtico se selecciona del grupo que consiste en tetraciclinas, anfenicoles,
beta-lactamas, penicilinas, sulfonamidas, macrélidos, lincosamidas, estreptogaminas, estreptomicinas, quinolonas y
metronidazoles.

En determinadas realizaciones, el sujeto es mamifero, y en particular un ser humano. En realizaciones adicionales,
el sujeto es deficiente en plasmina o plasmindgeno. La deficiencia puede ser congénita, adquirida y/o local.

En determinadas realizaciones, el compuesto se administra por via sistémica, por via local, por via topica, por via
intravenosa, por via intramuscular, por via subcutanea, mediante inhalacién, por via intratecal, mediante inyeccion
local, mediante inyeccion intraarticular o por via rectal. En una realizacién preferida se usan administracion topica y/o
inyeccion local.

En determinadas realizaciones, el compuesto se administra en combinacion con un portador polipeptidico adecuado
y/o uno o mas agentes estabilizantes.

Aun en realizaciones adicionales, el compuesto se administra a una dosis de 0,0001 a aproximadamente 1 g,
preferiblemente de 0,005 mg a aproximadamente 100 mg, mas preferiblemente desde aproximadamente 0,05 hasta
aproximadamente 50 mg. La dosis en mg esta en relacién con los centimetros cuadrados de area infectada (es decir
mg/centimetros cuadrados de area infectada).

En realizaciones adicionales, la administraciéon del compuesto se repite al menos una vez, preferiblemente al menos
cada dia.

En realizaciones adicionales, la administracion se realiza aplicando un vendaje para heridas, que comprende el
compuesto de la presente invencién, a un area infectada.

En realizaciones adicionales, la invencién se refiere a un método para la profilaxis, la prevencion y/o el tratamiento
de una enfermedad infecciosa, que comprende administrar una composicion farmacéutica que comprende una
cantidad eficaz de un compuesto adecuado a un sujeto que necesita tal tratamiento.

En determinadas realizaciones, la invencion se refiere a una composicién farmacéutica para la profilaxis, la
prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad infecciosa que comprende una cantidad eficaz de un compuesto
adecuado.

En determinadas realizaciones, la invencién se refiere a un kit para su uso en la profilaxis, la prevencion y/o el
tratamiento de una enfermedad infecciosa que comprende una cantidad eficaz de un compuesto adecuado y al
menos un agente antibiético o antimicoético, en viales separados.

Descripcion de la invenciéon

Los presentes resultados en el oido mostraron que el plasminégeno desempefia un papel en la proteccion frente al
desarrollo espontaneo de otitis media crénica. Los presentes resultados también sugieren el uso de plasminégeno
para la terapia clinica de determinados tipos de otitis media. Por tanto, estos hallazgos sugieren que componentes
de la ruta de activacion de plasmindgeno tienen un papel en la prevencion y el tratamiento de cualquier enfermedad
infecciosa como factor proinflamatorio novedoso. En particular, los efectos proinflamatorios de componentes de la
ruta de activacion de plasminégeno incluyen activacion de células inflamatorias, destruccion de bacterias,
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eliminacion de tejido necroético y aumento de la expresion de citocinas y mejora de la remodelacion tisular apropiada.
Esta conclusidon se extrae basandose en la comprension del mecanismo de defensa del huésped global frente a
todos los patégenos infecciosos, las enfermedades infecciosas extensas y versatiles inducidas por S. aureus, que es
la especie bacteriana principal usada en los estudios, y diversos modelos de infeccién estudiados en esta solicitud
de patente (incluyendo artritis infecciosa, infeccién inducida por quemaduras, infeccion inducida por incision y otitis
media).

Las enfermedades infecciosas provocan actualmente aproximadamente un tercio de todas las muertes de seres
humanos en el mundo, mas que todas las formas de cancer combinadas. Muchos tipos de patégenos provocan
enfermedad en seres humanos. Los mas familiares son virus y bacterias. Otros patégenos infecciosos son
organismos eucariotas, que oscilan entre protozoos y hongos unicelulares, hasta metazoos complejos grandes tales
como gusanos parasitos. Cada patégeno individual provoca enfermedad de un modo diferente, lo que hace que sea
reto comprender la biologia basica de la infeccion. Sin embargo, todos los patégenos comparten la capacidad de
interaccionar con células huésped en modos que promueven la replicaciéon y propagacion del patégeno, pero estas
interacciones huésped-patégeno son diversas. Los patégenos colonizan a menudo el huésped adhiriéndose a o
invadiendo a través de las superficies epiteliales tales como la superficie de la piel que esta en contacto directo con
el entorno. Los patdgenos intracelulares, incluyendo todos los virus y muchas bacterias y protozoos, se replican
dentro de una célula huésped, que invaden por uno de una variedad de mecanismos. Los virus se basan en gran
medida en endocitosis mediada por receptor para su entrada en la célula huésped, mientras que las bacterias
aprovechan la adhesion celular y rutas fagociticas. Los protozoos emplean estrategias de invasion Unicas que
requieren habitualmente un gasto metabdlico significativo. Una vez dentro, los patégenos intracelulares buscan un
nicho que sea favorable para su replicacion, alterando frecuentemente el trafico por la membrana de la célula
huésped y aprovechando el citoesqueleto para el movimiento intracelular. Ademas de alterar el comportamiento de
las células huésped individuales, los patdgenos alteran frecuentemente el comportamiento del organismo huésped
en modos que favorecen la propagacién a un nuevo huésped. Los patdgenos evolucionan rapidamente, de manera
que emergen nuevas enfermedades infecciosas frecuentemente, y antiguas enfermedades adquieren nuevos modos
de evadir los intentos humanos de tratamiento, prevencion y erradicacion. Ademas, con el gran progreso contra
enfermedades infecciosas tales como vacunas y antibidticos, los patégenos también han desarrollado
farmacorresistencia a través de 1) producir una enzima que destruye el farmaco, 2) alterar la diana molecular del
farmaco de manera que ya no es sensible al farmaco o 3) impedir el acceso a la diana. Por tanto, los patdégenos
resistentes a farmacos son un problema creciente.

A pesar de los diversos modos en los que los patégenos se han desarrollado para invadir seres humanos, sélo hay
patrones limitados en los que la maquinaria de defensa del huésped reacciona frente a la infeccién. La maquinaria
de defensa del huésped incluye tanto el sistema inmunitario adaptativo como el sistema inmunitario innato. Mientras
que el sistema inmunitario adaptativo recuerda encuentros previos con patégenos especificos y los destruye con la
ayuda del sistema inmunitario innato cuando vuelven a atacar, el sistema inmunitario innato no es especifico para un
patégeno particular del modo en el que el sistema inmunitario adaptativo lo es. Por tanto, el sistema inmunitario
innato es la primera linea de defensa frente a patdgenos invasores y se requiere también para iniciar respuestas
inmunitarias adaptativas especificas.

Las respuestas inmunitarias innatas se basan en la capacidad del cuerpo para reconocer caracteristicas
conservadas de patégenos que no estan presentes en el huésped no infectado. Estas caracteristicas incluyen, por
ejemplo, la pared celular de peptidoglucanos y flagelos de bacterias, asi como lipopolisacaridos (LPS) en bacterias
Gram-negativas y acidos teicoicos en bacterias Gram-positivas, zimosano, glucano y quitina en las paredes
celulares de hongos y ARN bicatenario de la mayoria de los virus. Muchas de estas moléculas especificas de
patdgenos se reconocen por proteinas receptoras de tipo Toll en células inflamatorias. En vertebrados, moléculas de
superficie microbianas también activan el complemento, un grupo de proteinas sanguineas que actian
conjuntamente rompiendo la membrana del microorganismo, seleccionando como diana microorganismos para su
fagocitosis por macréfagos y neutréfilos y produciendo una respuesta inflamatoria. Las células fagociticas usan una
combinacién de enzimas degradativas, péptidos antimicrobianos y especies reactivas de oxigeno para destruir los
microorganismos invasores. Las células inflamatorias también degradan el tejido necrético formado a consecuencia
de la infeccion a través de enzimas internas o de secrecion. Ademas, liberan moléculas de sefalizacién que
desencadenan una respuesta inflamatoria y comienzan a reunir las fuerzas del sistema inmunitario adaptativo.
Células infectadas con virus se reconocen por macréfagos a través de células muertas/moribundas, receptores de
tipo Toll y defensinas. Estos macréfagos responden ademas secretando citocinas inflamatorias, hidrolizando
proteinas virales en fagolisosomas y presentan las proteinas virales a las proximidades de ganglios linfaticos y el
bazo para activar mas células inflamatorias. El sistema del complemento también puede reconocer los virus, activar
las células inflamatorias para destruir el virus e inducir ademas al sistema inmunitario adaptativo para que genere
anticuerpos.

Tal como se comentd anteriormente, en el sistema inmunitario innato, las células inflamatorias (neutréfilos y
macréfagos) desempeifian el papel central en la defensa del huésped frente a todos los tipos de infeccion, que
oscilan entre virus y bacterias, protozoos y hongos unicelulares, y metazoos complejos grandes tales como gusanos
parasitos. Las células inflamatorias buscan activamente, engullen y destruyen patégenos directamente o a través de
una variedad de receptores de superficie celular tales como receptores de tipo Toll y receptores del complemento. Si
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un patégeno es demasiado grande tal como parasitos grandes, un grupo de macroéfagos y neutréfilos se reuniran
alrededor del invasor. Macréfagos activados también reclutan células fagociticas adicionales a los sitios de infeccion.
Células inflamatorias también secretan una variedad de moléculas de sefializacién para mediar en y amplificar la
respuesta inflamatoria. En la respuesta inmunitaria adaptativa mediada por células B contra patégenos infecciosos,
el anticuerpo recién generado se une a los antigenos en los patégenos a través de su fragmento Fab y a los
receptores de superficie (FCR) en las células inflamatorias (principalmente macréfagos) a través de su fragmento Fc
y por tanto unen las células inflamatorias a patégenos y ademas los destruyen.

Basandose en el descubrimiento dado a conocer, la administracion de plasmindgeno y sus derivados desempefia un
papel pluripotente en la proteccion frente a por ejemplo artritis bacteriana inducida por S. aureus, infeccién de
heridas abiertas y otitis media activando células inflamatorias, destruyendo bacterias, eliminando tejido necrotico,
potenciando la expresion de citocinas y promoviendo una remodelacion tisular normal. Todos estos efectos son
diferentes aspectos de las potentes funciones que ejercen células inflamatorias frente a todo tipo de infecciones. Se
ha desarrollado una hipotesis de trabajo para explicar todos los datos que se tienen. En esta hipédtesis, el punto
clave es que el plasmindgeno potencia la actividad de células inflamatorias y por tanto media en los procesos tales
como destruccion de bacterias, eliminacién de tejido necrético, potenciacién de la expresién de citocinas y
promociéon de una remodelacion tisular normal. Tal como se indicd anteriormente, las células inflamatorias
(neutrdfilos y macrofagos) desempefan el papel central en la defensa del huésped frente a todo tipo de infeccion,
que oscilan entre virus y bacterias, protozoos y hongos unicelulares, y metazoos complejos grandes tales como
gusanos parasitos. Por tanto, los descubrimientos notificados en la invencion actual apoyan la conclusion de que el
plasmindgeno y sus derivados son candidatos a farmacos novedosos en la defensa del huésped frente a todas las
enfermedades infecciosas y necrosis.

Se han mostrado ejemplos de esta invencién para demostrar los potentes papeles antiinfecciosos del sistema
actlvador de plasminégeno desde diferentes angulos y en diferentes modelos. El ejemplo 1 demuestra que ratones
pIg tlenen destruccion de tejido mucho mas grave e inflamacion crénica mas grave en comparacion con ratones
pIg " tras la induccién de artritis bacteriana. Estos ratones plg/ tienen también una alteracion en la destruccion de
bacterias (ejemplo 3) y niveles inferiores de expresion de IL-10 (ejemplo 9), pero la |nf||traC|on de las articulaciones
infectadas por macréfagos y neutréfilos no esta abiertamente alterada en ratones pIg (ejemplo 4). El tratamiento
con antlblotlco destruye las bacterias y reduce la inflamacién, pero no disminuye la formacion de tejido necrético en
ratones pIg (ejemplo 2). Sin embargo, la complementacién sistémica o local de ratones plg con plasminégeno
humano (Plgh) restaur6 la defensa normal del huésped frente a artritis bacteriana inducida por S. aureus (ejemplos 5
y 6) y aumentd la expresion de protelna IL-6 en las articulaciones de rodilla infectadas (ejemplo 8). La
complementacién local de ratones plg con plasminégeno humano potencia la defensa del huésped frente a la
infeccion por S. aureus (ejemplo 7), lo que indica fuertemente que el plasmindgeno es un agente antiinfeccion
excelente superior a los antibidticos y puede usarse eficazmente en animales normales de tipo natural. La
importancia del sistema de activacion de plasmindgeno en la defensa del huésped y remodelacion tisular contra la
infeccion se demuestra ademas por el uso de ratones uPA™ (ejemplo 10). El ejemplo 10 muestra que factores que
activan el plasmindgeno también pueden ser utiles como agente terapéutico ya que el plasminégeno parece ser
menos eficaz en ausencia de un activador. Ademas, los papeles esenciales del plasmlnogeno en la defensa del
huésped frente a la infeccion se confirmaron adicionalmente mediante el uso de ratones plg en otro modelo de
artritis bacteriana (inyeccion i.v. de bacteria, ejemplos 11y 12) y otros dos modelos de infeccion de heridas abiertas,
herida por incision (ejemplo 13) y herida por quemaduras por escaldadura (ejemplo 14). La investigacion del
desarrollo espontaneo de otitis media indica que todos los ratones plg estudiados tienen infeccién de oido mientras
que todos los ratones plg h permanecieron no infectados (ejemplo 17). La recuperamon de bacterias de los tejidos
del oido demuestra que solo se identifico 1 tipo de bacterias en 1 de 6 ratones pIg , mientras que se identificaron 4
tipos de bacterias en 5 de 6 ratones pIg (ejemplos 15 y 16). Globalmente, estos ejemplos han caracterizado los
papeles pluripotentes del plasmindégeno a partir de diversos aspectos antiinfecciosos y apoyan fuertemente la
conclusion de que el plasmindgeno y sus derivados son candidatos a farmacos novedosos en la defensa del
huésped frente a todas las enfermedades infecciosas.

Puesto que los compuestos de plasmindégeno y métodos de la presente invencidon proporcionan una respuesta
inflamatoria dirigida a infeccion o estados necréticos, los compuestos y métodos de la presente invencién pueden
proporcionar una defensa frente a todas las enfermedades infecciosas, especialmente enfermedad infecciosa
bacteriana, y necrosis. Tales estados de infeccion incluyen enfermedades infecciosas y otras enfermedades en las
que se observa comunmente infeccion de tejido, por ejemplo durante la defensa frente a la infeccion, ulceras
cronicas y Ulceras diabéticas. Tales necrosis existen no sélo en el modelo de enfermedad estudiado por el presente
documento, sino también otros tipos de enfermedades que también pueden inducir necrosis de tejido, tales como
necrosis de la cabeza femoral avascular, necrosis papilar, osteonecrosis de cadera, necrosis cortical renal, necrosis
tubular aguda, necrosis retiniana aguda, necrosis tubular aguda, infarto de miocardio, necrosis pancreatica, colitis
isquémica, fascitis necrotizante. Hay muchas causas de necrosis incluyendo lesion, infeccion, cancer, infarto,
envenenamiento, heridas de cicatrizacién lenta y no cicatrizantes, diabetes e inflamacion. Ademas, se descubri6é que
persisten permanentemente todas de inflamacion grave, destruccion de tejido, necrosis y crecimiento bacteriano en
animales deficientes en plasmindgeno, ofreciendo por tanto un modelo novedoso para estudiar la infeccion
bacteriana y necrosis de tejido, y métodos de seleccion para identificar y evaluar farmacos y métodos de tratamiento
para potenciar la infeccién bacteriana y necrosis de tejido.
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Por consiguiente, en un primer aspecto la invencién se refiere al uso de un compuesto que es un componente de la
ruta de activacion de plasminégeno o un compuesto que tiene la capacidad para activar plasminégeno o bien
directamente o bien indirectamente mediante la activacién de un componente aguas arriba de la ruta de activacion
de plasminégeno para la fabricacion de una composicion farmacéutica para la profilaxis, la prevenciéon y/o el
tratamiento de una enfermedad infecciosa.

En una realizacién preferida el componente de la ruta de activacion de plasmindégeno se selecciona de
plasmindgeno, plasmina recombinante humana, Lys-plasmindgeno, Glu-plasminégeno, plasmina, variantes y
analogos de plasminégeno y plasmina que comprenden uno o mas de los dominios kringle y proteasa de
plasminégeno, mini-plasmindgeno.

En otra realizacion preferida el compuesto con la capacidad para activar plasmindégeno se selecciona de
estreptocinasa, saruplasa, alteplasa, reteplasa, tenecteplasa, anistreplasa, monteplasa, lanoteplasa, pamiteplasa,
estafilocinasa y formas recombinantes y variantes de los componentes de la ruta de activacion de plasminégeno.

En general, el componente de la ruta de activacién de plasminégeno o el compuesto con la capacidad para activar
plasminégeno puede administrarse por via sistémica, por via local, por via tdpica, por via intravenosa, por via
intramuscular, por via subcutanea, mediante inhalacion, por via intratecal, mediante inyeccion local, mediante
inyeccion intraarticular o por via rectal. En una realizacién preferida, se usan administracion tépica y/o inyeccion
local.

Ademas, el componente de la ruta de activacion de plasmindgeno o el compuesto con la capacidad para activar
plasminégeno puede administrarse en combinacién con un portador polipeptidico adecuado tal como albumina,
gelatina y similares y/o uno o mas agente(s) estabilizante(s) tal(es) como un detergente, una ciclodextrina, un
sacarido, dimetilsulféxido, glicerol, etilenglicol, propilenglicol, un antioxidante, un quelante de metal, un inhibidor
enzimatico y similares. Tales aditivos pueden usarse para mejorar la estabilidad del producto de muchos modos,
incluyendo minimizando la adsorcién/absorcion, reduciendo la agregacion, mejorando la solubilidad, reduciendo la
oxidacion y reduciendo la degradacién. Se conocen ampliamente en la técnica métodos para idear un portador
adecuado para una proteina dada.

Ademas, a modo de ejemplo el componente de la ruta de activacién de plasminégeno o el compuesto con la
capacidad para activar plasmindégeno puede administrarse a una dosis de 0,0001 a aproximadamente 1 g,
preferiblemente de 0,005 mg a aproximadamente 100 mg, mas preferiblemente desde aproximadamente 0,05 hasta
aproximadamente 50 mg. La dosis en mg esta en relacion con los centimetros cuadrados de area infectada (es decir
mg/centimetros cuadrados de area infectada)

Ademas, la administracion del componente de la ruta de activacion de plasmindgeno o el compuesto con la
capacidad para activar plasminégeno puede por ejemplo repetirse al menos una vez, preferiblemente al menos cada
dia.

En el contexto de la presente invencién y el alcance de las reivindicaciones, el sujeto puede ser cualquier sujeto
mamifero, especialmente un sujeto humano.

Ademas, en ofra realizacion preferida la enfermedad infecciosa es una enfermedad infecciosa bacteriana.

Especialmente, la enfermedad infecciosa bacteriana se selecciona de artritis bacteriana, infecciones tales como
neumonia, lesiones en los érganos respiratorios provocadas por infecciones, infecciones secundarias a las lesiones
en los tejidos articulares provocadas por infecciones Especialmente, tal como se ilustra mediante los ejemplos
adjuntos, la invencién es eficaz para tratar artritis bacteriana.

Staphilococcus aureus es el microorganismo mas frecuentemente asociado con artritis bacteriana, que da como
resultado inflamacion sinovial, destruccién de cartilago y hueso y finalmente deformidad articular.

La artritis bacteriana es una enfermedad articular rapidamente progresiva y altamente destructiva en seres humanos.
Todas las enfermedades articulares destructivas, incluyendo trastornos inflamatorios tales como artritis reumatoide,
estan vinculadas con un aumento de la incidencia de artritis bacteriana. Determinadas formas de terapia tales como
implantes articulares y tratamiento inmunosupresor presentan un aumento de la frecuencia de artritis bacteriana. S.
aureus es el agente causante en aproximadamente el 60% de los casos de artritis bacteriana no gonocécica. En
pacientes con enfermedades reumaticas, este valor es incluso superior, aproximandose al 75%. Se han usado
previamente modelos de laboratorio de artritis bacteriana. En la mayoria de los casos, se han inyectado bacterias
por via intraarticular. La morbimortalidad debida a infecciones por S. aureus en las articulaciones sigue siendo alta a
pesar del uso de antibidticos mas nuevos. El aumento de prevalencia de la resistencia a multiples antibiéticos en S.
aureus es un problema de salud publica importante. Por tanto, hay una gran necesidad de un agente potente,
novedoso, que pueda aumentar significativamente la defensa del huésped.
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Se conoce ampliamente que la colonizacién inmediata por la flora de la piel normal del paciente (por ejemplo S.
aureus y Streptococcus pyogenes) se produce tras una lesion. Especialmente tras la introduccion de la penicilina G
a principios de la década de 1950, que dio como resultado la practica eliminacién de Streptococcus pyogenes como
causa de infeccidn en pacientes con lesiones térmicas, S. aureus se convirtié en el principal agente etioldgico de la
infeccion de heridas. Por tanto S. aureus es una de las especies bacterianas mas comunes en la infeccion de
heridas abiertas. Las heridas por incision y las heridas por quemaduras son los tipos de heridas mas comunes
observadas en la practica clinica. Similar a la situacion en artritis bacteriana, debido al creciente problema de la
farmacorresistencia de bacterias, hay una gran necesidad de un agente potente, novedoso, que pueda aumentar
significativamente la defensa del huésped.

Basicamente, puesto que compuestos de plasminégeno y métodos de la presente invencion proporcionan una
respuesta inflamatoria dirigida a una infeccion o enfermedad infecciosa o estados necréticos, los compuestos y
métodos de la presente invencion pueden proporcionar un tratamiento eficaz de todas las enfermedades infecciosas
reivindicadas.

Los agentes bacterianos y fungicos que pueden provocar una enfermedad infecciosa o sintomas y que pueden
tratarse segun la presente invencién incluyen, pero no se limitan a, las siguientes bacterias Gram-negativas y Gram-
positivas, familias bacterianas y hongos: Actinomyces (por ejemplo, Norcardia), Acinetobacter, Cryptococcus
neoformans, Aspergillus, Bacillaceae (por ejemplo, Bacillus anthrasis), Bacteroides (por ejemplo, Bacteroides
fragilis), Blastomycosis, Bordetella, Borrelia (por ejemplo, Borrelia burgdorferi), Brucella, Candidia, Campylobacter,
Chlamydia, Clostridium (por ejemplo, Clostridium botulinum, Clostridium dificile, Clostridium perfringens, Clostridium
tetani), Coccidioides, Corynebacterium (por ejemplo, Corynebacterium diptheriae), Cryptococcus, Dermatocycoses,
E. coli (por ejemplo, E. coli enterotoxigenica y E. coli enterohemorragica), Enterobacter (por ejemplo Enterobacter
aerogenes), Enterobacteriaceae (Klebsiella, Salmonella (por ejemplo, Salmonella typhi, Salmonella enteritidis,
Salmonella typhi), Serratia, Yersinia, Shigella), Erysipelothrix, Haemophilus (por ejemplo, Haemophilus influenza tipo
B), Helicobacter, Legionella (por ejemplo, Legionella pneumophila), Leptospira, Listeria (por ejemplo, Listeria
monocytogenes), Mycoplasma, Mycobacterium (por ejemplo, Mycobacterium leprae y Mycobacterium tuberculosis),
Vibrio (por ejemplo, Vibrio cholerae), Neisseriaccae (por ejemplo, Neisseria gonorrhea, Neisseria meningitidis),
Pasteurellacea, Proteus, Pseudomonas (por ejemplo, Pseudomonas aeruginosa), Rickettsiaceae, espiroquetas (por
ejemplo, Treponema spp., Leptospira spp., Borrelia spp.), Shigella spp., Staphilococcus (por ejemplo, Staphilococcus
aureus), Meningiococcus, Pneumococcus y Streptococcus (por ejemplo, Streptococcus neumoniae y estreptococos
grupos A, B, y C), y Ureaplasmas.

Estas familias bacterianas, parasitas, y fungicas pueden provocar enfermedades o sintomas, incluyendo, pero sin
limitarse a: septicemia tal como bacteremia, septicemia hemorragica; y fungemia; infecciones bacterianas del
sistema nervioso central tales como neuroborreliosis de Lyme, meningitis bacteriana y encefalitis, toxoplasmosis
cerebral y neurosifilis; infecciones bacterianas del ojo, tales como conjuntivitis bacteriana, queratoconjuntivitis
infecciosa, queratitis infecciosa, tuberculosis ocular y uveitis; infecciones del oido bacterianas tales como otitis
media, otitis externa; enfermedades de transmision sexual tales como infecciones por Chlamydia, gonorrea vy sifilis;
enfermedades infecciosas de la piel tales como celulitis, dermatomicosis y enfermedades bacterianas de la piel tales
como actinomicosis, angiomatosis, ectima, erisipelas, infecciones de la piel por estafilococos, sifilis cutanea y
tuberculosis cutanea; vaginosis bacteriana; infecciones del tracto respiratorio tales como tos ferina y neumonia tal
como neumonia pneumocdcica, neumonia estafilocécica y neumonia por micoplasmas; infecciones del tracto
urinario tales como bacteriuria; infecciones de heridas tales como infecciones de heridas quirargicas, ulceras
cutaneas infectadas cronicas, necrosis, infecciones de heridas abiertas; artritis bacteriana; enfermedades 6seas
infecciosas tales como osteitis, osteomielitis, periostitis, espondilitis y tuberculosis osteoarticular; infecciones
cardiovasculares tales como endocarditis bacteriana, sifilis cardiovascular y tuberculosis cardiovascular;
enfermedades periodontales tales como gingivitis y periodontitis; infecciones oportunistas relacionadas con SIDA;
infecciones pélvicas; complicaciones del embarazo infecciosas; que por consiguiente pueden tratarse segun la
presente invencidn. Para un listado mas extenso de enfermedades infecciosas para las que la invencion seria eficaz,
se hace referencia a la pagina web http://www.health.vic.gov.au/ideas/diseases/quicklinks.htm, o a cualquier revista
de revisién relevante en la técnica que dé a conocer enfermedades infecciosas (véase la bibliografia).

Ya que la ruta de activacion de plasminégeno y los compuestos de la presente invencion proporcionan una
respuesta inflamatoria a infecciones virales de una manera similar que para infecciones bacterianas y estados
necréticos, los compuestos y métodos de la presente invencion proporcionan una defensa Util de manera similar
contra infecciones virales y estados que incluyen los enumerados a continuacion.

Los agentes virales que pueden provocar una enfermedad infecciosa o sintomas y que pueden tratarse segun la
presente invencion incluyen, pero no se limitan a, infecciones por arbovirus, tales como lengua azul, dengue,
encefalitis por arbovirus, fiebre del flebétomo, fiebre del valle del Rift, enfermedades transmitidas por garrapatas y
fiebre amarilla; bronquiolitis viral, enfermedades virales del sistema nervioso central, tales como encefalitis,
meningitis viral, mielitis, poliomielitis y pseudorrabia; infeccion por virus de ADN, tal como infecciones por
adenovirus, peste porcina africana, infecciones por circovirus, infecciones por hepadnavirus, infecciones por
herpesvirus incluyendo pero sin limitarse a herpes simple, herpes zdster e infecciones por citomegalovirus,
infecciones por papilomavirus, infecciones por parvovirus, infecciones por poliomavirus e infecciones por poxvirus;
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encefalitis viral, tal como encefalitis por arbovirus, encefalitis por herpes simple y encefalitis por varicela zoster,
infecciones virales del ojo, tales como conjuntivitis viral, retinitis por citomegalovirus, herpes zoster oftalmico y
queratitis herpética, hepatitis viral tal como hepatitis A, hepatitis B, hepatitis C, hepatitis D y hepatitis E; infecciones
oportunistas, tales como infecciones oportunistas relacionadas con SIDA; neumonia viral; infecciones por virus de
ARN, tales como infecciones por arenavirus, infecciones por astrovirus, infecciones por birnavirus, infecciones por
buniavirus incluyendo pero sin limitarse a infecciones por hantavirus, infecciones por calicivirus, encefalitis por
arbovirus, infecciones por flavivirus, fiebres hemorragicas virales, infecciones mononegavirales incluyendo pero sin
limitarse a infecciones por rabdovirus tales como rabia, infecciones por paramixovirus tales como infecciéon por
morbillivirus incluyendo pero sin limitarse a sarampion, infecciones por pneumovirus incluyendo pero sin limitarse a
infeccion por virus sincitial respiratorio e infecciones por rubulavirus incluyendo pero sin limitarse a paperas,
infecciones nidovirales incluyendo pero sin limitarse a infecciones por coronavirus tales como sindrome respiratorio
agudo grave, infecciones por ortomixovirus, tales como gripe, infecciones por picornavirus, tales como infecciones
por enterovirus, infecciones por reovirus incluyendo pero sin limitarse a infecciones por rotavirus, infecciones por
retrovirus incluyendo pero sin limitarse a infecciones por lentivirus e infecciones por togavirus; enfermedades de
transmision sexual virales, enfermedades de la piel virales, tales como eritema infeccioso, exantema subito, herpes
simple, molusco contagioso y verrugas; infecciones virales lentas, tales como SIDA, leucoencefalopatia multifocal
progresiva y panencefalitis esclerosante subaguda; infecciones por virus tumorales, tales como infecciones por virus
de Epstein-Barr, enfermedad de Marek e infecciones por papilomavirus y viremia.

En otra realizacion, la composicion comprende una combinacion de dos o mas compuestos que son componentes
de la ruta de activacién de plasmindégeno o compuestos con la capacidad para activar plasmindgeno.

Aun en otra realizacion, la composicion comprende ademas al menos un agente antibidtico.

El agente antibidtico se selecciona por ejemplo del grupo que consiste en tetraciclinas, anfenicoles, beta-lactamas,
penicilinas, sulfonamidas, macrdlidos, lincosamidas, estreptogaminas, estreptomicinas, quinolonas y metronidazoles,
asi como cualquier agente antibacteriano, micocida o fungicida apropiado.

Ademas, aun en otra realizacion, la profilaxis, la prevencién y/o el tratamiento de una enfermedad infecciosa
comprende inducir una respuesta inmunitaria contra un patégeno infeccioso.

En un segundo aspecto, la invencion se refiere a un método para la profilaxis, la prevencién y/o el tratamiento de
enfermedad infecciosa, que comprende administrar una composiciéon farmacéutica que comprende una cantidad
eficaz de un compuesto que es un componente de la ruta de activaciéon de plasminégeno o un compuesto con la
capacidad para activar plasminégeno a un sujeto que necesita tal tratamiento.

Todavia en otro aspecto la invencion se refiere a una composicion farmacéutica para la profilaxis, la prevencion y/o
el tratamiento de una enfermedad infecciosa que comprende una cantidad eficaz de un compuesto que es un
componente de la ruta de activacion de plasmindgeno o un compuesto con la capacidad para activar plasminégeno,
y un portador farmacéuticamente aceptable.

Aun en otro aspecto, la invencion se refiere a un kit de partes para su uso en la profilaxis, la prevencion y/o el
tratamiento de una enfermedad infecciosa que comprende una cantidad eficaz de un compuesto que es un
componente de la ruta de activacion de plasminégeno o un compuesto con la capacidad para activar plasminégeno y
al menos un agente antibidtico, antiviral o antimicoético, en viales separados

Por consiguiente, la presente invencion proporciona un método de mejora de la defensa del huésped frente a la
infeccion, que comprende administrar una composicién que comprende un agente activo que es un componente de
la ruta de activacion de plasminégeno o un compuesto con la capacidad para activar plasminégeno. Preferiblemente,
el agente activo se selecciona de plasmina o plasminégeno o un analogo de plasmina o plasminégeno. Lo mas
preferiblemente, el principio activo es plasminégeno. El agente activo puede administrarse mediante cualquier via de
administracion conocida en la técnica. Las vias preferidas, no limitantes, de administracion incluyen aplicacién topica
e inyeccion local. El agente también puede estar presente en un vendaje aplicado sobre el area infectada, si es
posible, desde el que se transfiere al sitio infectado. El agente también puede estar presente en una disolucion de
enjuagado, gotas para los ojos y una disoluciéon de gargarismo o similares, aplicadas para limpiar el area infectada.

La invencion también proporciona un método de iniciacién de la defensa del huésped frente a la infeccion en
condiciones en las que la defensa del huésped frente a infeccion esta retrasada o alterada, que comprende
administrar un principio activo que es plasmina o plasmindgeno. En una realizacién particular, el método de la
invencion puede usarse para mejorar la defensa frente a la infeccion en estados de bajos niveles locales o
sistémicos de plasmina o plasminégeno. Tales condiciones pueden ser congénitas y/o adquiridas.

Los ejemplos de estados congénitos con deficiencia sistémica de plasmina o plasmindgeno incluyen pero no se
limitan a mutaciones en el gen de plasminégeno (PLG) (n.° de registro de secuencia de referencia de GenBank:
NM_000301, ID de gen: 5340; los numeros de residuos de aminoacido en el presente documento se refieren al
péptido humano maduro tal como se define en el n.° de registro de GenBank: NP_000292) dando como resultado
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displasminogenias tales como ALA601THR, VAL355PHE, SER572PRO y GLY732ARG, o en deficiencia de
plasminégeno tipo | tal como ARG216HIS, TRP597TER, GLU460TER, LYS212DEL y LYS19GLU. En los casos en
que esta presente deficiencia de plasmindgeno congénita, se prefiere administrar un farmaco que es plasmindgeno.

Los ejemplos de defectos locales y/o sistémicos adquiridos de plasmina o plasminégeno pueden deberse a cambios
en estados fisioldgicos tales como embarazo, edad avanzada, estrés, obesidad y alteraciones de temperatura.
Diversos estados patoldgicos, cirugia, radiacion y dieta también pueden desencadenar mecanismos que conducen a
estados fibrinoliticos alterados. Varios farmacos, incluyendo agentes anticancerigenos, anticonceptivos orales,
citocinas y componentes sanguineos también pueden producir déficit fibrinolitico transitorio que puede predisponer a
los pacientes a complicaciones tromboéticas. La identificacion de las poblaciones de pacientes con un estado
fibrinolitico alterado es una etapa importante hacia la prevencién de complicaciones tromboticas que pueden
conducir a acontecimientos catastroficos tales como infarto de miocardio y accidentes cerebrovasculares
trombéticos. Tanto métodos funcionales como inmunoldgicos estan actualmente disponibles para el diagndstico
rapido del déficit fibrinolitico. Por tanto, es importante evaluar pacientes que corren el riesgo de complicaciones
trombdéticas debido a déficit fibrinolitico.

En oftra realizacion, la invencién proporciona un método para el tratamiento de una infeccion y la potenciacion de la
defensa frente a la infeccion en sujetos humanos o no humanos administrando un compuesto o farmaco que es
plasminégeno, plasmina, un activador de plasminégeno o un compuesto que potencia la actividad proteolitica de
plasmina.

Ademas, la invencion proporciona un método de mejora de la defensa frente a la infeccidon contra artritis bacteriana,
que comprende administrar una composicion que comprende un principio activo que es un componente de la ruta de
activacion de plasmindgeno o un compuesto con la capacidad para activar plasminégeno. En una realizacién
preferida, el principio activo es plasminégeno, y la composicién se administra mediante aplicacién local.

Ademas, la invencién proporciona un método para reducir o prevenir la formacién de necrosis mediante la
administracion de una composicion que comprende la administracion local o sistémica de una composiciéon que
comprende un compuesto que es un componente de la ruta de activacion de plasminégeno o un compuesto con la
capacidad para activar plasminégeno. La composicién puede ser parte de un gel, locién, balsamo, pasta, apdsito
para heridas o vendaje de heridas. Alternativamente, la composiciéon puede administrarse por via sistémica. En una
realizacién, el método de la invencion se aplica conjuntamente con cirugia plastica para reducir la aparicion y la
formacion de infeccion, Ulcera y necrosis.

Aun en otra realizacion, la invencién proporciona un método para el tratamiento de una infeccién y la potenciacion de
la defensa frente a la infeccion en sujetos con defectos en la actividad del sistema de plasmina-plasminégeno
administrando un compuesto o farmaco que es plasminégeno, plasmina, un activador de plasminégeno o un
compuesto que potencia la actividad proteolitica de plasmina.

La invencion también proporciona un método para mejorar la defensa del huésped frente a enfermedades
infecciosas, administrando una composicién que comprende un activador de la actividad de plasminégeno, o un
compuesto que imita la expresion de plasmindgeno. Preferiblemente, se administra el plasminégeno por via local
para conseguir una alta concentracion en el area infectada. En otra realizacién, la composicion comprende un
compuesto que imita la actividad de plasmindgeno/plasmina y moléculas con actividad similar. Todavia en otra
realizacion, la composiciéon comprende un farmaco que regula por incremento la expresiéon de plasmindgeno.

Breve descripcion de los dibujos

Las caracteristicas anteriores y muchas otras ventajas de la invencién se entenderan mejor mediante la referencia a
la siguiente descripcion detallada cuando se toma conjuntamente con los dibujos adjuntos.

Figura 1A-H. Hlstologlas de secciones representativas de arhculamones de rodilla artriticas de ratones pIg
(izquierda) y plg (derecha). Se les administré a ratones plg Ty pIg una inyeccion intraarticular de 1 x 10° UFC de
S. aureus. (A, C, E): Articulaciones de rodilla artriticas de ratones plg ** en los dias 7, 14 y 28, respectivamente, tras
la induccion de artritis. (B, D, F): Articulaciones de rodilla artriticas de ratones plg en los dlas 7, 14 y 28,
respectivamente, tras la induccion de artritis. (G): Articulaciones de rodilla artrltlcas de ratones plg * 7 dias tras el
tratamiento con antibidtico. (H): Articulaciones de rodilla artriticas de ratones plg 7 dias tras el tratamiento con
antibidtico. Se observa tejido necrético en la cavidad articular (flecha). Membrana sinovial (Sm).

Figura 2. Cuantificacién de tejido necrético en las articulaciones infectadas en cada punto de tiempo. Se puntud
histolégicamente la cantidad de tejido necrotlco en las articulaciones infectadas, tal como se describe en Materlales
y métodos. Se compararon ratones pIg Ty pIg en el dia 7, el dia 14 y el dia 28 tras la inyeccion de 1 x 10° UFC de
S. aureus. Se expresan los resultados como la media + DE. ** = P < 0,01, mediante la prueba de la t de Student.

Figura 3. Numeros de neutrdéfilos y macréfagos en las artlculaC|ones de rodilla infectadas de ratones plg Ty pIg en
las que se administré una inyeccion intraarticular de 1 x 10° UFC de S. aureus. A. Se compararon los numeros de
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neutrofilos infiltrados en el dia 1, el dia 7 y el dia 14 tras la inyeccion bacteriana. Las barras representan el valor
medio de 5 ratones. B. Se compararon los nimeros de macréfagos infiltrados en el dia 1, el dia 7 y el dia 14 tras la
inyeccion bacteriana. Las barras representan el valor medio de 5 ratones. Las barras de error muestran las DE.

Figura 4A-F. Analisis histologico de la articulacion de rodilla completa de ratones plg y plg'/' tras la
complementacion con plasminégeno. A, B: Articulaciones de rodilla artriticas control de ratones pIg enlosdias 7y
14, respectivamente, tras la inyecciéon bacteriana. C, D: Articulaciones de rodilla artriticas control (en la que se
inyecté PBS) de ratones plg/ en los dias 7 y 14, respectivamente, tras la inyeccion bacteriana. E: Articulaciones de
rodilla artriticas de pIg complementadas con plasminégeno humano (Plgh) desde el dia 0 hasta el dia 7 tras la
inyeccion bacteriana. F: Articulaciones de rodilla artriticas de plg/ complementadas con plasmindégeno humano
desde el dia 7 hasta el dia 14 tras la inyeccion bacteriana.

Figura 5A-C. Niveles de expresion de protelna IL-6 en el sinovio. Inmunotincién de secciones representativas de
artlcuIaC|ones de rodilla de ratones pIg y plg A: Articulaciones de rodilla artriticas control tratadas con PBS de
ratones plg en el dia 7 tras la inyeccion bacteriana. B: Articulaciones de rodilla artriticas control tratadas con PBS
de ratones plg en el dia 7 tras la inyeccidon bacteriana. C: Articulaciones de rodilla artriticas de plg
complementadas con plasminégeno humano (Plgh) desde el dia 0 hasta el dia 7 tras la inyeccién bacteriana. El
color rosa muestra la IL-6 en el sinovio (flecha).

Figura 6A-B. Anadlisis de inmunotransferencia de tipo Western del nivel de expresion de proteina IL-10 en
articulaciones de rodilla no infectadas e mfectadas A, niveles de IL-10 en los lisados. Carril 1: lisados de
artlcuIaC|ones de rodilla no infectadas de ratones plg”; carril 2: lisados de arhculamones de rodilla no infectadas de
ratones plg ; carril 3: lisados de articulaciones de rod|IIa artrltlcas de plg en el dia 3 tras la inyeccion bacteriana;
carril 4: Ilsados de articulaciones de rodilla artrltlcas de plg " en el dia 3 tras la inyeccion bacteriana; carril 5: lisados
de articulaciones de rodilla artrltlcas de plg en el dia 7 tras la inyeccion bacteriana; carril 6: lisados de articulaciones
de rodilla artriticas de plg en el dia 7 tras la inyeccién bacteriana. B, niveles de B-actina en los lisados
correspondientes a cada carril en A como control. Se repitieron los experimentos al menos 3 veces y se mostraron
resultados representativos.

Figura 7A-F. Morfologia de secciones del oido medio representativas de ratones de tipo natural y ratones deficientes
en plg, tefidas con azul de toluidina (A y B) y tinciones inmunohistoquimicas para fibrina (C y D) y queratina (E y F).
A. El oido medio de un raton de tipo natural. No se detecta material de efusion en la cavidad del oido medio (MEC).
B. El oido medio de un ratdn deficiente en plg. Esté presente otitis media en el MEC. C y D. Los oidos medios de un
ratén de tipo natural y un raton deficiente en plg respectivamente, analizados mediante tincién inmunohistoquimica
para fibrin(6geno). E y F. Los oidos medios de un ratdn de tipo natural y un ratdn deficiente en plg respectivamente,
analizados con tincion inmunohistoquimica para queratina. O, huesecillo. Barra de 50 pum.

Figura 8A-H. Tinciones inmunohistoquimicas para células T, células B, macréfagos y neutréfilos en oidos medios de
ratones de tipo natural y deficientes en plg. Se analizaron los oidos medios de un control de tipo natural (A, C, E, G)
y un raton deficiente en plg representativo (B, D, F, H) mediante tinciones inmunohistoquimicas de células T (A y B),
células B (C y D), macrdéfagos (E y F) y neutréfilos (G y H). O, huesecillo. Barra de 50 pm.

Figura 9. Numeros de bacterias en artlcuIaC|ones de rodilla de ratones plg”"y plg*”* con tratamientos local y sistémico
diferente tras la inoculacién de 1 x 10° UFC de S. aureus Phillips en las articulaciones de rodilla.

Figura 10. Numeros de bacterias en articulaciones de rodilla de ratones pIgJ'/+ tras inyeccion local con Plg (recuadro
negro) o PBS (recuadro blanco) 3 dias tras la inoculacién de S. aureus en las articulaciones de rodilla. Obsérvese
que en ratones de tipo natural en los que se inyecté por via local Plg el nimero de bacterias disminuye
significativamente 5 veces en comparacioén con los de tipo natural en los que se inyect6 por via local PBS.

Figura 11. Numeros de bacterias en articulaciones de rodilla de ratones deficientes en uPA y de tipo natural.
Obsérvese que en ratones de tipo natural el nimero de bacterias disminuyé rapidamente tras la inoculaciéon de S.
aureus en el dia 0, mlentras que en ratones deficientes en uPA el numero de bacterias estaba de manera constante
por encima de 2,0 x 10° UFC a lo largo de todo el periodo experimental.

Figura 12A-F. Hlstologlas de secciones representativas de articulaciones de rodilla artriticas de ratones deficientes
en uPA (uPA izquierda) y de tlgo natural uPAJ'/+ derecha) en los dias 7 (A, D), 14 (B, E) y 28 (C, F) tras una
inyeccion |ntraarticular de 1 x 10° UFC de S aureus. Obsérvese que en ratones uPA™ hay mucho mas edema,
destruccion de tejido y formacion de tejido necrético a lo largo de todo el experimento, mientras que en ratones

uPA** la inflamacion estaba tan solo presente de manera transitoria en el dia 7 tras la inducciéon de artritis y
disminuyé después de eso.

Figura 13: Comparacioén de camblos de peso corporal entre ratones plg Ty plg Transcurso de tiempo de cambios

de peso corporal tras 1 x 10° UFC de i inyeccion bacteriana. Se comprobd el peso corporal de los ratones cada 24 h,
desde el dia 1 hasta el dia 21.
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Figura 14: Gravedad de la artritis septicémica. Resultados de la evaluacién de la gravedad en artritis septlcemlca
usando el indice artritico tal como se describe en materiales y métodos. Se indujo artrltls mediante 1x10° UFC de S.
aureus Phillips inyectadas por via intravenosa. Ratones plg”* (n = 15) y ratones pIg (n= 16). Para cada punto de
tiempo, se muestran la media + EEM. Se realizé una prueba de significacion estadistica usando la prueba de la u de
Mann-Whitney (ratones deficientes frente a ratones control). * P < 0,05 se considerd significativo.

Figura 15A-H: La deficiencia de plasmindgeno agrava las caracteristicas histolégicas de la artritis septicémica.
Histologias de secciones de articulaciones de garra tefiidas con safranina-O. Morfologla de las secciones
representatlvas de artlculamones de garra artriticas tras la inyeccion intravenosa de 1x10° UFC de S. aureus en
ratones pIg * (izquierda) y plg (derecha). Articulaciones de garra artriticas de ratones de tipo natural en los dias 1
(A), 3(B), 7 (C) y 14 (D) tras el comienzo de la artritis. Articulaciones de garra artriticas de ratones plg en los dias 1
(E), 3(F), 7 (G)y 14 (H) tras el comienzo de la artritis.

Figura 16A-B: Tejido necrético en articulaciones de tobillo infectadas. Se basé la necrosis en la observacion
histologica. Algunas muestras que se identificaron como necrosis se confirmaron adicionalmente mediante tincion
TUNEL.

Figura 17A-B: Deposicion de fibrina en las articulaciones de tobillo infectadas. Deteccién inmunohistoquimica de
fibrina en articulaciones de rodilla artriticas. Se tifieron secciones de tejido incrustadas en parafina con un anticuerpo
de conejo anti-fibrin(6geno) murlno El color marrén indica positividad. Articulacion de rodilla artritica en el dia 14 en
ratones plg/ (izquierda) y pIg (derecha) tras el comienzo de la artritis. Deposicion de fibrina similar en las
articulaciones infectadas de plg” - y plg

Figura 18. Numeros de bacterias en tejido de heridas de ratones plg con tratamlentos locales de plg o PBS tras la
induccion de una herida por incisién en la que se inocularon por via local 1 x 10" UFC de S. aureus Phillips en la piel
dorsal.

Figura 19A-B. Aspecto representativo de ratones pIg con tratamlentos locales de plg o PBS tras la induccién de una
herida por incisidn en la que se inocularon por via local 1 x 10" UFC de S. aureus Phillips en la piel dorsal.

Figura 20. Numeros de bacterias en tejido de heridas de ratones plg con tratamlentos locales de plg o PBS tras la
induccion de una herida por quemaduras en las que se inocularon por via local 1 x 10° UFC de S. aureus Phillips en
la piel de la escaldadura.

Definiciones

Los términos usados en esta memoria descriptiva tienen sus significados habituales en la técnica, dentro del
contexto de esta invencion y en el contexto especifico en el que se usa cada término. Se comentan a continuacion
determinados términos, o en otra parte en la memoria descriptiva, para proporcionar orientacion adicional al
profesional en la descripcion de las composiciones y los métodos de la invencion y como preparar y usar las
mismas.

“Un compuesto del grupo que comprende: plasmindégeno, plasmina, un componente de la ruta de activacion de
plasminégeno, un analogo de plasmindgeno, tal como mini-plasmina, un analogo de plasmina, un analogo de un
componente de la ruta de activacidon de plasmindgeno, un activador de plasminégeno” se refiere a un compuesto
que proporciona directa o indirectamente el efecto de plasminégeno o plasmina, respectivamente.

“Un componente de la ruta de activacion de plasmindgeno” se refiere a plasminégeno, Lys-plasminégeno, Glu-
plasminégeno, variantes y analogos de plasminégeno que comprenden uno o mas dominios de plasminégeno tal
como uno o mas de los dominios kringle y el dominio proteolitico mostrados a modo de ejemplo por mini-
plasminégeno; plasmina y variantes y analogos de plasmina que comprenden al menos uno o mas dominios de
plasmina tal como uno o méas de los dominios kringle y el dominio proteolitico, mostrados a modo de ejemplo por
mini-plasmina y delta-plasmina; un activador de plasminégeno que tiene el efecto final de activar plasminégeno, por
ejemplo mediante una cascada de acontecimientos que dan como resultado la formacién o activacion de
plasminégeno mostrado a modo de ejemplo por uPA y tPA y variantes y analogos de tPA y uPA que comprenden
uno o mas dominios de tPA o uPA tal como uno o mas de los dominios kringle y el dominio proteolitico. Las
variantes de plasminégeno, plasmina, tPA y uPA incluyen todas las variantes genéticas que se producen de manera
natural de ser humano asi como otras formas de mamifero de estas proteinas, asi como variantes mutantes de
estas proteinas obtenidas mediante reemplazos de aminoacidos conservativos. Un “analogo” de plasmindégeno o
plasmina es un compuesto que proporciona esencialmente un efecto analogo al plasminégeno o plasmina,
respectivamente, tal como se mide mediante enzimografia, ELISA (ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas) y
FACS (clasificador celular activado por fluorescencia). Existe también un ensayo para medir los niveles de actividad
de plasmina convertida tal como se describié previamente: Ny, A., Leonardsson, G., Hagglund, A.C., Hagglof, P.,
Ploplis, V.A., Carmeliet, P., y Ny, T. (1999). Ovulation in plasminogen-deficient mice. Endocrinology 140, 5030-
5035.). Un “analogo” de un componente de la ruta de activacion de plasmindgeno es un compuesto que proporciona
esencialmente un efecto analogo a un componente de la ruta de activacion de plasminégeno tal como se mide
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mediante los niveles de actividad de plasmina que activa este analogo.

“Necrosis” se refiere a muerte de tejido en el cuerpo. Esto sucede cuando no se suministra suficiente sangre al
tejido, ya sea por lesion, radiacion o productos quimicos. La necrosis no es reversible. Hay muchas causas de
necrosis incluyendo lesion, infeccion, cancer, infarto, envenenamiento, heridas crénicas, ulceras e inflamacion.

“Topica” y “aplicacion topica” se refieren a administracidon no sistémica, local de un principio activo. Por tanto,
aplicacion topica puede referirse a la aplicacion de un principio activo a la superficie externa del area de interés.

“Inyeccion local” se refiere a administracion no sistémica, local de un principio activo al tejido de/cercano al area de
interés.

“Inyeccién intraarticular” se refiere a administracién local de un principio activo al espacio articular entre dos huesos
en conexion.

“Enfermedades infecciosas” e “infeccion” se refieren a la colonizacion perjudicial de un organismo huésped por una
especie foranea. En una infeccion, el organismo infectante busca utilizar los recursos del huésped para multiplicarse
(habitualmente a expensas del huésped). El organismo infectante, o patégeno, interfiere con el funcionamiento
normal del huésped y puede conducir a heridas crénicas, gangrena, pérdida de una extremidad infectada e incluso
muerte. La respuesta del huésped a la infeccion es la inflamacion. Coloquialmente, se considera habitualmente que
un patdégeno es un organismo microscépico, los mas familiares son virus y bacterias. Otros patdgenos infecciosos
son viroides y organismos eucariotas, que oscilan entre protozoos y hongos unicelulares, y metazoos complejos
grandes tales como gusanos parasitos.

La “actividad” de una proteina o compuesto se refiere al efecto que tiene la proteina o el compuesto sobre una
reaccion especifica, y es una medida de su capacidad para afectar, modular, participar en o promover la reaccion.
Generalmente, puede medirse la actividad de una proteina u otro compuesto. Por ejemplo, en el caso de enzimas
tales como plasmina, PA y MMP y moduladores de la actividad enzimatica puede expresarse como la velocidad a la
que se produce el producto de la reaccion, representada, por ejemplo, como la cantidad de producto producida por
unidad de tiempo y de enzima (por ejemplo, concentracién o peso). En el caso de moduladores tales como PAI-1 o
uPA, la actividad puede referirse a la capacidad del modulador para inhibir o promover, aumentar o disminuir, regular
por incremento o disminucion la velocidad de una reaccién o la cantidad de producto formado a partir de la reaccién.

Una “herida” es una rotura en la estructura de un 6rgano o tejido, incluyendo epitelio, tejido conjuntivo y tejido
muscular, provocada por un agente externo. Los ejemplos de heridas incluyen pero no se limitan a, magulladuras,
rasgufios, desgarros, cortes, pinchazos y quemaduras. Un tipo particular de heridas son las que son una
consecuencia de procedimientos de cirugia plastica.

“Otitis media” se define como estados inflamatorios del oido. La otitis media, incluyendo otitis media aguda (OMA) y
otitis media con efusién (OME), es la enfermedad infantii mas comun excepto el resfriado comun (5). El factor
etiolégico mas importante relacionado con la otitis media son infecciones virales o bacterianas del tracto respiratorio
superior. La composicién bioquimica de las efusiones del oido medio en otitis media refleja cambios inflamatorios en
la mucosa del oido medio. El fluido es una mezcla de transudados y productos secretores de glandulas asi como
productos de bacterias y células inflamatorias.

“Tratamiento” de un sujeto, o “tratar” a un sujeto de una enfermedad o estado en el presente documento significa
reducir o aliviar los sintomas clinicos de la enfermedad o estado tal como cicatrizacién de heridas lenta o alterada.

“Potenciar” la cicatrizacién de heridas significa aumentar la velocidad mediante la cual la herida se cicatriza.
Alternativamente, “potenciar” la cicatrizacion de heridas significa reducir las formaciones de tejido cicatricial durante
o tras la cicatrizacion.

Un “sujeto” en el presente documento incluye animales tanto humanos como no humanos. Los animales no
humanos incluyen, sin limitacion, animales de laboratorio tales como ratones, ratas, conejos, hamsteres, cobayas,
etc.; animales domésticos tales como perros y gatos; y animales de granja tales como ovejas, cabras, cerdos,
caballos y vacas. Un animal no humano de la presente invencién puede ser un animal mamifero o no mamifero; un
vertebrado o un invertebrado.

Un “control”, “valor de control” o “valor de referencia” en un ensayo es un valor usado para detectar una alteracion
en, por ejemplo, la cicatrizacion de una herida cutanea, o la cicatrizacion de una membrana timpanica perforada, o
cualquier otro ensayo descrito en el presente documento. Por ejemplo, cuando se estudia la cicatrizacion de una
perforacion de la membrana timpanica, el efecto inhibidor/estimulador de un agente puede evaluarse comparando la
cicatrizacion de una herida o perforacion con la de un control. El control o referencia puede ser, por ejemplo, un valor
de referencia predeterminado, o puede determinarse experimentalmente. En un ensayo de este tipo, por ejemplo, un
control o referencia puede ser la cicatrizacion de una perforaciéon o herida similar en un animal no expuesto al
farmaco o agente activo.
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Un sujeto “en riesgo de”, “predispuesto a” o “susceptible a” una enfermedad o estado significa que el riesgo de que
el individuo contraiga o desarrolle la enfermedad o estado es superior a la poblacién promedio.

Una “deficiencia” de un compuesto significa que la cantidad, el nivel o la concentracion del compuesto es
significativamente inferior que un valor control. Por ejemplo, en un animal deficiente en plasmindgeno, los niveles
tisulares y en fluidos corporales de plasmindgeno son significativamente inferiores que en un animal de tipo natural.

Tal como se usa en el presente documento, “aproximadamente” o “de manera aproximada” significara dentro del 50
por ciento, preferiblemente dentro del 20 por ciento, mas preferiblemente dentro del 5 por ciento, de un valor o
intervalo dado.

Un valor que es “sustancialmente diferente” de otro valor puede significar que hay una diferencia estadisticamente
significativa entre los dos valores. Puede usarse cualquier método estadistico adecuado conocido en la técnica para
evaluar si las diferencias son significativas o no. Una diferencia “estadisticamente significativa” significa que se
determina una significacion a un intervalo de confianza de al menos el 90%, mas preferiblemente a un intervalo de
confianza del 95%.

Definiciones de biologia molecular

Segun la presente invencion, pueden emplearse técnicas de biologia molecular, microbiologia y ADN recombinante
convencionales dentro de la experiencia de la técnica. Tales técnicas se explican completamente en la bibliografia.
Véanse, por ejemplo, Sambrook et al. (Molecular Cloning - A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 1989); Glover (DNA Cloning: A Practical Approach, volimenes |y Il, 1985); Hames y Higgins (Nucleic Acid
Hybridization, 1985); Hames y Higgins (Transcription And Translation, 1984); Freshney (Animal Cell Culture, 1986);
Perbal (A Practical Guide To Molecular Cloning, 1984); y Ausubel et al. (Current Protocols in Molecular Biology, John
Wiley & Sons, Inc., 1994).

Si apareciesen en el presente documento, los siguientes términos tendran las definiciones expuestas a continuacion.

Una “proteina” o “polipéptido”, términos que se usan de manera intercambiable en el presente documento,
comprende una o mas cadenas de elementos estructurales quimicos denominados aminoacidos que estan unidos
entre si por enlaces quimicos denominados enlaces peptidicos.

Una “enzima” significa cualquier sustancia, preferiblemente compuesta completamente o en gran medida por
proteina, que cataliza o promueve, mas o menos especificamente, una o mas reacciones quimicas o bioquimicas. El
término “enzima” puede referirse también a un polinucledtido catalitico (por ejemplo ARN o ADN). Una enzima de
“prueba” es una sustancia que se somete a prueba para determinar si tiene propiedades de una enzima.

Una proteina, enzima, polinucleétido, gen o célula “nativa” o “de tipo natural” significa una proteina, enzima,
polinucledtido, gen o célula que se produce en la naturaleza.

Una proteina, enzima, polinucleétido, gen o célula “mutante”, “alterada”, “variante” o “modificada” significa una
proteina, enzima, polinucledtido, gen o célula que se ha alterado o derivado, o es de algun modo diferente o esta
cambiada, de una proteina, enzima, polinucleétido, gen o célula original. Una alteraciéon en un gen incluye, pero no
se limita a, alteracién de la regién promotora, u otras regiones que afectan a la transcripcion, que pueden dar como
resultado niveles de expresion alterados de una proteina. Una proteina o enzima mutante o modificada se expresa
habitualmente, aunque no necesariamente, a partir de un gen o polinucleétido mutante.

Una “mutacion” o “alteracion” significa cualquier proceso o mecanismo que dé como resultado una proteina,
polinucleétido, gen o célula mutante. Esto incluye cualquier mutacién en la que una secuencia de proteina,
polinucleétido o gen esta alterada, cualquier secuencia de proteina, polinucleétido o gen que surge de una mutacion,
cualquier producto de expresion (por ejemplo proteina) expresado a partir de una secuencia de polinucleétido o gen
mutada, y cualquier cambio detectable en una célula que surge de una mutacién de este tipo.

“Variantes de funcion conservativas” son proteinas o enzimas en las que un residuo de aminoacido dado se ha
cambiado sin alterar la conformacién y funcion globales de la proteina o enzima, incluyendo, pero sin limitarse a,
reemplazo de un aminodacido por uno que tiene propiedades similares (tal como, por ejemplo, acidas, basicas,
hidroéfobas, y similares), “reemplazos de aminoacidos conservativos”. Se conocen ampliamente en la técnica
aminoacidos con propiedades similares. Por ejemplo, arginina, histidina y lisina son aminoacidos hidréfilos-basicos y
pueden ser intercambiables. De manera similar, isoleucina, un aminoacido hidréfobo, puede reemplazarse por
leucina, metionina o valina. Aminoacidos distintos de los indicados como conservados pueden diferir en una proteina
0 enzima de modo que el porcentaje de similitud de la secuencia de aminoacidos o proteina entre dos proteinas
cualesquiera de funcion similar puede variar y puede ser, por ejemplo, del 70% al 99% tal como se determina segun
un esquema de alineacion tal como el método de Cluster, en el que la similitud se basa en el algoritmo MEGALIGN.
Una “variante de funcién conservativa” también incluye un polipéptido o enzima que tiene al menos el 60% de
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identidad de aminoacidos tal como se determina mediante los algoritmos BLAST o FASTA, preferiblemente al menos
el 75%, lo mas preferiblemente al menos el 85% e incluso mas preferiblemente al menos el 90%, y que tiene
propiedades o funciones iguales o sustancialmente similares a la enzima o proteina nativa u original con la que se
compara.

El sistema de activacion del plasmindgeno

La plasmina es el componente clave del sistema de PA. Es una proteasa de amplio espectro que tiene la capacidad
para degradar varios componentes de la ECM incluyendo fibrina, gelatina, fibronectina, laminina y proteoglucanos
(6). Ademas, la plasmina puede convertir algunas pro-metaloproteinasas de la matriz (pro-MMP) en MMP activas.
Por tanto, se ha sugerido que la plasmina puede ser un importante regulador anterior de la protedlisis extracelular.
La plasmina se forma a partir del zimégeno plasmindgeno a través de escision proteolitica mediante cualquiera de
dos PA fisiolégicos, tPA o uPA. Ya que el plasmindgeno esta presente en el plasma y otros fluidos corporales a
niveles relativamente altos, la regulacion del sistema de PA se produce principalmente al nivel de la sintesis y
actividad de los PA. La sintesis de los componentes del sistema de PA esta altamente regulada por diferentes
factores tales como hormonas, factores de crecimiento y citocinas. Ademas, existen inhibidores fisioldgicos
especificos de plasmina y PA. El principal inhibidor de plasmina es oz-antiplasmina (7). La actividad de PA esta
regulada por PAI-1, que inhibe tanto uPA como tPA, y PAI-2, que inhibe principalmente uPA. Determinadas células
tienen también un receptor de superficie celular especifico para uPA (UPAR) que puede dirigir la actividad
proteolitica a la superficie celular.

El plasminégeno es una glicoproteina de cadena sencilla que consiste en 791 aminoacidos (péptido humano
maduro, n.° de registro de GenBank: NP_000292) con una masa molecular de aproximadamente 92 kDa (8;9). El
plasmindgeno se sintetiza principalmente en el higado y es abundante en la mayoria de los fluidos extracelulares. En
plasma, la concentracion de plasmindgeno es de aproximadamente 2 uM. Por tanto, el plasmindégeno constituye una
gran fuente potencial de actividad proteolitica en tejidos y fluidos corporales. El plasminégeno existe en dos formas
moleculares: Glu-plasminégeno y Lys-plasmindgeno. La forma secretada y no escindida nativa tiene un acido
glutamico amino-terminal (N-terminal) y se designa por tanto como Glu-plasminégeno. Sin embargo, en presencia de
plasmina, Glu-plasminégeno se escinde en Lys76-Lys77 convirtiéndose en Lys-plasminégeno. En comparacién con
Glu-plasmindgeno, Lys-plasmindgeno tiene una afinidad superior por fibrina y se activa por PA a una tasa superior.
Estas dos formas de plasmindgeno pueden escindirse en el enlace peptidico ArgSGO-VaI561 por uPA o tPA, dando
como resultado la formacion de la proteasa bicatenaria unida por disulfuros plasmina. La parte amino-terminal del
plasminégeno contiene cinco bucles triples homodlogos, denominados kringles, y la parte carboxilo-terminal contiene
el dominio proteasa. Algunos de los kringles contienen sitios de union de lisina que median en la interaccion
especifica de plasmindgeno con fibrina y su inhibidor ox-AP. Un hallazgo novedoso e interesante es que un
fragmento de plasmindgeno de 38 kDa, que consiste en los kringles 1-4, es un potente inhibidor de la angiogénesis.
Este fragmento se denomina angiostatina y puede generarse a partir de plasmindégeno a través de escision
proteolitica mediante varias MMP.

El principal sustrato de la plasmina es la fibrina, y la disolucion de la fibrina es fundamental para la prevencion de la
formacion de coagulos sanguineos patoldgica (10). La plasmina también tiene especificidades de sustrato para otros
varios componentes de la ECM, incluyendo laminina, fibronectina, proteoglucanos y gelatina, lo que indica que la
plasmina también desempefia un importante papel en la remodelacién de la ECM. Indirectamente, la plasmina
puede degradar también componentes adicionales de la ECM a través de su capacidad para convertir algunas pro-
MMP en MMP activas, incluyendo MMP-1, MMP-2, MMP-3 y MMP-9. Por tanto, se ha sugerido que la plasmina
puede ser un importante regulador anterior de la protedlisis extracelular.

Modelos de artritis bacteriana para estudiar la infeccién

Staphilococcus aureus es el microorganismo mas frecuentemente asociado con artritis bacteriana, que da como
resultado inflamacioén sinovial, destrucciéon de cartilago y hueso, y eventualmente deformidad articular (11). Se ha
observado que diversas especies animales incluyendo mamiferos, aves y reptiles desarrollan artritis por S. aureus
espontanea y por tanto son posibles modelos para la inducciéon de la enfermedad. Considerando la via de como los
estafilococos se propagan a través del cuerpo para alcanzar las articulaciones, que es un rasgo importante, se ha
mostrado claramente que la gran mayoria de las infecciones articulares bacterianas en seres humanos se propagan
de manera hematogena. Por tanto, el modo 6ptimo para suministrar bacterias vivas para proporcionar un modelo de
infeccion es mediante inyeccién intravenosa (i.v.). Por otro lado, la via intraarticular de inoculacion bacteriana evita
los estadios tempranos de patogénesis y por tanto proporciona un modelo mas definido de artritis bacteriana. Por
tanto, en los presentes estudios, se ha usado principalmente como modelo la via intraarticular para suministrar
bacterias con el fin de estudiar mejor el crecimiento bacteriano local, la destruccion de tejido, la formacion de tejido
necroético y la inflamacion. Sin embargo, también se realizaron una serie de estudios de artritis bacteriana usando S.
aureus por medio de inyeccion i.v. Los datos obtenidos de ambos modelos han mostrado resultados comparables y
ambos apoyaron la conclusién de que el plasmindgeno/la plasmina es esencial en la defensa del huésped frente a la
artritis bacteriana inducida por S. aureus.

Se conoce ampliamente que la colonizacidon inmediata por la flora de la piel normal del paciente (por ejemplo S.
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aureus y Streptococcus pyogenes) se produce tras una lesion. Especialmente tras la introduccién de la penicilina G
al principio de la década de 1950, que dio como resultado la practica eliminacion de Streptococcus pyogenes como
causa de infeccidn en pacientes con lesiones térmicas, S. aureus se convirtié en el principal agente etioldgico de la
infeccion de heridas. Por tanto, S. aureus es una de las especies bacterianas mas comunes en la infeccién de
heridas abiertas. Las heridas por incision y las heridas por quemaduras son los tipos de heridas mas comunes
observadas en la practica clinica. Por tanto, en la solicitud de patente actual, los modelos de infeccion de heridas
abiertas que se han usado son infecciones por S. aureus, el principal agente etioldgico de la infeccion de heridas, en
heridas por incisiéon y quemaduras, los tipos de heridas mas comunes en la practica. Por tanto, se considera que los
datos obtenidos de estos dos modelos de infeccion de heridas abiertas proporcionan una indicacién muy importante
de la viabilidad de aplicar el conocimiento a la situacion clinica.

Ejemplos

La invencién se describe adicionalmente por medio de los siguientes ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos son
solo ilustrativos de la invencion, y de ningin modo limitan el alcance y significado de la invencion. De hecho, muchas
modificaciones y variaciones de la invencion resultaran evidentes para los expertos en la técnica tras la lectura de
esta memoria descriptiva, y pueden hacerse sin apartarse de su espiritu y alcance.

EJEMPLO 1
Destruccion de tejido e inflamacion persistente en ratones plg'/' durante la artritis bacteriana inducida por S. aureus

Este ejemplo muestra que ratones deficientes en plasminégeno tenian destruccion de tejido e inflamacion
persistente en comparac:lon con hermanos control de tipo natural. Hay cambios histopatoldgicos significativamente
mas graves en ratones pIg que en ratones pIg * durante la artritis bacteriana inducida por S. aureus.

Métodos

Ratones. Se cruzaron ratones heteromgotos para plasminégeno (plg” ) de antecedentes genéticos mixtos (129 x
C57BL/6) para generar ratones plg , plg y pIg Se usaron ratones pIg Ty pIg macho a 8-12 semanas de edad
para los experimentos (Ploplis VA, Carmeliet P, Vazirzadeh S, Van Vlaenderen |, Moons L, Plow EF, Collen D:
Effects of disruption of the plasminogen gene on thrombosis, growth, and health in mice. Circulation 1995, 92:2585-
2593).

Induccidn de artritis bacteriana. La cepa bacteriana usada en el estudio fue S. aureus Phillips (cortesia del Dr. H60Kk,
Departamento de reumatologia e inmunologia clinica, Universidad de Gotemburgo, Suecia). Se indujo artritis
mediante inyeccion local de 1 x 10° unidades formadoras de colonias (UFC) de S. aureus Phillips en 10 ul de PBS
estéril en las articulaciones de la rodilla derecha de los ratones. Como controles, se inyectaron en las articulaciones
de la rodilla izquierda 10 ul de PBS estéril solo. Se sacrificaron los ratones en diferentes puntos de tiempo tras la
inoculacién y se tomaron muestras para evaluar la gravedad de la enfermedad. El Comité de Etica Regional de la
Universidad de Umea aprobé todos los protocolos experimentales.

Anadlisis histologico. En los dias 7, 14 y 28 tras la inyeccion bacteriana, se sacrificaron los ratones y se recogieron
muestras de articulaciones de rodilla completas para el andlisis histoldégico. En resumen, en primer lugar se fijaron
las articulaciones de rodilla en paraformaldehido al 4%, se incrustaron en parafina y después de eso se prepararon
secciones de 8 um. Se tifieron portaobjetos que contenian secciones de tejido con safranina-O para el analisis
histolégico. Se incluyeron al menos 10 articulaciones de rodilla en cada grupo experimental.

Cuantificacion de tejido necrético en las articulaciones infectadas. Se tomaron las imagenes de las secciones
histolégicas de articulaciones de rodilla con una camara digital Leica DC300F acoplada a un microscopio Leica DM
LB (Leica, Wetzlar, Alemania). Para la determinacién de la cantidad de tejido necrético en las articulaciones
infectadas, se dividieron las imagenes de secciones histoldgicas de articulaciones de rodilla completas en 50 x 40
cuadriculas a 50 aumentos. Se contdé cada cuadrado dentro de la cuadricula que contenia el tejido necrético como
un “acierto”. Se contaron tres secciones independientes, seleccionadas al azar de cada articulaciéon y se usaron 5
articulaciones de ratones separados del mismo genotipo en cada punto de tiempo. Se calcularon los valores medios
del “acierto” y se mostraron.

Resultados

Para estudiar Ios efectos de la plasmina sobre el desenlace clinico de la artritis bacteriana, se les inyecté a los
ratones 1 x 10° UFC de S. aureus Philips en las articulaciones de rodilla. Después de eso, se sacrificaron los ratones
en diferentes puntos de tiempo y se disecaron las articulaciones de rodilla. Los exdamenes macroscopicos de
muestras de articulaciones de rodilla de los dias 7, 14 y 28 tras la inyeccion intraarticular revelaron que los ratones
pIg " tenian niveles similares de hinchazén ligera en las articulaciones de rodilla. Sin embargo, en ratones pIg los
tamafos de las articulaciones de rodilla en las que se inyectaron bacterias aumentaron durante todo el perlodo
experimental. En el dia 28, las articulaciones de rodilla en las que se inyectaron bacterias estaban significativamente
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agrandadas, las cavidades articulares estaban llenas de material purulento y las superficies sinoviales sobresalian
fuertemente.

Se prepararon las articulaciones de rodilla en las que se inyectaron bacterias de ratones pIgJ"+ y plg'/' en los dias 7,
14 y 28 para el analisis histolégico. Tal como se muestra en la figura 1, se observd una artritis considerablemente
mas grave en ratones plg'/' que en ratones pIgJ'/+ en todos los puntos de tiempo de observacion. En el dia 7 en
ratones plg+/+, se habian infiltrado células inflamatorias en la cavidad articular, la membrana sinovial era mas gruesa
de lo normal y la superficie del cartilago se habia degradado (figura 1A, Sm). En el dia 14, se observaban células
inflamatorias adyacentes al hueso erosionado (figura 1C, flecha). Sin embargo, en el dia 28, el numero de células
inflamatorias habia disminuido y habia comenzado la reparacion tisular del hueso y el cartilago dafados (figura 1E).
El patron de desarrollo de la enfermedad era completamente diferente en ratones plg”. En el dia 7 en ratones plg™,
se habian infiltrado una gran cantidad de células inflamatorias en la cavidad articular, varias partes del hueso
estaban erosionadas y se observaba tejido necroético (figura 1B). En el dia 14, la membrana sinovial se habia vuelto
mas gruesa que en el dia 7 y el area necrética habia aumentado. La degradacion del cartilago y la erosion del hueso
eran mucho mas graves que en el dia 7 (figura 1D). En el dia 28, la articulacion de rodilla completa se habia
degradado casi completamente, quedando sdlo tejido necrético y pequefas partes del cartilago (figura 1F). Estudios
semicuantitativos de las secciones de muestras indicaron que los ratones plg'/' tenian niveles significativamente
superiores de la necrosis de tejido que en ratones pIg”+ durante todo el desarrollo de la enfermedad (figura 2). Estos
datos indican que hay cambios histopatolégicos significativamente mas graves en ratones plg'/' que en ratones pIgJ'/+
durante la artritis bacteriana inducida por S. aureus.

EJEMPLO 2

El tratamiento con antibiético destruye las bacterias y reduce la inflamacién, pero no disminuye la formacién de tejido
necrético en ratones plg'/'

Métodos

Se realizd este experimento de una manera similar al ejemplo 1, excepto por la administracion de antibidticos a
algunos de los animales.

Tratamiento con antibidtico. Se disolvié el antibidtico cloxacilina (AstraZeneca, Stdertdlje, Suecia) en PBS estéril y
se inyecté por via intraperitoneal en ratones a una dosificacion de 0,5 mg/g de peso corporal cada 12 horas,
comenzando en el dia 7 tras la inyeccidon bacteriana. Se sacrificaron los ratones en el dia 14 tras la inyeccion
bacteriana.

Resultados

También se investigaron los efectos del tratamiento con antibiético sobre el desarrollo de la enfermedad en ratones
pIg”+ y plg'/'. Se les inyectaron a los ratones bacterias en el dia 0 y se trataron con cloxacilina dos veces al dia desde
el dia 7 hasta el dia 14 tras la inyeccion bacteriana. La recuperacion de bacterias a partir de las articulaciones
infectadas en el dia 14 indicé que las bacterias se destruyeron completamente en ratones plg'/' tras el tratamiento
con cloxacilina (datos no mostrados). El analisis histopatolégico revelé que la inflamacion habia disminuido en
ratones pIgJ'/+ tras el tratamiento con antibidtico (figura 1G) en comparacion con ratones que no se habian tratado
con cloxacilina (figura 1C). En ratones plg"' tratados con cloxacilina, los niveles de inflamacién eran todavia mas
altos que en ratones plg”* con el mismo tratamiento. El cartilago y el hueso se habian reparado en gran medida
(figura 1H). De manera perceptible, quedaban pequefas areas de tejido necrético en el sinovio (flecha, figura 1H).
Estos datos revelan que la administracion intraperitoneal de cloxacilina eliminé exitosamente las bacterias de las
articulaciones de rodilla, redujo la destruccion de tejido y restaurd los procesos de reparacion tisular en ratones plg'/'.
Sin embargo, quedaba una gran area de tejido necrético en las articulaciones de rodilla de ratones plg'/' tras el
tratamiento con antibidtico.

EJEMPLO 3

La deficiencia de plasmindgeno altera el aclaramiento bacteriano

Métodos

Se realiz6 este experimento de una manera similar al ejemplo 1, excepto por los recuentos bacterianos.

Recuentos bacterianos. En los dias 2, 3, 4, 5, 7, 14 y 28 tras la inyeccion bacteriana, se tomaron las articulaciones
de rodilla y se homogeneizaron en 1 ml de PBS estéril. Tras diluciones en serie, se distribuyeron las disoluciones de
homogeneizados en placas de agar LB y se incubaron a 37°C durante la noche. Entonces se contaron las colonias

bacterianas viables para evaluar el nimero de bacterias en cada homogeneizado.

Resultados
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Se investigd entonces el crecimiento bacteriano en las articulaciones de rodilla de ratones pIgJ'/+ y plg'/' tras la
induccioén de artritis bacteriana. Tal como se muestra en la tabla 1, en ratones pIgJ'/+ la cantidad de S. aureus en las
articulaciones de rodilla infectadas disminuy6 inmediatamente a partlr deI dia 2 tras la inyeccion bacteriana. En el dia
7, no podia detectarse S. aureus en eI 50% (7/14) de los ratones plg En el dia 14, no podia detectarse S. aureus
en el 80% (8/10) de los ratones plg , ¥ se encontraron menos de 1 x 10 UFC en los otros 2 ratones. En el dia 28
se eliminaron completamente las bacterias en todos los ratones plg . En agudo contraste, todos los ratones plg
tenian S. aureus en las articulaciones de rodilla inyectadas a lo largo de todo el perlodo experimental (tabla 1). En el
dia 28, la cantidad de S. aureus en las articulaciones inoculadas de ratones plg era 27 veces superior a la cantidad
inyectada en el dia 0. Estos datos muestran que el aclaramiento de bacterias en las articulaciones de rodilla de
ratones plg estaba alterado, lo que sugiere que la plasmina esta implicada en el proceso de destruccién de
bacterias durante la defensa del huésped frente a la infeccion.

Tabla 1. Recuperacion de bacterias en articulaciones de rodilla de ratones plg™ y plg™ tras la inyeccion intraarticular
de 1 x 10° UFC de S. aureus Philips

Dias tras la inyeccion | Numero medio de bacterias® Incidencia**
bacteriana

Plg”* Plg” Plg™”* Plg”
2 (7,6 £3,7)x10° (29 +£15)x10° 5/5 3/3
3 (3,7%0,9) x10° (2,3+0,5)x10° 5/5 5/5
4 (3,0+0,6)x10° (1,7+£0,3)x 10° 5/5 5/5
5 (2,2+0,5)x 10° (1,2+0,2) x 10° 5/5 5/5
7 (8,6 +1,3)x10° (1,9+0,3)x10° 7114 11/11
14 (4,0 +2,0)x10° (3,7+0,6)x10° 2/10 10/10
28 indetectable (2,7 £0,6) x 107 0/10 10/10

*Recuentos bacterianos promedio en articulaciones de rodilla que tenian niveles detectables de bacterias vivas.

**Los datos representan el numero de articulaciones de rodilla con niveles detectables de bacterias vivas dividido
entre el numero total de articulaciones de rodilla examinadas en cada grupo.

EJEMPLO 4

La |nf||tra0|on de las articulaciones infectadas por macréfagos y neutréfilos no esta abiertamente alterada en ratones
plg”

Métodos

Se realizé este experimento de una manera similar al ejemplo 1, excepto por el analisis inmunohistoquimico y el
recuento de células inflamatorias.

Andlisis inmunohistoquimico. Se desparafinaron secciones incrustadas en parafina (8 um), se rehidrataron y se
bloqued la actividad peroxidasa endégena con H20; al 0,3% durante 10 min. Tras la incubacién con suero de conejo
al 5% a temperatura ambiente durante 20 minutos, se incubaron los portaobjetos a 4°C durante la noche con
anticuerpos primarios de rata anti-ratdon contra macréfagos (clon F4/80, MCAP497, Serotec, RU) o contra neutrofilos
(MCA771G, Serotec, RU), respectivamente. Después de eso, para las inmunotinciones de macréfagos y neutroéfilos,
se enjuagaron los portaobjetos y se incubaron adicionalmente con anticuerpo de cabra anti-lgG de rata (SC-2019,
Santa Cruz, California) a temperatura ambiente durante 1 hora.

Recuento de células inflamatorias. EI nimero total de células por seccién derivado de un area de 5 campos a x400
aumentos. Se realiz6 el procedimiento de recuento completo por duplicado para cada seccion y se calculé un valor
medio por seccién. Se contaron tres secciones independientes de cada articulacién y se usaron cinco articulaciones
de ratones separados del mismo genotipo en cada punto de tiempo.

Resultados

Se realizé el andlisis inmunohistoquimico para mvestlgar la infiltraciébn de macréfagos y neutrdfilos en las
articulaciones de rodilla infectadas en ratones plg”* y plg”. Se cuantifico la infiltracion de células inflamatorias
contando el numero de células tefiidas positivamente presentes en las secciones. Se contaron tres secciones
independientes de cada articulacion y se incluyeron 5 muestras de articulaciones de cada genotipo en cada punto de
tiempo en el estudio (figura 3A y 3B). En ratones tanto pIgJ'/+ como plg'/', se habian infiltrado numeros similares de
neutrofilos y macréfagos en el sinovio de las articulaciones de rodilla infectadas en el plazo de 24 horas de la
inyeccion bacterlana Despues de eso, en los dias 7 y 14, los numeros de neutréfilos y macréfagos acumulados en
ratones tanto pIg como plg habian aumentado significativamente en comparacion con el dia 1. Estos datos
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indican que, desde el plazo de 24 horas hasta el dia 14 tras la inyeccion bacteriana, n| la infiltracion de neutréfilos ni
la de macrofagos en las articulaciones infectadas estaba alterada en ratones plg en comparaciéon con ratones
pIgJ"+ Sin embargo, aunque la infiltracién de neutréfilos y macrofagos estaba abiertamente alterada en ratones plg ,
la funcion normal de estas células, especialmente la capacidad para destruir bacterias, estaba gravemente
comprometida

EJEMPLO 5

La complementacién sistémica de ratones plg'/' con plasminégeno humano (Plgh) restauré la defensa normal del
huésped frente a la infeccién por S. aureus

Métodos

Se realizé este experimento de una manera similar al ejemplo 1, excepto por la administracion de plasminégeno
humano a algunos de los ratones y el analisis de tipo Western.

Complementacion de ratones plg'/' con plasminégeno humano.

Para el protocolo experimental 1, se indujo artritis mediante inoculacién local de 1 x 10° UFC de S. aureus Phillips en
10 ul de PBS estéril en ambas ar'uculacmnes de rodilla de los ratones. 6 horas antes de la inoculacion bacteriana, se
complementé cada uno de 6 ratones plg con 1 mg de plasminégeno humano (Plgh) (Biopool, Umed, Suecia) en
100 pl de PBS estéril mediante |nyeCC|on |ntravenosa (i.v.) a intervalos de 24 horas durante 7 dias. Como controles,
se les inyecté a 6 ratones plg y 6 pIg PBS estéril solo a intervalos de 24 horas durante 7 dias de periodo
experimental. Se sacrificaron los ratones en el dia 7 tras la inyeccion bacteriana y se disecaron muestras de
articulaciones de rodilla, se descalcificaron y se procesaron para el analisis histolégico e inmunohistoquimico.

Para el protocolo experimental 2, se indujo artritis como en el protocolo experimental 1. A partir del dia 7 tras la
inoculacion bacteriana, se complementé cada uno de 6 ratones plg'/' con 1 mg de Plgh en 100 ul de PBS estéril
mediante inyeccioén i.v. Se inyectd la misma cantidad de plasmindgeno después de eso a intervalos de 24 horas
durante 7 dias. Como controles, se les inyectd a 6 ratones pIg”+ y 6 plg'/' PBS estéril solo a intervalos de 24 horas
durante 7 dias. Se sacrificaron los ratones en el dia 14 tras la inyeccion y se disecaron muestras de articulaciones
de rodilla, se descalcificaron y se procesaron para el andlisis histoldgico.

Resultados

Para confirmar que la plasmina desempefia un papel en la defensa del huésped frente a la artritis bacteriana
inducida por S. aureus, se investigd el desarrollo de artritis bacteriana en ratones plg™ complementados con Plgh.
Se realizé en primer lugar un experimento en el que se complementaron 6 ratones pIg con Plgh desde el dia 0
hasta el dia 7 tras Ia inyeccion bacteriana. Entonces se investigaron los efectos de la complementacion de Plgh
sobre 6 ratones plg que ya hablan desarrollado artritis bacteriana durante 7 dias. Tal como se muestra en las
figuras 4A y 4B, cuando ratones plg * recibieron PBS estéril, se observaron niveles de inflamacion moderados en el
sinovio y Ia estructura 6sea estaba relativamente intacta. Tal como se muestra en las figuras 4C y 4D, cuando
ratones plg recibieron solo PBS estéril, se observo tejido necrético en partes de los tejidos sinoviales, la |nflamaC|on
y destruccion de tejido eran mucho més graves que en el grupo de pIg . Cuando se complementaron ratones plg” -
con Plgh desde el dia 0 hasta el dia 7 (figura 4E), las caracteristicas histopatolégicas se asemejaban a las de
ratones pIgJ'/+ que recibieron PBS. Tal como se muestra en la figura 4F, cuando se les administré a ratones plg'/' Pigh
desde el dia 7 hasta dia 14, la morfologia de las articulaciones estaba sustancialmente mas intacta que Ia de ratones
pIg que recibieron PBS, y los niveles de inflamacién eran comparables a los del grupo control de pIg . Ademas,
habia un area muy pequefa de tejido necrético en el sinovio en el grupo que recibi6 Plgh. Tal como se muestra enla
tabla 2, también se restaurod la capacidad para destruir bacterias cuando se complementaron ratones pIg con Plgh
durante 7 dias tras la inyeccion bacteriana. Estos datos muestran claramente que se requiere esencialmente
plasmin(égeno) para el aclaramiento de S. aureus en articulaciones de rodilla artriticas y para la integridad de la
defensa del huésped frente a la infeccion.

Tabla 2. Recuperacion de bacterias en las articulaciones de rodilla infectadas tras la complementacion de ratones
pIg con plasminégeno

Recuentos bacterianos medios en las articulaciones* (UFC)

E63

Ratones PIg”" a los que Ratones Plg” a los que Ratones Plg” a los que se les
se les administr6 PBS se les administr6 PBS administré plasminégeno humano
Dias 0-7 (3,2+2,0)x10°,n=6 (1,3+0,12)x10°,n=6  (1,3+043)x10°**, n=6
Dias 7-14 (72+43)x10°,n=6 (22+059)x10°, n=6 (1,8 +0,56)x10°** n=6

*Recuentos bacterianos promedio en articulaciones de rodilla que tenian cantidades detectables de bacterias vivas.
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**P < 0,01. Se comparo el grupo de ratones plg a los que se les administré plasmindgeno humano con el grupo de
ratones plg a los que se les administré PBS.

EJEMPLO 6

La complementacion local de ratones plg"' con plasmindgeno humano (Plgh) restaur6 la defensa normal del huésped
frente a la infeccion por S. aureus

Métodos

Se indujo artritis bacteriana mediante inoculacion local de 1 x 10° UFC de S. aureus Phillips en 10 ul de PBS estéril
en ambas articulaciones de rodilla de ratones. 15 minutos tras la inoculacién bacteriana, se complementé un lado de
las articulaciones de rodilla de 6 ratones plg'/' con 40 pl de plasminégeno humano (10 pg/pl en PBS, Biopool, Umea,
Suecia) mediante inyecciones locales alrededor del tejido de la articulacion de la rodilla. Después de eso, se
complementé plasminégeno humano a intervalos de 24 horas durante 7 dias. Como controles para las inyecciones
locales, se les inyect6 a 6 ratones pIg por via local alrededor del tejido de la articulacion de la rodilla 40 ul de PBS
estéril solo a los 15 minutos tras la inoculacién bacteriana, y después de eso a intervalos de 24 horas durante 7 dias
de periodo experimental. Como controles para los ratones de tipo natural, se les administré a 2 ratones plg T 40 ul
de PBS estéril solo a los 15 minutos tras la inoculacién bacteriana, y después de eso cada 24 horas durante 7 dias.
Como controles para los ratones plg"' con inyecciones sistémicas, se les administré a 2 ratones plg'/' 100 wl de
plasmindégeno humano (10 pg/ul) por via intravenosa 1 hora antes de la inoculacion bacteriana y después de eso
cada 24 horas durante 7 dias.

Se sacrificaron los ratones en el dia 7 tras la inoculacién bacteriana y se tomaron las articulaciones de rodilla y se
homogeneizaron en 1 ml de PBS estéril. Tras diluciones en serie, se distribuyeron las disoluciones de
homogeneizados en placas de agar LB y se incubaron a 37°C durante la noche. Entonces se contaron las colonias
bacterianas viables para evaluar el nimero de bacterias S. aureus en cada homogeneizado.

Resultados

7 dias de inyeccion local de plasminégeno en ratones plg™ a los que se les inoculd S. aureus disminuyeron exitosa y
significativamente las cantidades de bacterias hasta 100 veces en comparacion con el tratamiento local con PBS en
estos ratones (tabla 3 y figura 9). Tanto ratones plg'/' con inyeccion sistémica de plasminégeno humano o ratones
pIg * con inyeccion local de PBS también han destruido exitosamente S .aureus en sus articulaciones de rodilla.
Estos datos demuestran claramente que la |nyeCC|on local de plasminégeno humano puede restaurar la capacidad
de destruccion de bacterias normal en los ratones pIg

Tabla 3. Numero de bacterlas en ratones plg-/- y plg+/+ con diferentes tratamientos locales y sistémicos en el dia 3
tras la inoculacion de 1 x 10° UFC de S. aureus Phillips

Grupos Numero de muestras Numero medio de bacterias
(media+DE, x 10° UFC)
0,01940,044*

1,09+0,55
0,00075+0,0011*
0,00065+0,00092*

Plg” con inyeccion local de Plgh
Plg™ con inyeccion local de PBS
Plg” con inyeccion sistémica de Plgh
Plg™ con inyeccion local de PBS

NIN|O|O

*, P<0,05, en comparacion con el grupo de ratones plg'/' con inyeccion local de PBS.
EJEMPLO 7

La complementacioén local de ratones pIgJ'/+ con plasminégeno humano potencia la defensa del huésped frente a la
infeccion por S. aureus

Métodos

Se indujo artritis bacteriana mediante inoculacion local de 1 x 10° UFC de S. aureus Phillips en 10 ul de PBS estéril
en articulaciones de rodilla de ratones. 15 minutos tras la inoculacién bacteriana, se complementé un lado de las
articulaciones de rodilla de 7 ratones pIgJ'/+ con 50 pl de plasminégeno humano (Plgh, 10 ug/ul en PBS, Biopool,
Umed, Suecia) mediante inyecciones locales bajo la piel de la rodilla y alrededor del tejido de la articulacién de la
rodilla. Después de eso, se complementd plasmindgeno humano en el mismo patrén a mtervalos de 24 horas desde
el dia 0 hasta dia 2. Como controles para las inyecciones locales, se les inyect6 a 7 ratones pIg * por via local bajo
la piel de la rodilla y alrededor del tejido de la articulacion de la rodilla 50 ul de PBS estéril solo a los 15 minutos tras
la inoculacion bacteriana, y después de eso se realizaron las mismas inyecciones locales a intervalos de 24 horas
desde el dia 0 hasta el dia 2 del periodo experimental.
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Se sacrificaron los ratones en el dia 3 tras la inoculacién bacteriana y se tomaron las articulaciones de rodilla y se
homogeneizaron en 1 ml de PBS estéril. Tras diluciones en serie, se distribuyeron las disoluciones de
homogeneizados sobre placas de agar LB y se incubaron a 37°C durante la noche. Entonces se contaron las
colonias bacterianas viables para evaluar el nimero de bacterias S. aureus en cada homogeneizado.

Resultados

La inyeccion local en las articulaciones de rodilla de plasminégeno humano durante 3 dias en ratones plg " redujo
exitosa y significativamente el numero de S. aureus vivas 5 veces en comparacion con el grupo de plg * control
tratado con PBS. Estos datos demuestran claramente que el plasmindgeno humano es un potente factor
proinflamatorio que potencia la defensa del huésped frente a la infeccion bacteriana incluso en un animal de tipo
natural. Estos datos (tabla 4, figura 10) indican ademas que el plasminégeno es un candidato a farmaco
antiinfeccioso novedoso para uso clinico.

Tabla 4. Numero de bacterias en ratones de tipo natural (plg+/+) a los que se les inyecto por via local plasminégeno
humano o PBS en el dia 3 tras la inoculacién de 1 x 10° UFC de S. aureus Phillips

Grupos Numero de muestras Numero medio de bacterias
(media+DE, x 10° UFC)

Plg™ con inyeccién local de Plgh 7 0,03120,011*

Plg™ con inyeccion local de PBS 7 0,14+0,047

* P<0,05, en comparacién con el grupo de ratones plg** con inyeccion local de PBS.

EJEMPLO 8

La complementacion de ratones pIg"' con plasminégeno aumento la expresion de proteina IL-6 en las articulaciones
de rodilla infectadas

Métodos
Se realiz6 este experimento de una manera similar al ejemplo 5, excepto por la tinciéon inmunohistoquimica de IL-6.

Para la inmunotinciéon de IL-6, se enjuagaron los portaobjetos y se incubaron con anticuerpo de cerdo anti-lgG de
conejo (P0217, DAKO, Dinamarca) a temperatura ambiente durante 1 hora. Se revel6 la reaccion cromogénica
mediante el kit de sustrato de DAKO (K3464, sustrato AEC de DakoCytomation, EE.UU.) y se contratifieron los
portaobjetos con hematoxilina. Portaobjetos incubados con suero de conejo en lugar del anticuerpo primario
sirvieron como control negativo, se mostré que eran todos negativos.

Resultados

Se ha notificado que IL-6 esta implicada en la activacion, el crecimiento y la diferenciacion de linfocitos y la falta de
IL-6 potencia la susceptibilidad a la infeccion. Por tanto, se investigo si la plasmina tiene algun efecto sobre la
expresion de IL-6 durante la artritis bacteriana. Se tomaron muestras para la seccion de tejido durante la
complementamon de ratones plg/ con Plgh y se procesaron mediante tinciones inmunohistoquimicas. Cuando
ratones plg recibieron PBS estéril durante 7 dias tras la |nyeCC|on bacteriana, los niveles de proteina IL-6 eran
significativamente inferiores en comparacién con ratones plg " (figura 5A y 5B). Tal como se muestra en la figura
5C, cuando ratones plg/ recibieron Plgh durante 7 dlas tras la inyeccion bacteriana, la expresion de proteina IL-6
aumento hasta un nivel similar que en los ratones plg . Estos datos muestran que la plasmina esta implicada en la
regulacion de la expresion de IL-6 en articulaciones de rodiIIa durante la artritis bacteriana.

EJEMPLO 9
Niveles superiores de expresion de IL-10 en articulaciones de plg+/+ en comparacioén con articulaciones de plg'/'
Métodos

Se realizé este experimento de una manera similar al ejemplo 1, excepto por el andlisis de inmunotransferencias de
tipo Western.

Analisis de inmunotransferencias de tipo Western
En los dias 3 y 7 tras la inyeccion bacteriana, se sacrificaron los ratones y se recogieron articulaciones de rodilla
completas. Se homogeneizaron las articulaciones y se lisaron en tampén NP-40 (Nonidet P-40 al 0,5%, Tris-HCI

50 mM (pH 7,4), NaCl 150 mM, NaF 1 mM, EDTA 1 mM, NasVO4s 1 mM, PMSF 0,25 mM, aprotinina 5 pg/ml,
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leupeptina 1 ng/ml, pepstatina 1 pg/ml y glicerol al 15%) durante 30 min. sobre hielo. Se ajustaron los lisados para
obtener una concentracion de proteina igual. Se realizaron los analisis de inmunotransferencias de tipo Western tal
como se describié (12), usando un anticuerpo de cabra anti-IL-10 de ratén (AF-417-NA, R & D systems, RU) y
anticuerpo monoclonal de ratéon contra B-actina (Sigma-Aldrich Sweden AB, Estocolmo, Suecia). Los anticuerpos
secundarios anti-cabra y anti-ratén conjugados con peroxidasa del rabano (HRP) eran de Biorad (Hecules, CA,
EE.UU.).

Resultados

Estudios previos han demostrado que la interleucina-10 (IL-10) tiene efectos antiinflamatorios en un modelo animal
de artritis septicémica (13). Para estudiar si la plasmina tiene algun efecto sobre la expresion de IL-10 durante la
artritis bacteriana, se reallzo un analisis de inmunotransferencia de tipo Western para comparar los niveles de I1L-10
entre ratones plg y plg En los dias 3 y 7 tras la inyeccion bacteriana, se lisaron homogenelzados de
articulaciones y se procesaron con inmunotransferencia de tipo Western para detectar IL-10. Los ratones plg tienen
niveles de IL-10 drasticamente inferiores en comparacion con ratones pIg en articulaciones de rodilla no infectadas
(figura 6A, carriles 1 Y, 2, respectivamente). En el dia 3, los niveles de IL-10 en ratones de ambos genotipos eran
elevados, aunque pIg tienen todavia niveles notablemente inferiores de IL-10 en comparacién con ratones pIgJ"+
(figura 6A, carriles 3 y 4). En el dia 7, los ratones pIg tienen todavia los mlsmos niveles de IL-10 en comparacion
con el dia 3, mientras que los niveles de IL-10 disminuyeron en ratones plg * (figura A, carril 5, carril 6). Tomados
conjuntamente, estos datos sugieren que IL-10 en concierto con IL-6 puede regular el proceso inflamatorio durante
la artritis bacteriana y que la plasmina esta implicada en la regulacién de la expresién de IL-6 e IL-10.

EJEMPLO 10

uPA es importante para la defensa del huésped y la remodelacion tisular frente a la infeccion de la rodilla inducida
por S. aureus

Métodos

En el dia 0, se indujo artritis bacteriana mediante inoculacion intraarticular local de 1 x 10° UFC de S. aureus Phillips
en 10 ul de PBS estéril en articulaciones de rodilla de ratones de tipo natural y deficientes en uPA (uPA'/') (14). Se
sacrificaron los ratones en los dias 7, 14, 21 y 28, y se tomaron las articulaciones de rodilla y se homogeneizaron en
1 ml de PBS estéril. Tras diluciones en serie, se distribuyeron las disoluciones de homogeneizados sobre placas de
agar LB y se incubaron a 37°C durante la noche. Entonces se contaron las colonias bacterianas viables para evaluar
el numero de bacterias S. aureus en cada homogeneizado.

En otro experimento, se indujo en ratones deficientes en uPA y de tipo natural artritis bacteriana mediante
inoculacién intraarticular local de 1 x 10° UFC de S. aureus Phillips en 10 ul de PBS estéril en articulaciones de
rodilla. En los dias 7, 14 y 28 tras la inyeccién bacteriana, se sacrificaron los ratones y se recogieron muestras de
articulaciones de rodilla completa para el andlisis histolégico. En resumen, en primer lugar se fijaron las
articulaciones de rodilla en paraformaldehido al 4%, se incrustaron en parafina, y después de eso se prepararon
secciones de 8 um. Se tifieron portaobjetos que contenian secciones de tejido con safranina-O para el analisis
histolégico. Se incluyeron al menos 10 articulaciones de rodilla en cada grupo experimental.

Resultados

Tras la induccion de artritis bacteriana inducida por S. aureus en ratones de tipo natural y deficientes en uPA, en el
grupo de tipo natural, el nimero medio de bacterias disminuye continuamente desde el dia 7 hasta el dia 28. En el
dia 14, 4 de 7 ratones han eliminado las bacterias completamente. Sin embargo, en el grupo deficiente en uPA, el
nuamero medio de bacterias es basicamente constante desde el dia 0 hasta el dia 28 (figura 11). Aunque el ndmero
de bacterias disminuy6 tras el dia 14, no era significativamente diferente entre el dia 14 y el dia 28. Aunque se
termind el experimento en el dia 28 tras la inoculacion bacteriana, es altamente improbable que los ratones
deficientes en uPA puedan destruir las bacterias en puntos de tiempo posteriores porque la articulacion de la rodilla
se ha deshecho totalmente tras el dia 14. Desde el dia 14 en adelante se acumulan niveles extensos de tejido
necrético en las articulaciones de rodilla deficientes en uPA. Para los examenes histolégicos, mientras que los
ratones de tipo natural mostraban inflamacion transitoria en el dia 7 y los niveles de inflamacion disminuyeron
rapidamente después de eso, los ratones deficientes en uPA mostraban edema e inflamacion de tejido persistente,
destruccion de tejido extensa y formacion de tejido necrotico a lo largo de todo el periodo experimental (figura 12).
Estos datos (tabla 5, figura 11 y 12) demuestran claramente que uPA es importante en la destruccion de bacterias
durante la defensa del huésped frente a artritis inducida por S. aureus, e implican ademas que los componentes de
la ruta de activador de plasminégeno desempefian papeles criticos durante la defensa del huésped frente a la
infeccion.

Tabla 5. Incidencia y numero de bacterias en ratones deficientes en uPA y de tipo natural tras la induccién de artritis
bacteriana inducida por S. aureus
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Deficiente en uPA De tipo natural

Dias NuUmero de Incidencia* NuUmero de Incidencia*® Valor
bacterias (UFC) bacterias (UFC) de P**

Dia 0 1,0 x 10° 2/3 1,0 x 10° 2/3

Dia 7 56x10°+1,7 | 6/6 1,1x10°7,9x | 6/6 0,0103
x 10° 10°

Dia 14 88x10°+26 | 7/7 75x10°#42x | 3/7 0,006
x 10° 102

Dia 21 37x10°+84 | 5/5 6,0x10°6,0x | 1/5 0,0023
x 10* 102

Dia 28 28x10°+4,5 | 5/5 6,0x10°46,0x | 1/5 0,0003
x 10* 102

*, la incidencia se define como la proporcion del numero de articulaciones de rodilla infectadas con respecto al
numero de articulaciones de rodilla totales examinadas en ese punto de tiempo.

** el valor de P se calcula mediante la comparacion de los niumeros de bacterias de todas las articulaciones entre
ratones deficientes en uPA y ratones de tipo natural en el punto de tiempo respectivo.

EJEMPLO 11

Niveles superiores de pérdida de peso corporal y gravedad de artritis en artritis bacteriana de ratones plg"' tras la
inyeccion intravenosa de 1 x 10° UFC de S. aureus Phillips en 200 pl de PBS estéril

Métodos

Se indujo artritis bacteriana en ratones pIgJ'/+ y plg"' mediante inyeccion intravenosa (i.v.) de 1 x 10° UFC de S.
aureus Phillips en 200 pl de PBS estéril. Se siguieron los ratones individualmente cada dia tras la inoculacién. Se
inspeccionaron las garras cada 24 horas y se sacrificaron todos los ratones en el dia 21 tras la inoculacion. Se
definié la artritis como hinchazén visible de la articulacion y/o eritema de la palma, la muieca y el tobillo. Para
evaluar la intensidad de la artritis, se llevd a cabo una puntuacién clinica (indice artritico), usando un sistema en el
que la inspeccion macroscopica produjo una puntuacién de 0-5 puntos para cada garra. (0 = normal, 1 = eritema o
hinchazén marginal; 2 = eritema e hinchazén leves; 3 = eritema e hinchazén moderados; 4 = eritema e hinchazon
marcados; 5 = deformidad e hinchazén marcados). Se calculé la puntuacion total afiadiendo las puntuaciones de las
4 garras para cada animal sometido a prueba, dando como resultado una puntuacion artritica que oscilaba entre 0 y
20 para cada raton individual. Se determind el peso de los ratones cada dia desde el dia 0 hasta el dia 21.

Resultados

Para evaluar si la deficiencia en plasmindgeno afecta a la invasién bacteriana en las articulaciones en el modelo de
artritis bacteriana inducida por inyeccién intravenosa, se siguieron el dia de aparicion y la incidencia de artritis,
definida como eritema e hlnchazon marginales (tabla 6) cada 24 horas tras la inoculacion bacteriana. El dia de
comienzo en ratones plg Ty pIg fue 5, O +2,2y4,4 £ 2,0 respectivamente (P = 0,5021). Ademas, la |nC|denC|a de
artritis entre ratones plg T y ratones plg era idéntica. Estos resultados indican que ratones tanto plg " como plg
son susceptibles a la artritis inducida por S. aureus mediante inoculacion mtravenosa Sin embargo, se percibi6é una
observacion sorprendente en este estudio, el 38% (12/32) de los ratones plg estaban paralizados en la parte
trasera, mientras que solo el 3,3% (1/30) de los ratones pIg * mostré parélisis.

Con el fin de seguir la situacion de salud general tras la inoculacién intravenosa de S. aureus, se midi6 el peso de
cada ratén cada dia durante el periodo expenmental Tal como se muestra en la figura 13, durante la primera
semana de infeccion, los ratones tanto pIg como pIg mostraron una pérdida de peso sustancial, que alcanzé el
maximo del 24% y el 26% del peso corporal en el dia 7, respectivamente. 7 dias tras la infeccion, el peso corporal de
los ratones pIg " habia aumentado gradualmente. En contraposicién, se observé de manera continua una pérdida de
peso significativa en ratones pIg"' a lo largo de todo el experimento (p < 0,05).

Se siguié también el desarrollo clinico de artritis bacteriana durante 3 semanas en ratones plg y pIg tras
inocularse por via i.v. con 1 x 10°® S. aureus. Tal como se muestra en la figura 14, los ratones tanto plg ** como plg'/'
desarrollaron artritis bacterlana No habia ninguna diferencia en la gravedad de la |nflamaC|on durante los primeros 3
dias entre ratones pIg Ty plg Sln embargo, desde el dia 7 en adelante, los ratones plg tenian una inflamacion
mas grave que los ratones pIg , y la diferencia era significativa (p < 0,05). En ratones plg™", la gravedad alcanzo un
maximo en el dia 14 y disminuyo gradualmente después de eso. Al final del experimento, 8 de 28 ratones plg

recuperaron de la artrltls En ratones pIg la gravedad de la artritis aumentoé durante todo el experimento, y nlnguno
de los ratones plg se recuperaron de Ia artritis al final del experimento. Tomados conjuntamente, estos datos
indican claramente que el plasminégeno no es esencial en la invasidn de bacterias de la circulaciéon sanguinea, pero
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es esencial en la defensa del huésped contra la infeccidon bacteriana en las articulaciones de rodilla y en el
mantenimiento de la situacion de salud durante la artritis bacteriana.

Tabla 6. Comparacién de los principales rasgos de la artritis bacteriana en ratones pIgJ"+ y plg"' tras la inyeccion
intravenosa de 1 x 10° UFC de S. aureus Phillips en 200 ul de PBS estéril

Plg™”* Plg”
Dia de comienzo (media + EEM) 50+272 44+20
Incidencia de artritis bacteriana 93% (28/30) 93% (30/32)
Incidencia de paralisis 3,3% 37,5%
Incidencia de necrosis en o
articulacion infectada 0 100%
Peso corporal en el dia 21 2289 16,79

EJEMPLO 12

Desarrollo més grave de destruccion de tejido y formacién de tejido necrético en artritis bacteriana de ratones plg” :
tras la inyeccion intravenosa de 1 x 10° UFC de S. aureus Phillips en PBS estéril

Métodos

Se indujo artritis bacteriana en ratones pIgJ'/+ y plg"' mediante inyeccion intravenosa (i.v.) de 1 x 10° UFC de S.
aureus Phillips en 200 ul de PBS estéril. Se siguieron los ratones individualmente cada dia tras la inoculacion.

Para realizar examenes histopatolégicos de los tobillos y las garras, se disecaron los tobillos y las garras y se fijaron
en formalina tamponada al 4% durante 24 horas. Se descalcificaron los tejidos fijados durante 3 semanas en EDTA
al 15%, se deshidrataron y se incrustaron en parafina. Se tifieron secciones de 8 um de las articulaciones de
mufiecas con safranina-O y se contratifieron con verde rapido/hematoxilina de hierro.

Para el analisis inmunohistoquimico, se desparafinizaron secciones incrustadas en parafina (8 um) y se rehidrataron
en etanol y agua destilada. Se bloqueé la actividad peroxidasa enddégena con H2O. al 3% durante 10 minutos.
Entonces se incubaron durante 20 min. a temperatura ambiente con suero de conejo al 5% para la deteccion de
fibrina. Entonces se cubrieron los portaobjetos con anticuerpo de cabra anti-fbn/fbg de ratén a temperatura ambiente
durante 30 min. Tras lavar, se cubrieron con IgG de conejo anti-lgG de cabra durante 20 min a TA. Tras lavar, se
cubrieron con PAP durante 20 min. a TA. Se revel6 el color mediante el kit (sistema de cromdégeno de sustrato AEC
de DAKO), y tras lavar se contratifié con hematoxilina de Mayer.

Resultados

Para determinar si la persistencia observada de inflamacion articular estaba asociada con cambios histologicos, se
realizaron analisis histolégicos con articulaciones de garras de ratones plg/ y plg infectados. Se tifieron las
articulaciones con safranlna 0, y se contratifieron con verde rapido/hierro y hematoxilina. Tal como se muestra en la
figura 15, en ratones plg , un dia tras el dia de comienzo, la inflamacioén era muy ligera (figura 15A). 3 dias tras el
dia de comienzo, la membrana sinovial se vuelve hiperplasica pero el cartilago estaba intacto (figura 15B). 7 dias
tras el dia de comienzo, se habian infiltrado células inflamatorias en la cavidad articular (figura 15C). 14 dias tras el
dia de comienzo, la membrana sinovial era mucho mas gruesa que en el dia 7 (figura 15D). En ratones plg tal
como se muestra en la figura 15E, un dia tras el dia de comienzo, el nivel de inflamacién era también ligero. Sin
embargo, 3 dias tras el dia de comienzo, la membrana sinovial era mucho mas gruesa que en el dia 1, y las células
inflamatorias comenzaron a invadir el hueso (figura 15F). 7 dias tras el dia de comienzo, las células inflamatorias
llenaban toda la articulacion de la garra, y algunas partes del hueso se habian degradado (figura 15G). 14 dias tras
el dia de comienzo, la mayor parte del hueso y el cartilago se degradé completamente (figura 15H). Ademas, 14 dias
tras el dia de comienzo, en ratones plg /, aunque la inflamacién era grave, la gravedad era muy ligera en
comparacién con ratones plg Se verificaron los hallazgos clinicos mediante el examen histopatolégico que mostrd
claramente que los ratones plg presentaban un nivel significativamente superior de destruccion de tanto cartilago
como hueso Conjuntamente, los ratones pIg " presentaban una artritis significativamente menos grave que los
ratones plg La plasmina tiene un efecto beneficioso sobre la remodelacion tisular.

Para examinar el desarrollo y Ia resolu0|on de la artritis al nivel celular, se realizaron analisis microscépicos para
tejido necrético en ratones plg y plg . Se encontro tejido necrético en la articulacién pronto como el dia 3 tras la
inoculacion bacteriana en ratones pIg/ Tal como se muestra en la figura 16 y la figura 15G, H, se encontro una gran
area de tejido necrotico en ratones plg En contraposicion, se encontrd poca necrosis en ratones plg , aunque
tuviesen inflamacion grave. Estos datos indican que ratones deficientes en plg no podrian eliminar el tejido necrc')tico
y se provocaba destruccion de tejido.

Basandose en el papel establecido de la activacion del plasmindgeno en la fibrinolisis, la pérdida de plasminégeno
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da como resultado un aumento de la deposicion de fibrina. Se analizé el contenido en fibrina en articulaciones de
rodilla mediante inmunohistoquimica de fibrina (figura 17). Sin embargo, se encontraron niveles S|m|Iares de
deposicion de fibrina en todas las articulaciones hinchadas de los ratones control plg * que en ratones pIg Estos
datos indican claramente que Ia deposicion de fibrina probablemente no es el motivo de la artritis bacteriana mas
grave observada en ratones pIg

EJEMPLO 13 DE REFERENCIA

El plasmindégeno es importante durante la defensa del huésped frente a la infeccion inducida por S. aureus durante
la cicatrizacion de heridas por incisién en ratones plg

Métodos

Para inducir una herida por incision, en primer lugar se afeitaron cuidadosamente los lados dorsales de ratones plg"'
usando una magquinilla de afeitar y se limpiaron usando etanol al 70%. Después de eso, se indujo una incision de
15 mm de largo a lo largo de la linea media en el lado dorsal del raton. 15 min. después, se aplicaron por via tépica
1 x 10" UFC de S. aureus en 10 ul de PBS y se distribuyeron sobre las heridas abiertas. Ademas, se inyectaron 50 ul
de plasmindgeno por via subcutanea en dos sitios de los dos lados de las aberturas de la herida, separados 5 mm
de la abertura de la herida. Para ratones pIg'/' control, sélo se inyectaron 50 ul de PBS por via local en la herida
abierta en la que se inocularon bacterias. Después de eso, se inyectaron 50 ul de plasminégeno (10 ug/ul) o PBS
cada 24 horas de un modo similar al realizado en el dia 0 hasta el dia 10. En el dia 11, se sacrificaron los ratones y
se disecaron cuidadosamente muestras de la herida, alrededor de los bordes de la herida y el tejido por debajo, y se
homogeneizaron en 1 ml de PBS estéril. Tras diluciones en serie, se distribuyeron las disoluciones de
homogeneizados sobre placas de agar LB y se incubaron a 37°C durante la noche. Entonces se contaron las
colonias bacterianas viables para evaluar el numero de bacterias S. aureus en cada homogeneizado.

Resultados

Con el fin de investigar si el plasmindgeno desempefia funciones de destruccion de bacterias similares en un modelo
de infeccion de heridas abiertas que en el modelo de artrltls bacteriana, se indujeron en ratones pIg heridas por
incisién y se les inoculd adicionalmente por via local 10" UFC de S. aureus Phillips. Después de eso, se les inyectd a
estos ratones por via local o bien plasminégeno humano o bien PBS control durante 10 dias. La recuperacion de
bacterias a partir de las muestras de tejido de estos ratones muestra que el tratamiento local de Plasmlnogeno
humano disminuy6 exitosamente el numero de bacterias 10 veces en comparacion con los ratones plg™ tratados con
PBS control (tabla 7, figura 18). Estos datos muestran claramente que el plasmindgeno desempefia un papel critico
en la defensa del huésped (por ejemplo destruccion de bacterias) frente a infecciones acompafiadas de una herida
abierta. Ademas, la inyeccion local de plasmindégeno también mejoré enormemente la cicatrizacion de las heridas
infectadas (figura 19). Conjuntamente, estos resultados indican que el plasminégeno es esencial en la defensa del
huésped frente a diferentes tipos de traumatismo, tal como se evalu6 mediante la defensa del huésped frente a dos
tipos de artritis bacteriana, cicatrizacion de heridas abiertas y defensa del huésped frente a la infeccién de heridas
abiertas.

Tabla 7. Numero de bacterias en ratones plg con tratamlentos locales de Plgh o PBS en el dia 11 tras la formacion
de herida por incisién en la que se inocularon 1 x 10" UFC de S. aureus Phillips

Grupos Numero de muestras Numero medio de bacterlas por gramo
de tejido (mediatEE, x 10° UFC/g)

Plg” con inyeccion local de Plgh 4 2,6+2,5*

Plg"' con inyeccion local de PBS 2 26,8+25,2

*, P<0,05, en comparacion con el grupo de ratones plg'/' con inyeccion local de PBS.

EJEMPLO 14 DE REFERENCIA

El plasminégeno es importante en la defensa del huesped frente a la infeccion inducida por S. aureus durante la
cicatrizacion de heridas por quemaduras en ratones plg

Métodos

Para inducir el modelo de quemadura por escaldadura, en primer lugar se duermen los ratones mediante anestesia.
Después de eso, se afeita cuidadosamente el area en el que va a producirse la quemadura y se coloca de manera
vertical y libre una barra de metal caliente a 100°C de 25 g con la ayuda de pinzas durante 6 segundos. Se calienta
previamente la barra de metal en agua caliente a la temperatura de ebullicién. Seis segundos de quemadura inducen
una lesién térmica grave en el area. Una vez que se produce la quemadura por escaldadura en el area, se seca
cuidadosamente la superficie de la espalda del ratén para eliminar el agua excesiva. Aproximadamente 15 min.
después, se inyectan 30 ul de 1x10° UFC de S. aureus justo por via subcutanea en el centro del area de la
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quemadura. Otros 15 min. después, se inyectan 50 ul de plasmindgeno (10 ug/ul) por via subcutanea en dos sitios
alrededor del borde del area de la quemadura por escaldadura, 25 ul por sitio. Para el grupo de PBS de plg control,
se inyectaron 50 ul de PBS del mismo modo que el plasminégeno. Después de eso, desde el dia 0 hasta el dia 9, se
realiza una inyeccion diaria o bien de arrlba abajo o bien de izquierda a derecha en el area de la quemadura,
cambiando cada dia. Para el grupo de plg , se realiza sélo la quemadura en los ratones pero se dejan sin ningun
tratamiento local. Al final del experimento, se documenta el aspecto de la herida de las quemaduras mediante una
camara y se disecan cuidadosamente muestras de tejido (el area de la quemadura y la capa de tejido poco profunda
por debajo) y se homogeneizan en 1 ml de PBS estéril. Tras diluciones en serie, se distribuyeron las disoluciones de
homogeneizados sobre placas de agar LB y se incuban a 37°C durante la noche. Se contaron entonces las colonias
bacterianas viables para evaluar el niumero de bacterias S. aureus en cada homogeneizado.

Resultados

Con el fin de investigar si el plasmindgeno desempeia funciones de destruccion de bacterias similares en un modelo
de infeccién de heridas por quemaduras que en el modelo de artritis bacterlana se indujeron en ratones plg heridas
por quemaduras y se les inoculé adicionalmente por via local 1 x 10° UFC de S. aureus Phillips. Después de eso, se
les inyectd a estos ratones por via local o bien plasminégeno humano o bien PBS control durante 9 dias. La
recuperacion de bacterias a partir de las muestras de tejido de estos ratones tomadas en el dia 10 tras la quemadura
muestran que el tratamlento local de plasminégeno humano dlsmlnuyo exitosamente el nimero de bacterias 10
veces en los ratones pIg en comparacion con los ratones plg tratados con PBS control (tabla 8, figura 20), que es
incluso inferior que el numero de bacterias en ratones pIg sin inyeccion local. Estos datos muestran claramente
que el plasminégeno desempefia un papel critico en la defensa del huésped (por ejemplo destruccion de bacterias)
frente a infecciones acompafiadas de una herida por quemadura abierta. Conjuntamente, estos resultados indican
que el plasmindgeno es esencial en la defensa del huésped frente a diferentes tipos de traumatismos, tal como se
evalué mediante la defensa del huésped frente a dos tipos de artritis bacteriana, cicatrizacion de heridas abiertas
(quemadura, incision) y defensa del huésped frente una infeccion de heridas abiertas.

Tabla 8. Numero de bacterias en ratones plg con tratamientos locales de Plgh o PBS en el dia 10 tras heridas por
quemaduras en las que se inocularon 1 x 10" UFC de S. aureus Phillips

Grupos NUmero de muestras Numero medio de bacterlas por gramo
de tejido (mediatEE, x 10° UFC/qg)

Plg” con inyeccién local de Plgh 5 0,43+0,13*

Plg"' con inyeccion local de PBS 5 4,614

Plg+/+ sin inyeccién local 4 3,621

*, P<0,05, en comparacioén con el grupo de ratones plg'/' con inyeccion local de PBS.
EJEMPLO 15 DE REFERENCIA

Incidencia de otitis media cronica espontanea en ratones de tipo natural y deficientes en plg
Métodos

Procedimiento experimental. Durante un periodo de 18 semanas, se anestesiaron los ratones a diferentes intervalos
de tiempo mediante una inyeccion intraperitoneal de una mezcla de 100 pul de 25 ul de Dormicum® (Roche AB,
Estocolmo, Suecia), 25 ul de Hypnorm™ (Janssen Pharmaceutica, Beerse, Bélgica) y 50 ul de agua estéril. Se
examin6 cuidadosamente el aspecto macroscopico de la membrana timpanica (TM) [DELETREAR] y se documento
bajo un otomicroscopio. Al final del periodo de 18 semanas, se sacrificaron todos los animales y a partir de 18
animales (de tipo natural, n = 7; deficientes en plg, n = 11) se dividieron los oidos en tres grupos, dirigidos a la
identificacion bacteriologica (de tipo natural, n = 6; deficientes en plg, n = 6), incrustacién en plastico (de tipo natural,
n = 4; deficientes en plg, n = 6) e incrustacion en parafina (de tipo natural, n = 4; deficientes en plg, n = 10),
respectivamente.

Incrustaciones en plastico y parafina. Se recogieron los craneos para la incrustaciéon en plastico y parafina tal como
se describid previamente (15). Para muestras incrustadas en plastico de morfologia, se realizaron secciones
transversales (1 um) a través de todo el MEC y se tifieron con azul de toluidina. Se realizaron secciones
transversales de las muestras incrustadas en parafina (5 um) a través de todo el MEC para la inmunohistoquimica.

Resultados
Para estudiar el desarrollo de otitis media crénica, se seleccionaron ratones de tipo natural y deficientes en plg de 6
semanas de edad. Se examind el estado de las TM y los MEC en los ratones experimentales al inicio del

experimento y a las edades de 9 semanas, 13 semanas, 18 semanas y 24 semanas. De manera otomicroscopica, se
definié la otitis media crénica espontanea como una TM opaca, blanquecina y engrosada, con o sin material de
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efusién en el MEC. Tal como se muestra en la tabla 9, ninguno de los ratones de tipo natural (tanto machos como
hembras) desarrollé ninguna efusién en el oido medio o drenaje del canal del oido externo (EEC) durante el periodo
experimental de 18 semanas. Tal como se revel6 mediante otomicroscopio, sus TM eran delgadas, transparentes y
estaban colocadas de manera normal (datos no mostrados). En contraposicion, en los ratones deficientes en plg, el
numero de oidos con otitis media espontanea aumenté gradualmente durante el periodo experimental en un grado
similar en tanto machos como hembras. Al final del experimento, se habia desarrollado otitis media espontanea con
diversos grados de cambios inflamatorios en todos los oidos de los ratones deficientes en plg restantes (tabla 9).

Tabla 9. Incidencia de desarrollo espontaneo de otitis media crénica en ratones de tipo natural y deficientes en plg a
diferentes edades

Incidencia de desarrollo espontaneo de otitis media crénica® a las edades de:

Grupo de ratones

6 semanas 9 semanas 13 semanas 18 semanas 24 semanas

De tipo natural, 0/18 0/18 0/16 0/16 0/16
macho
De tipo natural, 0/18 0/18 0/18 0/18 0/18
hembra

. v b
Deficientes en plg, 0/20 3/20 5/18 8/18 6/10
macho
Deficientes en plg, 0/24 1/24 3/24 8/22 11/16°
hembra

#Se muestran los datos como el nimero de oidos infectados/inflamados dividido entre el nimero total de oidos en
cada grupo.

bCuando se analizan morfolégicamente, se encontré que los oidos medios en ratones deficientes en plg que se
mostré que eran normales bajo el otomicroscopio tenian cambios inflamatorios pero no demasiado pronunciados,
con solo una capa delgada de una masa tisular amorfa en el MEC que se adhiere a la TM.

EJEMPLO 16 DE REFERENCIA

Identificacion de bacterias aisladas de los MEC de ratones de tipo natural y deficientes en plg

Métodos

Se realiz6 este experimento de una manera similar al ejemplo 8, excepto por la identificacion bacteriolégica.

Identificacion bacteriolégica. Se disecaron las bullas timpanicas de grupos de tipo natural y deficientes en plg
liberandolas de tejido blando y se retird un pequefio trozo del suelo dseo de la bulla con un cuchillo. Se metié un
hisopo estéril en la cavidad del oido medio (MEC) y mediante el uso del hisopo se distribuyé el material
adicionalmente sobre placas de caldo Luria (LB) y se incubaron inmediatamente a 37°C durante 48 horas. Se
identificaron las colonias obtenidas segun Cowan & Steel (16).

Resultados

Al final del experimento, se recogieron al azar bullas timpanicas de oidos de 6 ratones de tipo natural y 6 deficientes
en plg para la identificacion bacteriana. Tal como se muestra en la tabla 10, sélo se encontraron bacterias en 1 de 6
de las muestras de tipo natural. Las bacterias se identificaron como Streptococcus sanguinis. Sin embargo, en 5 de
de 6 muestras de MEC obtenidas de los ratones deficientes en plg se aislaron bacterias. Las especies identificadas
fueron Staphilococcus aureus, Micrococcus luteus, Streptococcus sobrinus y Streptococcus mutans. Todas las
bacterias identificadas eran Gram-positivas.

Tabla 10. Recuperacién de bacterias de los MEC en ratones de tipo natural y ratones deficientes en plg a la edad de
24 semanas.

®ND, no detectable.

Numero de oidos Hallazgos de bacterias en
de ratones De tipo natural Deficientes en plg
1 Streptococcus sanguinis Staphylococcus aureus
2 ND? Micrococcus luteus
3 ND Streptococcus sobrinus
4 ND Streptococcus sobrinus y Streptococcus mutans
5 ND Streptococcus mutans
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6 ND ND

EJEMPLO 17 DE REFERENCIA

Estudios con microscopio optico en ratones de tipo natural y deficientes en plg

Métodos

Se realiz6 este experimento de una manera similar al ejemplo 8, excepto por las tinciones inmunohistoquimicas.

Tinciones inmunohistoquimicas. Se rehidrataron las secciones incrustadas en parafina en una serie de
concentraciones de etanol decrecientes y se enjuagaron en agua destilada. Se bloque6 la actividad peroxidasa
enddgena con HxO2 al 3% durante 10 min. y se lavaron adicionalmente los portaobjetos en PBS. Entonces se
trataron las secciones consecutivas con los anticuerpos indicados a continuacion. En todas las tinciones
inmunohistoquimicas, se usaron como controles negativos portaobjetos adyacentes incubados con sueros de
animales no inmunizados en lugar del anticuerpo primario.

Para la deteccion de células inflamatorias, se usaron anticuerpos primarios monoclonales de rata anti-ratén contra
células T (clon 53-7.3, dilucién 1:50; BD Biosciences Pharmingen, Estocolmo, Suecia), células B (clon RA3-6B2,
dilucion 1:250; BD Biosciences Pharmingen), macréfagos (MCAP497, dilucion 1:500; Serotec, Oxford, R.U.) y
neutrofilos (CL8993AP, diluciéon 1:200; Cedarlane Laboratories, Hornby, Ontario, Canadd). Para realizar las tinciones
inmunohistoquimicas, en primer lugar se recuperaron los portaobjetos y se incubaron con suero de conejo normal
(Dako Patts, Copenhague, Dinamarca) antes de incubarse con diferentes anticuerpos primarios a las
concentraciones apropiadas. Después de eso se incubaron los portaobjetos con anticuerpo de conejo biotinilado
anti-lgG de rata (Dako Patts) y se trataron adicionalmente usando el método del complejo de avidina-biotina-
peroxidasa (ABC) (Vector Laboratories, Burlingame, CA).

Se detectd citoqueratina inmunohistoquimicamente mediante el método de peroxidasa anti-peroxidasa (PAP)
usando un anticuerpo policlonal de conejo anti-ser humano (10550, ICN Pharmaceuticals, Aurora, Ohio) como
anticuerpo primario. En resumen, se recuperaron en primer lugar los portaobjetos que contenian secciones de tejido
con tripsina al 0,1% (pH 7,8) a 37°C durante 8 min., se bloquearon con suero de cerdo no inmunizado al 5% (Dako
Patts) y se incubaron con el anticuerpo primario diluido 1:100 en PBS. Después de esto, se aplicéd un anticuerpo de
unién de cerdo anti-conejo (Dako Patts), seguido por un complejo de PAP de conejo (Dako Patts).

Se detecté fibrin(6geno) inmunohistoquimicamente mediante el método de PAP usando un anticuerpo policlonal de
cabra anti-raton (Nordic Immunological Laboratories, Tilburg, Paises Bajos) como anticuerpo primario. Tras la
incubacion inicial con suero de conejo (Dako Patts) y luego con el anticuerpo primario a una dilucion de 1:500 en
PBS, se incubaron los portaobjetos con un anticuerpo de unién de conejo anti-cabra (Dako Patts). Después de eso,
se incubaron los portaobjetos con complejo de PAP de cabra (Dako Patts).

Se visualizaron todos los portaobjetos ya que el color marrén precipita mediante una reacciéon de diaminobencidina
(DAB) (Vector Laboratories) y se contratifieron con hematoxilina de Mayer. Se examinaron los portaobjetos mediante
microscopio éptico bajo un microscopio DMLB de Leica y se registraron imagenes digitalmente usando una camara
DC 300F de Leica conectada a un ordenador personal. Se realiz6 el ajuste del contraste y el brillo en imagenes
individuales usando el software Adobe Photoshop 7.0.

Resultados

Al final del experimento, se realizé la tincion morfolégica en muestras incrustadas en plastico de ratones de tipo
natural y deficientes en plg. Tal como se muestra en la figura 7A, las TM y los oidos medios de ratones de tipo
natural presentaban una estructura normal. La TM revelé una estructura de tres capas delgada tipica: una capa
epidérmica queratinizada externa, una lamina propia media y un revestimiento epitelial interno contiguo al del MEC.
No se detectaron efusiones del oido medio en el MEC. Sin embargo, en los ratones deficientes en plg, se
observaron cambios inflamatorios en todos los oidos medios examinados. La TM estaba engrosada y tenia adherida
una masa tisular amorfa que algunas veces llenaba casi todo el MEC (figura 7B). En muchas de las muestras el EEC
también estaba lleno de un tejido amorfo (figura 7D).

Al final del periodo experimental, se realizaron tinciones inmunohistoquimicas para estudiar la distribucion de fibrina
y queratina en el oido medio (figura 7C, 7D, 7E, 7F). En ratones de tipo natural, sélo se observé inmunorreactividad
deébil contra fibrin(6geno) y queratina en la superficie epitelial de la TM (figura 7C y 7E). Sin embargo, en los ratones
deficientes en plg, tal como se muestra en la figura 7D, se observo que un tejido amorfo que cubria la mucosa de la
TMy el MEC tenia inmunorreactividad contra fibrina. La estructura del tejido amorfo variaba en diferentes areas y en
diferentes muestras, desde un tipo de red suelta hasta un tipo de extension, o incluso densamente empaquetada
(datos no mostrados). También se observé inmunorreactividad de fibrina en el tejido amorfo en el EEC. En la
mayoria de los ratones deficientes en plg, la capa de tincion de queratina en la TM y la capa epidérmica circundante
del EEC estaba considerablemente engrosada (figura 7F).
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Para estudiar la infiliraciéon de células inflamatorias, se tifieron secciones de parafina de ratones de tipo natural y
deficientes en plg para detectar células T, células B, macréfagos y neutréfilos. Tal como se muestra en la figura 8A,
8C, 8E y 8G, apenas podian detectarse células inflamatorias en la TM y en la mucosa del oido medio de los ratones
de tipo natural. Sin embargo, en ratones deficientes en plg, se encontraron células T, células B, macréfagos y
neutrofilos en la TM y el tejido amorfo que llena el oido medio y el EEC (figura 8B; 2D, 8F y 8H). Las células T y
células B eran relativamente menos y estaban distribuidas de manera poco densa en la TM y la mucosa del oido
medio (figura 8B y 8D). En la mucosa del oido medio, los macréfagos eran el tipo de célula inflamatoria mas
abundante (figura 8F) y los neutrofilos eran el tipo de célula dominante en el tejido amorfo que se extiende en el EEC
(figura 8H). Globalmente, estos resultados sugieren que el plasmindgeno desempefia un papel esencial en la
proteccion frente al desarrollo espontaneo de otitis media crénica.
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REIVINDICACIONES

Uso de un compuesto seleccionado de una variante genética que se produce de manera natural de
plasmindégeno, Lys-plasmindgeno, Glu-plasmindgeno, mini-plasmindgeno y variantes de plasminégeno que
comprenden uno o mas de los dominios kringle y el dominio proteolitico, para la fabricacion de una
composicion farmacéutica para la profilaxis, la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad infecciosa
bacteriana, en el que la enfermedad infecciosa bacteriana se selecciona de artritis bacteriana, neumonia,
lesiones en los o6rganos respiratorios provocadas por infecciones y lesiones en los tejidos articulares
provocadas por infecciones.

Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la composicién comprende una
combinacién de dos o mas compuestos segun la reivindicacion 1.

Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la composicién comprende ademas
al menos un agente antibidtico, preferiblemente seleccionado del grupo que consiste en tetraciclinas,
anfenicoles, beta-lactamas, penicilinas, sulfonamidas, macrdlidos, lincosamidas, estreptogaminas,
estreptomicinas, quinolonas y metronidazoles.

Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el sujeto es mamifero,
especialmente un ser humano.

Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el sujeto es deficiente en plasmina o
plasmindgeno en el que la deficiencia es preferiblemente congénita, adquirida y/o local.

Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el compuesto se administra por via
sistémica, por via local, por via tépica, por via intravenosa, por via intramuscular, por via subcutanea,
mediante inhalacion, por via intratecal, mediante inyeccién local, mediante inyeccion intraarticular o por via
rectal.

Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el compuesto se administra en
combinacién con un agente estabilizante o portador polipeptidico adecuado.

Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el compuesto se administra a una
dosis de 0,05 mg a 10 mg, preferiblemente de desde 0,5 hasta 5 mg.

Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la administracién del compuesto se
repite al menos una vez, preferiblemente al menos cada dia.

Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la administracion se realiza
aplicando un vendaje para heridas, que comprende el compuesto segun la reivindicacion 1, a un area
infectada.

Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la profilaxis, la prevencion y/o el
tratamiento de una enfermedad infecciosa comprende inducir una respuesta inmunitaria contra un patégeno
infeccioso.

Composicion farmacéutica para su uso en la profilaxis, la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad
infecciosa bacteriana que comprende una cantidad eficaz de un compuesto seleccionado de una variante
genética que se produce de manera natural de plasminégeno, Lys-plasminégeno, Glu-plasmindégeno, mini-
plasminégeno y variantes de plasmindégeno que comprenden uno o mas de los dominios kringle y el
dominio proteolitico, en la que la enfermedad infecciosa bacteriana se selecciona de artritis bacteriana,
neumonia, lesiones en los 6rganos respiratorios provocadas por infecciones y lesiones en los tejidos
articulares provocadas por infecciones.

Kit de partes para su uso en la profilaxis, la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad infecciosa
bacteriana seleccionada de artritis bacteriana, neumonia, lesiones en los drganos respiratorios provocadas
por infecciones y lesiones en los tejidos articulares provocadas por infecciones que comprende una
cantidad eficaz de un compuesto seleccionado de una variante genética que se produce de manera natural
de plasmindgeno, Lys-plasminégeno, Glu-plasminégeno, mini-plasminégeno y variantes de plasminégeno
que comprenden uno o mas de los dominios kringle y el dominio proteolitico, y al menos un agente
antibiético o antimicético, en envases separados.
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Puntuaciones de tejido necrotico

2000=
EEE pig+/+ -
= plg-/- =
1500+
1000+
Ak
500+
%k
U.- — "I-n] m m T
Dia 7 Dia 14 Dia 28

Dias tras la inyeccion bacteriana

Fig. 2

32



ES 2451015713

BUBLI2IIEG UOI20a4U1 B Seal sel(]

Led [

b oor

- 001
- 002
" 00E

* 00S
= 009
= 004
= (008
. 006
. 0001
. 0011

oozl

OTAOUIS [ U SO[IJONNAN 3P SOIUNITY

BURLIDIIEG UQIIIDAUL B] SEI SBIC]

LE | Bl

¥l B

-j-Bid =y
+f+ Bid  Ex=N

F 05T

" 005

0SL

000t

OIAOUIS [2 U2 SOTEJOIDEW 3P SOIUaN2aY

Fig.3

33



ES 2451015713

Fig. 4

Dia 7 adia 14

DiaOadia7

34



ES 2451015713

Fig. 5

plg” con PBS
BEETES

plg"* conPBS

: LA
3 5_;-'-’-’!'5’5‘432- i

Fig. 6

IL-10

B~ actina B

35



Azul de toluidina

Fibrin(6geno)

Queratina

ES 2451015713

36

deficientes en plg




ES 2451015 T3

Fig. 8

deficientes en plg

de tipo natural

d Se[nR)

soFejotoepy

37



Recuentos de bacterias en las articulaciones de rodilla (UFC)
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Numero de bacterias en el tejido (UFC)
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