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DESCRIPCION
Una elastasa para abrir conductos biolégicos obstruidos

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
1. Campo de la Invencion

La presente invencion se refiere a unas composiciones que comprenden una elastasa destinada a usarse en unos
métodos de abrir conductos bioldgicos obstruidos. Los métodos son unos métodos y unos sistemas para abrir
conductos biolégicos obstruidos usando un suministro local de la composicion para lisar a la matriz extracelular del
tejido obstructor.

2. Antecedentes

Las obstrucciones de conductos biologicos resultan frecuentemente a partir de unos traumatismos para los
conductos, que pueden resultar a partir de un trasplante, un injerto u otros procedimientos quirtrgicos, en los cuales
la matriz extracelular del tejido obstructor comprende en gran parte un colageno. La angioplastia con balén es un
tratamiento inicial comun para una estenosis o una obstruccidon por constriccién, que proporciona unos resultados
iniciales excelentes (Pauletto, Clinical Science, (1994) 87:467-79). Sin embargo, este método de dilataciéon no
elimina el tejido obstructor.

El Unicamente abre por estiramiento el lumen, cuyo traumatismo ha sido asociado con la liberacién de varias/os
potentes citocinas y factores de crecimiento, que pueden causar una lesién que induce otra ronda de proliferacion
celular, una migracion de células hacia el lumen y una sintesis de mas cantidad de matriz extracelular. Como
consecuencia, la angioplastia con balén es asociada con una reestenosis en casi todos los pacientes (Pauletto,
Clinical Science, (1994) 87:467—79). Actualmente, no existe tratamiento alguno que pueda mantener a largo plazo la
permeabilidad (= ausencia de obstruccion).

La matriz extracelular, que mantiene unido a los tejidos, esta compuesta principalmente a base de un colageno, que
es el componente fibroso principal de un tejido conectivo extracelular de los animales (Krane, J. Investigative
Dermatology (1982) 79:83s—86s; Shingleton, Biochem. Cell Biol., (1996) 74:759-75). La molécula de colageno tiene
una unidad de base constitituida por tres hebras de aminoacidos repetitivos que se enrollan a la forma de una triple
hélice. Estas espirales de la triple hélice se enrollan luego a la forma de un cable dextrégiro. A medida que se
madura el colageno, se forman unas reticulaciones entre las cadenas y el colageno se vuelve progresivamente mas
insoluble y resistente a una lisis. Cuando ha sido conformado adecuadamente, un colageno tiene una resistencia a
la traccion mayor que la de un acero. No es sorprendente que, cuando el cuerpo construye nuevo colageno tisular, €l
proporciona el entramado estructural extracelular de tal modo que la deposicion de un colageno duro en la lesion
puede dar como resultado una obstruccion de los conductos.

Una constriccion biliar benigna da como resultado una obstruccion del flujo de bilis desde el higado, que puede
conducir a una ictericia y a una disfuncion hepatica. Si no se le trata, la obstruccion biliar puede conducir a una
insuficiencia hepatica y a la muerte. Unas constricciones biliares pueden formarse después de una lesion del
conducto durante una colecistectomia. Ellas pueden formarse también junto a unas anastomosis biliares después de
un trasplante de higado y otras intervenciones quirirgicas (= cirugias) reconstructivas biliares (Vitale, Am. J. Surgery
(1996) 171:553-7; Lilliemoe, Annals of Surgery (1997) 225).

Histéricamente, una constriccion biliar benigna ha sido tratada quirdrgicamente por retirada del segmento lesionado
del conducto y por reconexion del conducto punta con punta, o por conexion del conducto con el intestino por medio
de un bucle de hepaticoyeyunostomia (Lilliemoe, Annals of Surgery (1997) 225). Estas intervenciones quirurgicas
largas y dificiles presentan una morbilidad y una mortalidad importantes debido a una hemorragia, una infeccion, una
fuga biliar y una obstruccion biliar recurrente junto a la anastomosis. Una recuperacion post—operatoria dura desde
varias semanas hasta varios meses. Mas recientemente, se han utilizado unos tratamientos minimamente invasivos
tales como una dilatacion percutanea con balén, proporcionando unas buenas intervenciones quirtrgicas con una
permeabilidad biliar inicial satisfactoria (Vitale, Am. J. Surgery (1996) 171:553-7; Lilliemoe, Annals of Surgery (1997)
225). Sin embargo, una dilatacion con balén causa una lesion localizada, que induce una respuesta de cicatrizacion
que a menudo da como resultado una reestenosis (Pauletto, Clinical Science, (1994) 87:467—79). Un estiramiento
con un dispositivo de Stent a largo plazo junto al conducto biliar comin con unos catéteres flexibles de drenaje biliar
es otra alternativa minimamente invasiva a una intervencion quirdrgica (Vitale, Am. J. Surgery (1996) 171:553-7).
Sin embargo, estos catéteres de drenaje biliar residentes en el paciente a menudo llegan a infectarse, o a obstruirse
con desechos, y deben recambiarse frecuentemente. En la actualidad, un tratamiento a largo plazo de una
constriccion biliar sigue constituyendo un problema clinico dificil.

Unos pacientes con insuficiencia renal crénica en el estadio final pueden requerir una sustitucién de su funcién renal
con el fin de poder sobrevivir. En los Estados Unidos de América, una hemodialisis a largo plazo es el método de
2
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tratamiento mas comun para una insuficiencia renal crénica en el estadio final. En 1993, mas de 130.000 pacientes
se sometieron a una hemodialisis a largo plazo (Gaylord, J. Vascular and Interventional Radiology (1993) 4:103-7).
Mas del 80 % de estos pacientes aplican una hemodialisis mediante el uso de un injerto arteriovenoso sintético
(Windus, Am. J. Kidney Diseases (1993) 21:457-71). En una mayoria de estos pacientes, el injerto consiste en un
tubo de Gore-Tex de 6 mm, que se implanta quirirgicamente entre una arteria y una vena, usualmente en el
antebrazo o en la parte superior del brazo. Seguidamente, a este conducto de flujo alto puede accederse con unas
agujas para sesiones de hemodialisis.

Practicamente la totalidad de los injertos de hemodialisis fallan, usualmente en el transcurso de dos afios, y debe de
crearse quirirgicamente un nuevo injerto para mantener la hemodialisis. Estos pacientes se enfrentan a una
interrupcién repetida de la hemodialisis, y a unas hospitalizaciones multiples para procedimientos radioldgicos y
quirdrgicos. Dado que cada revision de un injerto quirdrgico consume mas cantidad de vena disponible, finalmente
todos los pacientes se encuentran en riesgo de mortalidad por falta de sitios para el acceso a una hemodialisis. Una
estimacion situd el coste de la ubicacion del injerto, de la hemodialisis, del tratamiento de complicaciones, de la
colocacién de catéteres venosos, de los gastos de hospitalizacion, y del tiempo de trabajo perdido hasta en
aproximadamente 500 millones de ddlares, tan sélo en 1990 (Windus, Am. J. Kidney Diseases (1993) 21:457-71).

La causa mas frecuente de una insuficiencia de un injerto de hemodidlisis es una trombosis, que es debida a
menudo al desarrollo de una estenosis en la vena situada inmediatamente aguas abajo de la anastomosis de injerto
y vena (Safa, Radiology (1996) 199:653—7). Un analisis histoldgico de la estenosis revela una lesién consistente,
palida y relativamente homogénea que esta interpuesta entre las capas intima y media de la vena, que engrosa a la
pared de un vaso y estrecha el lumen (Swedberg, Circulation (1989) 80:1726-36). Esta lesion, a la que se ha
asignado el nombre de hiperplasia de la intima, esta constituida por unas células de musculatura lisa vascular, que
estan rodeadas por una extensa matriz de colageno extracelular (Swedberg, Circulation (1989) 80:1726-36;
Trerotola, J. Vascular and Interventional Radiology (1995) 6:387-96). Una angioplastia con balén es el tratamiento
inicial mas comun para una estenosis de los injertos de hemodialisis y proporciona excelentes resultados iniciales de
permeabilidad (Safa, Radiology (1996) 199:653-7). Sin embargo, este método puramente mecanico de apertura por
estiramiento de la estenosis causa una lesidon que induce otra ronda de proliferacion celular, migracion de células
hacia el lumen y sintesis de mas cantidad de matriz extracelular. Como consecuencia, una angioplastia con baldn
esta asociada con una reestenosis en casi todos los pacientes (Safa, Radiology (1996) 199:653-7). Actualmente no
existe tratamiento alguno que pueda mantener a largo plazo la permeabilidad de unos injertos arteriovenosos
sintéticos de hemodialisis.

La investigacion acerca de una hiperplasia de la intima se ha enfocado en gran parte en el componente celular de la
lesion. El uso de una irradiacion y de unos agentes farmacéuticos para inhibir una proliferacion y una migracion de
células constituye unos sectores activos de investigacion (Hirai, ACTA Radiologica (1996) 37:229-33; Reimers, J.
Invasive Cardiology (1998) 10:323-31; Choi, J Vascular Surgery (1994) 19:125-34). Hasta la fecha, los resultados
de estos estudios han sido equivocos, y ninguno de estos nuevos tratamientos ha logrado una aceptacion clinica
amplia. Esta matriz estd compuesta predominantemente por un colageno, y un trabajo previo en animales ha
demostrado que una inhibicion sistémica de la sintesis de colageno disminuye la produccién de una hiperplasia de la
intima (Choi, Archives of Surgery (1995) 130:257-261).

Durante el crecimiento y la remodelacion de los tejidos normales, las matrices de colageno existentes tienen que
retirarse o modificarse. Esta remodelacién del colageno es realizada por macréfagos vy fibroblastos, que son dos
tipos de células que secretan una clase distinta de proteasas denominadas "colagenasas" (Swedberg, Circulation
(1989) 80:1726-36; Trerotola, J. Vascular and Interventional Radiology (1995) 6:387-96; Hirai, ACTA Radiologica
(1996) 37:229-33). Estas colagenasas degradan rapidamente a unas fibrillas insolubles de colageno para dar unos
pequerios fragmentos peptidicos solubles, que son arrastrados lejos del sitio por el flujo de sangre y de linfa.

Véanse también las patentes de los EE.UU. U.S. 5.981.568; 5.409.926; y 6.074.659.

Por lo tanto, seria deseable proporcionar unos nuevos métodos para aliviar unas obstrucciones que bloquean el flujo
a través de unos conductos bioldgicos.

SUMARIO DE LA INVENCION

Se han encontrado ahora unas nuevas composiciones que comprenden una elastasa, que estan destinadas a
usarse en unos métodos y unos sistemas para despejar una obstruccién en un conducto bioldgico, v.g.. la
vasculatura de mamiferos. Los métodos incluyen una administracién a un sitio con obstruccion de una de dichas
composiciones que comprenden una elastasa, que puede degradar (in vivo) a la matriz extracelular del tejido
obstructor, particularmente a la elastina. Los métodos incluyen una administracion a un sitio con obstruccion de una
composicion que comprende una elastasa, que es capaz de degradar a unos componentes claves de la matriz
extracelular (que incluyen a la elastina) dando como resultado la solubilizacion o la eliminacion de otro modo del
tejido obstructor.
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Las composiciones destinadas a usarse en los métodos y los sistemas de la invencion pueden aplicarse a una
diversidad de terapias especificas. Por ejemplo, los métodos incluyen el tratamiento de una constriccion biliar con el
uso de una elastasa exdgena, por el cual una composicion enzimatica que comprende una elastasa se administra
directamente a, o en el interior de (tal como por inyeccion mediante un catéter) la pared de la lesién u otra
obstrucciéon. La(s) enzima(s) disuelve(n) a la elastina en la matriz extracelular, dando como resultado la
solubilizacion de un tejido fibroso desde la pared del conducto cercana al lumen, y un retorno del flujo en, o de la
apertura de, el conducto.

Los métodos incluyen también tratar previamente una obstruccién (v.g. en un conducto de un mamifero) con una
elastasa para facilitar la dilatacion, de tal manera que si el tratamiento a solas en unas condiciones de degradacion
enzimatica es insuficiente para volver a abrir un conducto, entonces un tratamiento convencional, v.g. con una
dilatacion por balén, es todavia una opcidn. Se ha encontrado que el tratamiento previo por degradacion enzimatica
de acuerdo con la invencidon puede mejorar el resultado de una dilatacion por baldn, puesto que el tratamiento
enzimatico digiere parcialmente a las fibrillas de colageno. Por lo tanto, el efecto global sera un reblandecimiento del
tejido remanente. El tejido reblandecido es mas susceptible a una dilatacion por balén a unas presiones mas bajas,
dando como resultado menos traumatismo mecanico para el conducto durante la dilatacion.

El agente terapéutico de acuerdo con la invencién es una elastasa.

Preferiblemente, la composicion que comprende el agente terapéutico se suministra cercanamente a un sitio
establecido como diana, v.g. mediante una inyeccién, un suministro por catéter o un modo similar.

Una diversidad de elastasas se pueden emplear en la invencidon como agentes terapéuticos. Unos apropiados
agentes terapéuticos que estan destinados a usarse en la invencion se pueden identificar con facilidad, v.g.
simplemente ensayando a un agente candidato con el fin de determinar si él reduce una indeseada obstruccién de la
vasculatura en un mamifero, particularmente una obstruccion de la coronaria en el corazén de un mamifero. Unos
preferidos agentes terapéuticos comprenden uno o mas enlaces peptidicos (es decir un agente peptidico), y
tipicamente contienen al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas aminoacidos, preferiblemente uno o mas de los
aminoacidos naturales. Unos preferidos agentes terapéuticos incluyen unas grandes moléculas, v.g. unos
compuestos que tienen un peso molecular de al menos aproximadamente 1.000, 2.000, 5.000 6 10.000 kD o incluso
de al menos aproximadamente 20.000, 30.000, 40.000, 50.000, 60.000, 70.000, 80.000, 90.000, 6 100.000 kD.

Unos agentes terapéuticos especificamente preferidos, que estan contenidos en la composicién destinada a usarse
en los métodos y los sistemas de la invencion, incluyen una elastasa tal como una elastasa pancreatica, que es una
elastasa proteolitica que disuelve a la elastina. El suministro de los agentes terapéuticos de la invencién consiste en
inyectar directamente el agente dentro de la lesion diana o de otra obstruccion. Preferiblemente, una distribucion
homogénea de una enzima terapéutica o de una mezcla terapéutica de enzimas se administra a un sitio diana con
un catéter para el suministro de farmacos. El agente terapéutico puede disolver entonces a los componentes claves
del colageno extracelular, que son necesarios para solubilizar al tejido obstructor a partir de la pared de un vaso, que
esta cercana al lumen.

Los métodos de tratamiento que se han de usar de acuerdo con la invencion proporcionan importantes ventajas con
respecto a las metodologias de tratamiento anteriores. Por ejemplo, una degradacién enzimatica de uno o mas de
los componentes claves de la matriz extracelular elimina suavemente el tejido que obstruye al lumen.
Adicionalmente, una colagendlisis u otra administracion terapéutica es relativamente atraumatica. Ademas de esto,
la colagenasa puede también liberar unas células viables intactas desde un tejido. Por lo tanto, los métodos de
tratamiento que se han de usar de acuerdo con la invenciéon pueden eliminar tanto la fuente de obstruccion mecanica
como una fuente de citocinas y factores de crecimiento, que estimulan a una reestenosis.

Un unico agente terapéutico o una combinacion de mas de uno de distintos agentes terapéuticos se puede
administrar en una aplicacion terapéutica particular. A este respecto, un protocolo de tratamiento particular se puede
optimizar por seleccion de un agente terapéutico 6ptimo, o de un “céctel” 6ptimo de multiples agentes terapéuticos.
Dicho(s) agente(s) éptimo(s) para un método de tratamiento especifico se pueden identificar con facilidad por medio
de unos procedimientos rutinarios, v.g. ensayando unos agentes terapéuticos seleccionados y unas combinaciones
de los mismos en unos ensayos in vivo o in vitro.

En la invencion, se proporcionan unas composiciones de tratamiento. Mas particularmente, las composiciones de
tratamiento de la invencion contienen una o mas elastasas como agentes enzimaticos, que se han mezclado
preferiblemente con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Dichas composiciones se pueden envasar
apropiadamente en unién con una apropiada herramienta de suministro, tal como una jeringa de inyeccién o un
catéter de suministro. El dispositivo de suministro y/o la solucién de tratamiento se envasan preferiblemente en una
condicion estéril. El dispositivo de suministro y la composicion de tratamiento se pueden envasar por separado o en
combinacion, mas tipicamente en combinacion. El dispositivo de suministro esta adaptado preferiblemente para un
suministro in situ, localizado, del agente terapéutico directamente dentro de la obstrucciéon del conducto biolégico
que se ha establecido como diana.
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Unos individuos destinados a un tratamiento de acuerdo con la invencién son unos seres humanos. Unos individuos
que se pueden tratar de acuerdo con la invencién incluyen aquellos pacientes humanos que padecen, o son
susceptibles de, una constriccion biliar, con inclusion de una constriccion biliar benigna, una estenosis de un injerto
de hemodialisis, una hiperplasia de la intima y/o una obstruccién de la coronaria, y similares. Como se ha discutido
anteriormente, los métodos que se han de usar de acuerdo con la invencién se pueden administrar como un
protocolo de tratamiento previo antes de otro régimen terapéutico tal como una angioplastia con balon; durante el
curso de otro régimen de tratamiento, v.g. cuando una composicion terapéutica de la invencion se administra
durante el curso de una angioplastia o de otro procedimiento; o después de otro régimen de tratamiento, v.g. cuando
una composicion terapéutica de la invencién se administra después de una angioplastia o de la administracion de
otros agentes terapéuticos.

Otros aspectos de la invencién se describen mas adelante.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 muestra un conducto biliar comun en un perro con una constriccion de alto grado;

la FIG. 2 muestra un conducto biliar comun en un perro con una constriccion de alto grado después del tratamiento;
la FIG. 3 es una imagen histoldgica de un conducto biliar comdn normal de un perro;

la FIG. 4 es una imagen histolégica de una constriccion de un conducto biliar comdn normal de un perro con una
constriccion de alto grado antes del tratamiento;

la FIG. 5 es una imagen histolégica de una constriccion de un conducto biliar comin normal de un perro, después de
un tratamiento con una colagenasa, en la que las flechas designan el limite exterior de la descomposicion del
colageno; y

la Fig. 6 muestra un conducto biliar comdn normal en un perro.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona unas composiciones que comprenden una elastasa que esta destinada a usarse
en unos métodos de introducir una elastasa como un agente terapéutico que es capaz de degradar a unos
componentes de la matriz extracelular para facilitar con ello la reapertura de un conducto bioldgico estrechado. La
invencion proporciona la introduccién en un conducto biolégico obstruido de una elastasa como un agente
terapéutico que degrada a la elastina. La presente invencion se relaciona ademas con unos métodos de dilatar un
conducto biolégico por introduccion de un agente terapéutico dentro de un conducto biolégico, preferiblemente de un
segmento aislado del conducto.

En una realizacion de la presente invencion, la degradacion de una constriccion, una lesién u otra obstruccion se
realiza por introduccién de una o mas elastasas como unos agentes terapéuticos que son capaces de degradar a
una elastina, que es un componente de la matriz extracelular, facilitando con ello la reapertura del segmento
estrechado del conducto. Los componentes estructurales principales de la matriz extracelular incluyen un colageno y
una elastina.

Los agentes terapéuticos destinados a usarse de acuerdo con la invencién son capaces de interactuar con, y de
degradar a, una elastina.

Como se ha discutido anteriormente, una diversidad de composiciones pueden usarse en los métodos y los sistemas
de acuerdo con la invencién. Unas composiciones terapéuticas preferidas comprenden una o mas elastasas, es
decir unos agentes que pueden solubilizar o degradar de otro modo a la elastina in vivo. Unos agentes terapéuticos
apropiados se pueden identificar con facilidad por un simple ensayo, v.g. por ensayo in vitro de un compuesto
terapéutico candidato en relacién con un testigo para evaluar la capacidad de solubilizar o degradar de otro modo a
la elastina, v.g. al menos 10 % mas que un testigo.

Mas particularmente, un compuesto terapéutico candidato se puede identificar en el siguiente ensayo in vitro que
incluye las etapas 1) y 2):

1) poner en contacto unas muestras comparables de tejidos de un mamifero con i) un agente terapéutico
candidato y ii) con un testigo (es decir, un excipiente o vehiculo sin ningin agente candidato afadido),
apropiadamente con 0,1 mg del agente candidato que se ha puesto en contacto con 0,5 ml de la muestra de tejido; y
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2) detectar la digestion de la muestra de tejido por el agente candidato en relacion con el testigo. La
digestion se puede examinar de un modo apropiado v.g. por un analisis con microscopio. La digestion de un tejido se
lleva a cabo de manera apropiada en un bafio de agua a 37°C. Un tendon de cerdo fresco (es decir, recientemente
extirpado) se emplea apropiadamente como una muestra de tejido. La muestra de tejido puede ser extirpada,
cortada, lavada, secada con papel secante y pesada, y unos trozos individuales de tendon se pueden suspender en
3,58 mg/ml de un tampén HEPES a un pH neutro. Véase el Ejemplo 1 que sigue mas adelante para tener una
discusion detallada de este protocolo. Dicho protocolo in vitro que contiene las etapas 1) y 2) se cita aqui como un
“ensayo clasico de digestion tisular in vitro” u por otra frase similar.

Los agentes terapéuticos preferidos destinados a usarse de acuerdo con la invencion incluyen los que exhiben en
dicho ensayo clasico de digestion tisular in vitro una actividad de digestion que es al menos aproximadamente 10 por
ciento mayor en relaciéon con un testigo, mas preferiblemente una actividad de digestion que es al menos
aproximadamente 20 % mayor en relacion con un testigo; todavia mas preferiblemente al menos aproximadamente
30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 100 % mayor en relaciéon con un testigo en dicho ensayo clasico de
digestion tisular in vitro.

Unos agentes terapéuticos apropiados pueden comprender al menos una y frecuentemente varias enzima(s) de tal
modo que el agente terapéutico es capaz de degradar a la elastina, que es un importante componente de la matriz
de una obstruccion tisular. Los agentes terapéuticos comprenden una elastasa, particularmente una elastasa
pancreatica, que es una enzima capaz de degradar a la elastina.

Unos fragmentos de agentes terapéuticos pueden administrarse también a un paciente de acuerdo con la invencion.
Por ejemplo, unos fragmentos de las elastasas mas arriba mencionadas pueden administrarse a un paciente, con tal
de que dichos fragmentos proporcionen el efecto terapéutico deseado, es decir, la degradacion de una obstruccion
de un conducto bioldgico. Tal como se hace referencia a ella en esta memoria, una elastasa incluye unos
fragmentos terapéuticamente eficaces de dichas enzimas.

En un aspecto preferido de la invencién, un agente terapéutico que comprende al menos una enzima capaz de
degradar a la elastina se suministra con un catéter al sitio de la obstruccion que se ha establecido como diana. Los
catéteres destinados a usarse en la invencién son capaces de situar directamente a un agente terapéutico
directamente dentro de la matriz extracelular de la obstruccion. Unos catéteres particularmente preferibles son
capaces de suministrar unas dosis exactas de un agente terapéutico con una distribucién uniforme a lo largo de toda
la zona obstruida del conducto. Un ejemplo particularmente preferido de un catéter destinado a usarse en el método
de acuerdo con la presente invencion es el catéter Infiltrator® producido por InterVentional Technologies Corporation
(IVT) (San Diego, CA), que suministra una dosis exactamente controlada de un farmaco directamente a un
segmento seleccionado de la pared de un vaso (Figura 1) (Reimers, J. Invasive Cardiology (1998) 10:323-331);
Barath, Catheterization and Cardiovascular Diagnosis (1997) 41:333—-41; Woessner, Biochem. Cell Biol. (1996)
74:777-84). Utilizando este catéter preferido, un agente terapéutico puede suministrarse a una baja presion por la
via de una serie de aberturas de inyectores miniaturizados que estan montadas en la superficie del balon. Cuando el
balon de posicionamiento se infla, las aberturas de inyectores se extienden y penetran dentro de la pared del vaso
alrededor de la superficie de 360° de un segmento de 15 mm de un vaso. Cada abertura de inyector tiene un tamafio
menor que 0,09 mm (0,0035 pulgadas). El suministro del farmaco puede realizarse en menos de 10 segundos, con
una precision de microlitros y una eliminacion minima por lavado inmediato del farmaco. El farmaco inyectado se
suministra homogéneamente en la pared del vaso o conducto (Figura 2). El disefio de lumen triple proporciona unos
canales independientes para el avance del alambre de guia, la inflacién del balén y el suministro del farmaco. El
traumatismo que esta asociado con una penetracion en la abertura de inyector es minimo y los efectos histologicos a
largo plazo son insignificantes (Woessner, Biochem. Cell Biol. (1996) 74:777-84). Adicionalmente, el dispositivo se
ha modificado por ingenieria de tal modo que las aberturas de inyector se mantienen deprimidas mientras que se
maniobra en el vaso. Adicionalmente, el catéter Infiltrator® es capaz de una inflacion del balén con una fuerza
suficiente para las aplicaciones de angioplastia. El excelente control del suministro del farmaco, que se observa con
el Infiltrator®, puede ser importante dado que los agentes terapéuticos preferidos de la presente invencion pueden
degradar potencialmente a la elastina en casi todas las formas de tejidos, de una manera inespecifica.

En todavia otra realizacién de la presente invencion, se emplea una dosis terapéutica que restablecera el flujo por el
conducto mientras se mantenga la integridad de la pared del conducto. Varios parametros precisan ser definidos
para maximizar la eficiencia del método, con inclusiéon de la cantidad de enzima que se ha de suministrar, o del
volumen de la solucion de enzima que se ha de inyectar de una manera tal que la reapertura del conducto ocurra
con un protocolo de una sola dosis. [dealmente, una repeticiéon o una dosificacién multiple se reserva sélo para unos
pacientes que dan una respuesta incompleta a la inyeccion inicial.

En lo que respecta al volumen de la solucién del agente terapéutico que se suministra, preferiblemente la pared del
conducto no se satura por completo, dado que esto puede conducir a una digestion transmural y a una rotura del
conducto. En su lugar, la dosis 6ptima se determina estableciendo como diana el espesor de la pared (de fuera
adentro) que se precisa eliminar a fin de restablecer un flujo adecuado, en tanto que se deja intacta a la pared
restante. Una solucion demasiado diluida sera ineficaz para la lisis del colageno, mientras que una solucion
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excesivamente concentrada tendra un mayor gradiente de difusion en los tejidos circundantes, aumentando con ello
el riesgo de una digestion transmural y de una rotura.

Los ejemplos que se describiran mas adelante se refieren a varios agentes terapéuticos, con inclusién de una
colagenasa.

Las dosis de una colagenasa se expresan generalmente como “unidades” de actividad, en lugar de como unidades
de masa. Unos lotes individuales de una colagenasa se evalian en cuanto a la actividad enzimatica usando unos
ensayos normalizados y se determina una actividad especifica (expresada en unidades/mg) del lote. BTC utiliza un
ensayo que genera “unidades ABC” de actividad. La actividad especifica de otras preparaciones de colagenasas se
expresa algunas veces en las antiguas “unidades de Mandel’. Una unidad ABC es equivalente de manera
aproximada a dos unidades de Mandel.

Unas dosis y unas concentraciones preferibles de una solucion de enzima estan entre 1.000 y 20.000 unidades
ABC, mas preferiblemente estan entre 2.500 y 10.000 unidades ABC y son sumamente preferidas unas dosis de
enzima de 5.000 unidades ABC en 0,5 ml de un tampon.

Se apreciara que las cantidades de dosificacion real preferida de otros agentes terapéuticos en una terapia dada
variaran de acuerdo con, v.g., el compuesto especifico que se utilice, la composicion formulada particular, el modo
de administracion y las caracteristicas del individuo, v.g. la especie, el sexo, el peso, el estado general de salud y la
edad del individuo. Unas dosis de administracién 6ptimas para un protocolo de administracion dado pueden ser
averiguadas facilmente por los expertos en la técnica utilizando unos ensayos de determinacion de dosis, con
inclusion de los que se describen arriba y en los Ejemplos que siguen.

Los agentes terapéuticos de la invencion se administran adecuadamente como una composicion farmacéutica con
uno o mas vehiculos adecuados. Los agentes terapéuticos de la invencion se formulan tipicamente en una forma
inyectable, v.g. con el agente terapéutico disuelto en un vehiculo fluido adecuado. Véanse los Ejemplos que siguen
para composiciones preferidas.

Como se ha discutido anteriormente, los métodos y los sistemas que se han de usar en la invenciéon pueden
emplearse para tratar (con inclusién de un tratamiento profilactico) una diversidad de enfermedades y trastornos. En
particular, los métodos y los sistemas de la invencion pueden emplearse para aliviar o tratar de otro modo una
diversidad de lesiones y de otras obstrucciones encontradas en los conductos biliares o en los sistemas vasculares
comunes. Los métodos que se han de usar en la invencién son utiles también para aliviar lesiones y otras
obstrucciones en otros conductos bioldgicos con inclusion, v.g., de los uréteres, del conducto pancreatico, de los
bronquios, de la coronaria y de unos érganos analogos.

La invencion se relaciona también con un tratamiento de tipo profilactico, v.g. con unos métodos para dilatar un
conducto biolégico, con lo cual el diametro incrementado del conducto evita el potencial de formacion de
obstrucciones dentro de un conducto. Una degradacion temporal y parcial del componente elastina de la pared de un
conducto reduce la elasticidad del conducto, facilitando con ello unas modificaciones del tamafio y de la forma del
conducto. La introduccion de una dosis de un agente terapéutico de acuerdo con la invencion en el lumen de un
conducto aislado o en alguna seccién del mismo da como resultado una difusién completa o parcial del agente
terapéutico dentro de la pared del conducto aislado durante un periodo de tiempo especificado. La presurizacion
subsiguiente de la region tratada, ya sea mientras que la region esta todavia aislada o después de la retirada del
medio de aislamiento, aumenta el diametro del lumen por dilatacion. La regeneracion del entramado de elastina del
conducto da como resultado un conducto con un mayor didametro del lumen y sin poner en compromiso a la
integridad estructural.

Los injertos arteriovenosos de hemodidlisis se colocan frecuentemente en el brazo del paciente de manera tal que
se pueda retirar sangre y que la sangre purificada se pueda devolver a través del injerto. Frecuentemente el
diametro del lumen del tracto venoso de salida es menor que el diametro del lumen del injerto. El desarrollo de una
estenosis debida a una hiperplasia de la intima puede reducir adicionalmente el diametro del lumen del tracto
venoso de salida de tal modo que pase un volumen insuficiente de sangre a través del tracto venoso de salida. Para
prevenir una hiperplasia de la intima y la formacién de una estenosis, la dilatacion de la vena del tracto venoso de
salida utilizando el método mas arriba descrito de degradacion parcial del componente elastina de la pared vascular
aguas abajo del sitio de implantacion del injerto de tal modo que el diametro del lumen del tracto venoso de salida
sea similar a o mayor que el diametro del injerto de bucle interpuesto, reduce la probabilidad de que se forme una
estenosis debida a una hiperplasia de la intima. La dilatacion venosa puede realizarse antes o después de la
interposicion de un injerto entre la arteria y la vena.

Unas realizaciones de la presente invencion son las siguientes:
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1. Una composicion que comprende una elastasa destinada a usarse en un método que comprende la
administracion local de dicha composicion directamente a la pared de un conducto biolégico en un paciente humano
que esta padeciendo o es susceptible a una enfermedad o un trastorno que se asocia con una obstruccién de un
conducto bioldgico.

2. La composicion del parrafo 1, en la que la elastasa esta presente en una dosis suficiente para causar la
protedlisis de elastina en la pared del conducto bioldgico.

3. La composicion del parrafo 2, en la que la protedlisis de elastina en la pared del conducto bioldgico ocurre de
fuera adentro.

4. La composicion de uno cualquiera de los parrafos 1 hasta 3, en la que la elastasa es una elastasa
pancreatica.
5. La composicion de uno cualquiera de los parrafos 1 hasta 3, en la que dicha administracién conduce a un

engrosamiento del diametro de dicho conducto bioldgico.

6. La composicion de uno cualquiera de los parrafos 1 hasta 5, en la que el paciente esta necesitando una
hemodialisis, en la que el conducto bioldgico es una arteria o una vena y en la que:

(a) la administracion es para, y la elastasa esta en una dosis suficiente para, reducir la probabilidad de
una obstruccién venosa en dicho paciente; o

(b) la administracién es para, y la elastasa esta en una dosis suficiente para, reducir la probabilidad de la
formacion de una estenosis en dicho paciente; o

(c) la administracion es para, y la elastasa esta en una dosis suficiente para, reducir la probabilidad de
una hiperplasia de la intima en dicho paciente.

7. La composicion del parrafo 6, en la que la administracion es para, y la enzima esta en una dosis suficiente
para, reducir la probabilidad de una obstruccién venosa en dicho paciente.

8. La composicion del parrafo 6, en la que la administracion es para, y la enzima esta en una dosis suficiente
para, reducir la probabilidad de la formaciéon de una estenosis en dicho paciente.

9. La composicion del parrafo 6, en la que la administracion es para, y la enzima esta en una dosis suficiente
para, reducir la probabilidad de una hiperplasia de la intima en dicho paciente.

10. La composicion de uno cualquiera de los parrafos 1 hasta 9, en la que el conducto biolégico es una arteria.
11. La composicion de uno cualquiera de los parrafos 1 hasta 9, en la que el conducto bioldgico es una vena.
12. La composicion del parrafo 11, en la que el método comprende ademas conectar la vena con una arteria.
13. La composicion del parrafo 12, en la que la vena es conectada con la arteria por la via de un injerto.

14. La composicion del parrafo 11, en la que dicha vena es conectada con un injerto arteriovenoso para
hemodialisis.

15. La composicion de uno cualquiera de los parrafos 1 hasta 5, en la que el conducto bioldgico esta obstruido.
16. La composicion del parrafo 15, en la que la enzima esta en una dosis que restablece el flujo por el conducto.

17. La composicion del parrafo 15 o del parrafo 16, en la que el conducto bioldgico es una arteria o una vena que
esta obstruida por una hiperplasia de la intima.

18. La composicion del parrafo 15 o del parrafo 16, en la que el conducto bioldgico es una arteria o una vena que
esta obstruida por una estenosis.

19 La composicion del parrafo 18, en la que la estenosis permite el paso de un volumen insuficiente de sangre
antes del tratamiento.
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20. La composicién de uno cualquiera de los parrafos 1 hasta 5, en la que el paciente humano esta padeciendo
de una obstruccioén de la coronaria.

21. La composicion de uno cualquiera de los parrafos 1 hasta 20, en la que la composicién es administrada por
un catéter.

22. La composicion de uno cualquiera de los parrafos 1 hasta 20, en la que la composicién es administrada por
una jeringa.

23. La composiciéon de uno cualquiera de los parrafos 1 hasta 22, que comprende una elastasa y no comprende
ninguna colagenasa.

24. La composicion de uno cualquiera de los parrafos 1 hasta 23, que prolonga la permeabilidad en el conducto
bioldgico.

La presente invencion se ilustra adicionalmente por los ejemplos no limitantes que siguen.
Ejemplo 1: Analisis de digestion tisular.

El protocolo del ejemplo siguiente es una descripcion detallada de un "ensayo clasico de digestion tisular in vitro"
como se le designa en esta memoria.

Se determind la tasa de digestion de un tejido, que se compone principalmente de un colageno, por una mezcla de
una colagenasa y una elastasa, que son unas enzimas proteoliticas con actividad respectiva contra el colageno y la
elastina. Se afiadié un inhibidor de tripsina para anular el efecto de cualquier actividad residual de tripsina.
Resumidamente, un tendén fresco de cerdo se extirpd, se cortd, se lavo, se secd con papel secante y se pes6. Unos
trozos individuales del tendén se suspendieron en un tampon HEPES de 3,58 mg/ml a un pH neutro y se afiadieron
diversas concentraciones de enzimas. Se afiadi6 un material de contraste radiografico yodado en diversas
concentraciones a algunas de las soluciones de enzimas. La digestion del tejido se llevd a cabo en un bafio de agua
a 37°C. En diversos momentos puntuales, los trozos del tenddn se retiraron a partir de la solucién de enzimas, se
lavaron, se secaron con papel secante y se pesaron. Cada momento puntual se dedujo a partir del valor medio de
tres muestras. Se estudi6 el efecto de la concentracion de enzimas sobre las tasas de digestion tisular. Como era de
esperar, el aumento de la concentracidon de enzimas in vitro aumentaba la tasa de digestion tisular (Figura 3). El
tampon por si solo no tenia efecto alguno sobre el tejido. La extrapolacion de las tasas de digestion in vitro a una
situacion in vivo ha manifestado ser dificil. Para las contracturas de Dupuytren, la dosis eficaz para la transeccién de
los cordones fibrosos in vitro era de 500 ABC. Sin embargo, la dosis eficaz in vivo era de 10.000 unidades ABC.

Se estudié también el efecto de un material de contraste radiografico yodado sobre las tasas de digestion tisular
(Figura 4). Este estudio se realizé para monitorizar el suministro de enzimas por mezcladura de las mismas con el
material de contraste antes de una inyeccion. Estos resultados demuestran que el material de contraste yodado
OmniPaque 350 inhibe la actividad de las enzimas en unas concentraciones radiograficamente visibles (35%), pero
no en unas concentraciones menores (1-5%) (Figura 4). Se observaron resultados similares con el material de
contraste Hypaque 60.

Ejemplo 2. Determinacion de la actividad in vitro dependiente de la dosis de un agente terapéutico que incluye una
colagenasa, una elastasa y un inhibidor de tripsina.

Se estudio el efecto de la concentracion de las enzimas sobre las tasas de digestion tisular (Figura 3). La muestra de
tejido "1x" se tratd con 156 unidades de Mandel/ml de una colagenasa + 0,125 mg/ml de una elastasa + 0,38 mg/ml
de un inhibidor de tripsina. La muestra "2x" se trat6é con 312 unidades de Mandel/ml de una colagenasa + 0,25 mg/ml
de una elastasa + 0,76 mg/ml de un inhibidor de tripsina. La muestra "5x" se traté con 780 unidades de Mandel/ml de
una colagenasa + 0,625 mg/ml de una elastasa + 1,9 mg/ml de un inhibidor de tripsina. Todos los volimenes de
digestion eran de 0,5 ml. El aumento de la concentracion de enzimas in vitro aumentaba la tasa de digestion tisular
(Figura 3). El tampon por si solo no tenia efecto alguno sobre el tejido. Se encontré que una dosis eficaz in vivo era
de 10.000 unidades ABC.

Ejemplo 3. La determinacion del efecto de un material de contraste radiografico yodado sobre las tasas de digestion
tisular facilita la monitorizacion del suministro de enzimas antes de la inyecciéon de un agente terapéutico, que
comprende un material de contraste, a un paciente.

La muestra de tejido "OmniPaque al 35 %" se traté con 156 unidades de Mandel/ml de una colagenasa + 0,125
mg/ml de una elastasa + 0,38 mg/ml de un inhibidor de tripsina con el material de contraste OmniPaque 350 al 35 %
(en volumen : volumen). La muestra "OmniPaque al 5 %" se traté con 312 unidades de Mandel/ml de una
colagenasa + 0,25 mg/ml de una elastasa + 0,76 mg/ml de un inhibidor de tripsina con OmniPaque 350 al 5 % (en
volumen : volumen). La muestra "OmniPaque al 1 %" se tratdé con 312 unidades de Mandel/ml de una colagenasa +
0,25 mg/ml de una elastasa + 0,76 mg/ml de un inhibidor de tripsina con OmniPaque 350 al 1 %. Todos los
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volimenes de digestion eran de 0,5 ml. Estos resultados demuestran que el material de contraste yodado
OmniPaque 350 inhibe la actividad enzimatica en unas concentraciones radiograficamente visibles (35 %), pero no
en unas concentraciones menores (1-5 %) (Figura 4). Se observaron unos resultados similares con el material de
contraste Hypaque 60.

Ejemplo de Referencia 4. Creacion de una constriccion en el conducto biliar comdn de perros y tratamiento de la
constriccion resultante con una terapia con colagenasa intramural transcatéter.

Una laparotomia subcostal derecha se realiz6 en perros para dejar expuesta la vesicula biliar, que luego fue fijada a
la pared abdominal anterior de 11 perros (n = 11). Después de 2 semanas, se produjo una Unica lesion térmica focal
en el conducto biliar coman (CBC) por uso de un catéter con una punta para coagulacion eléctrica, colocada a través
del acceso a la vesicula biliar. Un dispositivo de Stent biliar de 4,8 Fr se coloco para evitar una oclusién completa del
conducto en 7 animales. El desarrollo de la constriccion se monitorizd con una colangiografia percutanea durante
cinco semanas. La colagenasa se infundié luego directamente dentro de la pared del CBC constrefiido usando el
catéter Infiltrator para el suministro de farmacos (n = 3). El Infiltrator tiene tres filas de agujas microinyectoras
montadas sobre un balén que se extiende y entra dentro de la pared del conducto a lo largo de la superficie de 360
grados. Después del tratamiento, unos dispositivos de Stent plasticos internos se colocaron en 2 animales. Unos
explantes del CBC se obtuvieron en el dia siguiente. Se usaron H&E, tricromo, y una tinciéon de la elastina para
realizar unos analisis histopatoldgicos.

Unas constricciones del CBC se crearon con éxito en 7 de 11 animales, tal y como se determind por una
colangiografia (Figura 1). Los fallos fracasos fueron debidos a una fuga en la vesicula biliar (n = 2) y a una
perforacion en el sitio de la lesion térmica (n = 2). Un_analisis histoldgico de una constriccidon no tratada demostro
una pared engrosada con una red circunferencial de haces de colageno y un estrechamiento asociado del lumen
(Figura 4). Las constricciones tratadas con una colagenasa demostraron una lisis_circunferencial del colageno en el
sitio de tratamiento, con reserva del conducto normal, de las arterias y de las venas (Figuras 2 y 5). Los tres
animales desarrollaron fugas de bilis después del tratamiento, dos desde el sitio de acceso a la vesicula biliar y una
desde el sitio de tratamiento. Habia congestion vascular e inflamacion en algunas partes de la mucosa del intestino
delgado y del peritoneo después de un tratamiento en todos los animales, en grados variables.

Ejemplo 5: Alivio de constricciones en el conducto biliar comin de un paciente.

Un perro grande se usd como el paciente, de manera tal que bajo una anestesia general se cred un tracto para
colecistostomia y la vesicula biliar se “engrap6” a la pared abdominal con suturas de retencion. Un colangiograma se
realizdé con Hypaque-60, usando un catéter con marcador, con el fin de definir la anatomia. Luego, se construyd un
catéter flexible con una punta de electrodo bipolar tal como se ha descrito anteriormente (Becker, Radiology (1988)
167:63-8). Este catéter se introdujo a través de la vesicula biliar (Figura 5) y se colocd con su punta “caliente”
(flecha) en el conducto biliar comun distante de manera tal que el catéter se empuj6 hacia atras y el tratamiento se
repitié hasta que se lesiond una longitud de 1,0 cm del conducto (Figura 6). Inmediatamente después de suministrar
la corriente eléctrica habia una cuantia desde leve hasta moderada de estrechamiento suave del segmento de
conducto tratado (flecha), debido posiblemente a un espasmo o edema. Un catéter para drenaje de nefrostomia de
una cola de cerdo se introdujo luego a través del tracto para colecistostomia fresco dentro de la vesicula biliar. El
extremo distante se cerrd con una caperuza IV y se enterr6 en el tejido subcutaneo. Las heridas quirdrgicas se
cerraron luego en una modalidad de dos capas.

Después de 7 dias, se realizé un colangiograma de seguimiento para evaluar la estenosis inducida térmicamente.
Se usaron una aguja de calibre 20 para el acceso percutaneo y luego un drenaje con catéter a través de la caperuza
IV. Se realiz6 un colangiograma que demostré una dilatacion desde moderada hasta marcada del arbol biliar (Figura
1). Hubo una constriccion en alto grado del conducto biliar comun central, donde se habia producido la lesion
térmica.

Se crean constricciones en cinco perros grandes usando los métodos que se han descrito mas arriba y en el
Ejemplo 4. Ademas, se hace una medicidon objetiva de la permeabilidad biliar (segun el estudio de Whitaker) del
conducto biliar comun, tanto antes como después de haber producido una constriccién. El estudio de Whitaker se
realiza inyectando una solucién salina normal a través de un catéter que estaba colocado en el conducto biliar
comun. Los caudales se aumentan y se hacen unas mediciones de la presion hasta que se alcance una presion de
pico de 40 mm de Hg.

Las lesiones térmicas maduran para producir constricciones fibrosas durante un periodo de seis semanas. Se
sacrifica luego un animal y se hace un examen histolégico del arbol biliar extrahepatico. Se toman muestras del
conducto proximo a la lesion, de la parte central de la lesion (Figura 4), del borde de la lesién, y del conducto
distante de la lesion. Se hacen unos examenes de 1) la morfologia del conducto, 2) el tipo y el niumero de las
células, 3) la extension y el aspecto de la matriz extracelular, y 4) la extension de la epitelializacion. Se sacrifica un
segundo animal después de 6 semanas adicionales tras de una lesién térmica y se lleva a cabo un analisis similar.
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Se realiza un colangiograma para examinar visualmente la constriccion (Figura 1) y se realiza también un ensayo de
Whitaker en los 3 perros restantes. Luego, el catéter Infiltrator se despliega dentro de la lesion y se inyectan 0,5 ml
de una preparacion de colagenasa (10.000 unidades/ml) dentro de la pared de la lesion. En el dia 1 después del
tratamiento se realizan un colangiograma de seguimiento y un ensayo de Whitaker.

En los casos en los que se observe una respuesta incompleta, se puede administrar un segundo tratamiento y en el
dia siguiente se realizan un segundo colangiograma de seguimiento y un segundo ensayo de Whitaker. Se
estableceran unos niveles de enzimas para examinar el efecto de una constriccion y luego del tratamiento sobre la
funcién hepatica. Alternativamente, se puede hacer el seguimiento de una respuesta incompleta a partir de la
colagenasa con una subsiguiente angioplastia o un tratamiento combinado con una colagenasa y con una
angioplastia.

Después del tratamiento con la colagenasa, se obtiene un colangiograma final tras de 1 semana (Figura 2). En este
vez, se sacrifica el animal y se cosecha el arbol biliar extrahepatico. Se hacen unas examenes histoldgicos del
conducto biliar préximo a la lesién tratada (Figura 5), de la parte central de la lesion tratada (Figura 5), del borde de
la lesion tratada, y del conducto distante de la lesion. Se hicieron unos examenes de 1) la morfologia del conducto,
2) el tipo y el numero de células, 3) la extension y el aspecto de la matriz extracelular, y 4) la extension de la
epitelializacion. La Figura 5 es una imagen obtenida por histologia de una constriccion de conducto biliar comuin
después de un tratamiento. Las flechas designan el limite exterior de la descomposicion del colageno. El examen
histolégico de la constriccion tratada del conducto biliar comin se manifiesta como una lisis circunferencial del
colageno en el sitio de tratamiento, mientras que se evita un dafio para el conducto normal, las arterias y las venas.

Ejemplo 6: Alivio de una estenosis debida a una hiperplasia de la intima de un injerto sintético de hemodialisis.

Unos injertos de bucle de poli(tetrafluoroetileno) (PTFE) con un diametro de 5 mm sin estrechamiento, clasicos, se
interpusieron entre la arteria femoral y la vena femoral en las extremidades traseras de unos perros con un peso de
25-35 kg, como se ha descrito anteriormente (Trerotola, J. Vascular and Interventional Radiology (1995) 6:387-96).
Se habia seleccionado una configuracién de punta con punta para facilitar la colocacion éptima del balén de
suministro de farmaco con catéter durante el tratamiento de una estenosis. Se realiza una angiografia con pelicula
cortada, clasica, una semana después de una intervencion quirirgica para examinar el tracto arterial de entrada, la
anastomosis de arteria con injerto, la anastomosis de vena con injerto, y el tracto venoso de salida. Después de
esto, se llevara a cabo un examen fisico rutinario para explorar la permeabilidad. A las veinte semanas después de
la intervencion quirdrgica, se realiza una angiografia de pelicula cortada, clasica, para examinar el diametro del
lumen de los injertos y de su tracto venoso de salida. En este momento, se observa una estenosis debida a una
hiperplasia de la intima en el tracto venoso de salida con un gradiente asociado de presion (Trerotola, J. Vascular
and Interventional Radiology (1995) 6:387-96). Luego, usando el primer animal, el catéter de suministro de la terapia
se despliega dentro de un injerto y se infiltran 5.000 unidades ABC de una colagenasa dentro de la pared de la
lesion en el tracto venoso de salida. El catéter se irriga y la lesion contralateral recibe 1 ml de una solucién salina,
suministrada de una manera idéntica. Casi toda la actividad de colagenasa se extingue después de 1-2 dias de
manera tal que los injertos se vuelven a examinar con una angiografia después de 3 dias. Se hacen también unas
mediciones repetidas del diametro del lumen y unas mediciones invasivas de la presion a través de la lesion. Los
animales se sacrifican y los injertos se extirpan, se fijan a presion, y se examinan histolégicamente. Se hacen unos
examenes del injerto distante, de la anastomosis venosa, de la parte central de la lesion tratada, del borde de la
lesion y de la vena normal situada aguas abajo del injerto. Se hacen unos examenes adicionales de 1) el tipo, la
morfologia y el nimero de las células, 2) la extension de la matriz extracelular, 3) el espesor global de las capas
adventicia, media e intima, la extension de la hiperplasia de la intima, y 5) la extensién de la endotelializacion.

Ejemplo 7:

Se usan cuatro perros para un estudio controlado del tratamiento con una colagenasa. Se crean unos injertos
bilaterales como se han descrito anteriormente y se realiza una angiografia de pelicula cortada, clasica, una semana
después de la intervencion quirdrgica para tener acceso al tracto arterial de entrada, a la anastomosis de arteria con
injerto, a la anastomosis de vena con injerto, y al tracto venoso de salida. Después de esto, se lleva a cabo un
examen fisico de los injertos para explorar la permeabilidad. Luego, veinte semanas después de la intervencion
quirdrgica, se realiza una angiografia de pelicula cortada, clasica, para examinar el diametro del lumen de los
injertos y su tracto venoso de salida. Se observa una estenosis manifiesta debida a una hiperplasia de la intima en el
tracto venoso de salida con un gradiente asociado de presion (Trerotola, J. Vascular and Interventional Radiology
(1995) 6:387-96). El catéter Infiltrator se despliega luego dentro de la lesion y la dosis seleccionada de colagenasa
se infiltra dentro de la pared de la lesién. El injerto contralateral, testigo, se trata de una manera idéntica, excepto
que se suministrara una solucion salina en vez de una colagenasa. Tres dias después del tratamiento, se vuelven a
estudiar los injertos con una angiografia y unas mediciones invasivas de la presion con el fin de determinar los
efectos agudos del tratamiento con una colagenasa. Los cambios en el diametro del lumen y en los gradientes de
presion se calculan tanto para el grupo tratado con una colagenasa como para el grupo tratado con una solucion
salina, y a los diez dias después del tratamiento con una colagenasa, los injertos se estudian en un tiempo final. Los
animales se sacrificaran y los injertos se extirparan, se fijaran a presion, y se examinaran histolégicamente, como
antes se ha descrito.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende una elastasa destinada a usarse en un método que comprende la
administracion local de dicha composicién directamente a la pared de un conducto biolégico en un paciente humano
que esta padeciendo o es susceptible a una enfermedad o un trastorno que se asocia con una obstruccién de un
conducto biolégico.

2. La composicion de la reivindicacion 1, en la que la elastasa esta presente en una dosis suficiente para causar
la protedlisis de elastina en la pared del conducto biolégico.

3. La composicién de la reivindicacion 2, en la que la protedlisis de elastina en la pared del conducto biolégico
ocurre de fuera adentro.

4. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta 3, en la que la elastasa es una elastasa
pancreatica.
5. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta 3, en la que dicha administracién conduce

a un engrosamiento del diametro de dicho conducto biolégico.

6. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta 5, en la que el paciente esta necesitando
una hemodidlisis, en la que el conducto bioldgico es una arteria o una vena y en la que:

(a) la administracion es para, y la elastasa esta en una dosis suficiente para, reducir la probabilidad de
una obstruccién venosa en dicho paciente; o

(b) la administracién es para, y la elastasa esta en una dosis suficiente para, reducir la probabilidad de la
formacion de una estenosis en dicho paciente; o

(c) la administracion es para, y la elastasa esta en una dosis suficiente para, reducir la probabilidad de
una hiperplasia de la intima en dicho paciente.

7. La composicion de la reivindicacion 6, en la que la administracion es para, y la enzima esta en una dosis
suficiente para, reducir la probabilidad de una obstruccién venosa en dicho paciente.

8. La composicion de la reivindicacion 6, en la que la administracion es para, y la enzima esta en una dosis
suficiente para, reducir la probabilidad de la formacion de una estenosis en dicho paciente.

9. La composicion de la reivindicacion 6, en la que la administracion es para, y la enzima esta en una dosis
suficiente para, reducir la probabilidad de una hiperplasia de la intima en dicho paciente.

10. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta 9, en la que el conducto biolégico es una
arteria.

11. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta 9, en la que el conducto biolégico es una
vena.

12. La composicién de la reivindicacion 11, en la que el método comprende ademas conectar la vena con una
arteria.

13. La composicion de la reivindicacion 12, en la que la vena es conectada con la arteria por la via de un injerto.

14. La composicioén de la reivindicacion 11, en la que dicha vena es conectada con un injerto arteriovenoso para
hemodialisis.

15. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta 5, en la que el conducto biolégico esta
obstruido.

16. La composicién de la reivindicacion 15, en la que la enzima esta en una dosis que restablece el flujo por el
conducto.

17. La composicion de la reivindicacion 15 o de la reivindicacion 16, en la que el conducto biolégico es una arteria
0 una vena que esta obstruida por una hiperplasia de la intima.
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La composicion de la reivindicacion 15 o de la reivindicacion 16, en la que el conducto biolégico es una arteria
0 una vena que esta obstruida por una estenosis.

La composicion de la reivindicacion 18, en la que la estenosis permite el paso de un volumen insuficiente de
sangre antes del tratamiento.

La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta 5, en la que el paciente humano esta
padeciendo de una obstruccién de la coronaria.

La composiciéon de una cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta 20, en la que la composicién es
administrada por un catéter.

La composiciéon de una cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta 20, en la que la composicién es
administrada por una jeringa.

La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta 22, que comprende una elastasa y no
comprende ninguna colagenasa.

La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta 23, que prolonga la permeabilidad en el
conducto biolégico.
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Constriccion

FIG. 1
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CONSTRICCION

FIG. 4
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Sitio de puncién GB

FIG. 6
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