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DESCRIPCION
Mutante de tPA en el tratamiento de lesiones cerebrales agudas y trastornos neurodegenerativos

Campo de la invencién

La invencion se refiere a composiciones para su uso en el tratamiento, mejora y prevencion de afecciones que
implican dafio neuronal. Mas particularmente, la invencién se refiere a mutante de tPA desprovisto de actividad
proteasa y a usos del mismo en composiciones para usar en el tratamiento y prevencién de ictus, lesiéon cerebral
aguda y trastornos neurodegenerativos.

Antecedentes de la invencion

La lesién cerebral traumatica (LCT) es una de las principales causas de muerte y discapacidad grave, con una
incidencia estimada de 1,5 millones de casos nuevos al afio en Estados Unidos, por desgracia, lo que resulta en
50.000 muertes Un total de 5,3 millones de americanos, aproximadamente el 2 % de la poblacién estadounidense,
viven actualmente con discapacidades resultantes de LCT. La activacion de la coagulacion dentro del sistema
nervioso central (SNC) es un acontecimiento temprano y casi universal que acompania a las LCT graves. El cerebro
es rico en el factor tisular, el iniciador de la cascada de la coagulacion [Goodnight, S.H. y col., N. Engl. J. Med.
290:1043 - 1047 (1974)], que se libera en respuesta a la LCT. La formacion del coagulo en la circulacién sistémica
es evidente en cuestion de minutos y es probable que se produzca incluso antes en el sitio de la lesion [Stein, S.C. y
col., J. Neurosurg.97:1373 - 1377 (2002)]. Existe una fuerte correlacion entre el grado en que la coagulacion se
activa, el desarrollo de cambios progresivos observados en la TC, y la probabilidad de un resultado adverso, que no
depende de la gravedad de la lesion por si sola [Stein, S.C. y col., Neurosurgery 32:25 - 30;discussion 30 -
21(1993)]. De hecho, la coagulopatia grave ocupa el segundo lugar después del shock como factor predictor
independiente de resultados adversos.

Los activadores del plasmindégeno son enzimas que activan el plasminégeno cimégeno para generar la plasmina
serinproteinasa, que degrada la fibrina. Entre los activadores del plasmindgeno estudiados se encuentran
estreptoquinasa, uroquinasa y el activador del plasminégeno tisular humano (tPA) y la dismutasa.

El activador del plasminégeno de tipo tisular (tPA), una serinproteasa glicosilada de varios dominios, es un activador
especifico de fibrina de plasminégeno y un agente trombolitico muy eficaz. El tPA es una proteina cuya aplicacion
principal es en el tratamiento de pacientes con ataque cardiaco y accidente cerebrovascular. Se caracterizé por
primera vez en 1979 como agente farmacéutico bioldgico importante y potente en el tratamiento de diversas
enfermedades vasculares debido a su alta especificidad por la fibrina y su potente capacidad para disolver coagulos
de sangre in vivo. El complejo activador plasminégeno-estreptoquinasa anisoilado de disolucion de coagulos de
Beechem Laboratories, de nombre comercial Eminase, se reivindica que reduce la tasa de mortalidad en las
victimas de ataque cardiaco en un 50 %. El TPA de Gene Tech (Activase) también es muy eficaz en la disolucion de
coagulos de sangre.

El tPA natural tiene una semivida en plasma de aproximadamente seis minutes o menos. Debido a su rapido
aclaramiento de la circulacion, el tPA tiene que prefundirse para lograr la trombolisis. La dosificacion de carga frontal
con concentraciones crecientes de tPA se ha mostrado una lisis mas rapida y completa en comparacion con el
protocolo de perfusion estandar y la potencia temprana se correlaciona con una mejor tasa de supervivencia.

Activadores del plasminégeno y TBI

La existencia continua de los coagulos de fibrina esta regulada no solo por la exposicion del factor tisular, sino
también por el sistema fibrinolitico. La fibrina es lisada por la plasmina. La plasmina se forma a partir de la
proenzima plasminégeno a través de la escisién de un solo enlace peptidico, principalmente por el activador del
plasminégeno de tipo tisular (tPA) o de tipo uroquinasa (UPA). La actividad de la plasmina esta restringida por la
formacién de complejos enzimaticamente inactivos con el inhibidor circulante az-antiplasmina, mientras que el tPA'y
el uPA estan regulados de una manera similar mediante la formacion de complejos con el inhibidor 1 del activador
del plasminégeno-1 (PAI-1). Estos complejos se eliminan rapidamente de la circulacién a través de la proteina
relacionada con el receptor de LDL (LRP).

Los ratones transgénicos deficientes en tPA endogeno (tPA™) tienen propension a acumular fibrina
espontaneamente [Carmeliet, P. y col., Nature, 369:419 - 424 (1994)] y son menos capaces de lisar coagulos
afadidos exdgenamente [Carmeliet, P. y col.,(1994) Ibid.; Bdeir, K. y col., Blood, 96:1820 - 1826 (2000)]. Por otro
lado, los ratones tPA - / - muestran lesiones corticales mas pequefias y menos edema después de una LCT [Mori, T.
y col., Clinical Neuroscience and Neurology, 12:4117 - 4120 (2001)] y tienen lesiones mas pequefias y una mejor
recuperacion de la funcion neurolégica después de una lesion medular [Abe, Y. y col., Journal of Neurotrauma, 20:43
- 57 (2003)] que los ratones SV. En modelos de accidente cerebrovascular iniciados por oclusidn mecanica, el
tamafio de la zona infartada en ratones tPA - / - también es menor que en los animales SV [Wang, Y. y col., Nat
Med, 4:228 - 231 (1998)], mientras que en los modelos caracterizados por trombosis cerebral, la deficiencia de tPA
exacerba el depdsito de fibrina cerebrovascular y la lesion en el SNC [Tabrizi, P. y col., Arterioscler. Thromb. Vasc.
Biol., 19:2801 - 2806 (1999)]. Estas observaciones sugieren que el tPA puede tener efectos perjudiciales sobre la
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funcién del SNC en el contexto de una LCT, a pesar del beneficio atribuible a su actividad fibrinolitica.

Vasoactividad cerebral de tPA y sus posibles efectos neurotéxicos

Los presentes inventores han informado anteriormente de que la inyeccion IV de tPA disminuye la resistencia
vascular cerebral en ratas y, por lo tanto, el tPA altera el tono vascular. Los inventores han encontrado previamente
que las altas concentraciones (> 20 nm) de tPA estimulan la contraccion de los anillos adrticos aislados y aumentan
la presion arterial sistémica en ratas [Nassar, T. y col., Blood, 103:897 - 902 (2004)]. Por el contrario, el tPA en estas
y todas las concentraciones analizadas indujo vasorrelajacion en la circulacion cerebral de cerdos y ratas. La
disminucion resultante de la resistencia vascular cerebral (RVC) puede estar relacionada con el desarrollo de edema
cerebral, una de las complicaciones mas graves del accidente cerebrovascular y la revascularizacién de areas
isquémicas inducidas por tPA. En apoyo de esta idea se encuentra el hallazgo de que los ratones tPA - / -
desarrollan menos edema cerebral después de una LCT [Mori, T. y col., (2001) Ibid.].

Receptor de NMDA en la LCT y efecto del tPA en la hemodinamica cerebral

El receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA) es un receptor ionotropico que se une al transmisor aminoacidico
excitatorio glutamina. La activacion del NMDA-R provoca vasodilatacion cerebral y puede representar un mecanismo
que acopla el metabolismo local al flujo sanguineo [Faraci, F.B., KR. Circulation Research. 1993,72:476 - 480
(1993)]. Se ha implicado a todos los subtipos de receptores de glutamato en la neurotoxicidad. Sin embargo, se cree
que el subtipo NMDA desempefia un papel crucial en la muerte celular neuronal excitotéxica [Choi, D. Journal of
Neurobiology, 23:1261 - 1276 (1992)]. La hiperactividad del sistema glutamatérgico se ha demostrado en modelos
animales de LCT y los antagonistas del NMDA-R protegen contra la lesion cerebral experimental [Katayama Y, B.D.
y col., Journal of Neurosurgery, 73:889 - 900 (1990); Kawamata, T.K. y col., Journal of Cerebral Blood Flow and
Metabolism, 12:12 - 24 (1992)]. Se ha informado que el tPA sefaliza dentro del SNC mediante la escision de la
subunidad NR-1 del NMDA-R [Nicole O, D.F. y col., Nat. Med., 7:59 - 64 (2001)].

En estudios anteriores, los inventores examinaron el papel desempefado por el receptor de glutamato NMDA
(NMDA-R) en la lesion del SNC mediada por tPA después de una LCT. Los resultados de estos experimentos
mostraron que el péptido derivado de PAI-1 EEIIMD (también indicado por la SEC ID N° 3) inhibe la vasoactividad
mediada por el NMDA-R, incluida la posterior a una LCT.

Teniendo en cuenta que el tPA ejerce su efecto sobre el NMDA-R mediante la escision de su subunidad NR-1, los
inventores especularon que el tPA mutante que carece de la actividad catalitica puede competir con el tPA
enddgeno que se libera y alcanza concentraciones altas en el LCR durante la LCT. Este efecto competitivo puede
reducir o incluso prevenir la neurotoxicidad inducida por tPA.

Por otra parte, se sabe que el tPA tiene una ventana terapéutica limitada, cuando se utiliza para terapia.
Especificamente, el tPA mejora el resultado clinico en pacientes, pero solo si se administra en un plazo de tres horas
desde la aparicién de un accidente cerebrovascular isquémico en pacientes humanos. Ademas de su breve ventana
terapéutica, la necesidad de una definicion radioldgica del tamarfio del ictus y su etiologia y el aumento de la
incidencia de hemorragia intracerebral sintomatica (HIC) han limitado su uso clinico. Ademas, como también se ha
indicado anteriormente, varios estudios sugieren que el tPA puede aumentar (directa o indirectamente) la
degeneracion neuronal postictus. Por el contrario, la molécula de tPA mutada de la invencién no demuestra una
ventana terapéutica limitada. Como se muestra en la Figura 2, la administracion de la molécula de tPA mutada de la
invencion a un modelo animal de HIC incluso dos horas (corresponde con diez horas en el ser humano), tuvo como
resultado un efecto neuroprotector beneficioso significativo como se refleja por la mejora de la NSS, especificamente
en comparacion con los controles de solucion salina y con el efecto nocivo del tPA SV sobre el resultado de la NSS.

Las alteraciones en la produccién de glutamato pueden contribuir ademas a un traumatismo craneal secundario. Los
niveles de glutamato aumentados clinicamente después de una LCT [Choi, D.(1992) Ibid.; Katayama Y, B.D. y
col.,(1990) Ibid.], pueden afectar a otros trayectos relacionados con la lesion cerebral secundaria, incluyendo el
iniciacion de apoptosis por activacion del NMDA-R, la produccion dependiente de calcio de oxido nitrico y el
desarrollo de superoxidos y dafios de radicales libres en el ADN y las membranas celulares. La barrera
hematoencefalica (BHE) intacta después de una LCT o ictus puede contribuir a la acumulacién de glutamato y se
supone que tiene un efecto perjudicial sobre la funcion cerebral. El tPA aumenta la permeabilidad de la BHE y por lo
tanto facilita el aclaramiento de agentes neurotoxicos tales como el glutamato. Este efecto de tPA sobre la BHE esta
mediado por la LRP (la proteina relacionada con el receptor de LDL es LRP) y otros han demostrado que requiere su
actividad catalitica.

Sorprendentemente, y en contraste con Yepes y col., [Yepes y col., J. Clin. Invest. 112:1533 - 1540 (2003)], los
inventores han encontrado ahora que la molécula de tPA mutada de la invencién que carece de cualquier actividad
catalitica todavia es capaz de imitar algunas de las actividades extracataliticas del tPA SV, en particular la de
aumentar la permeabilidad de la BHE. Por lo tanto, de modo que claramente muestra por primera vez que el efecto
de tPA en la reduccion de la integridad de la BHE, no esta relacionado con su actividad catalitica. Los inventores han
demostrado que este mutante estimula el aclaramiento del aminoacido glutamato neurotéxico y del lactato del LCR
y, de este modo, impide su acumulacion tras una LIC y también aumenta el efecto saludable del mutante sobre el
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resultado neurolégico. Estos resultados plantean la posibilidad de que la interrupcion transitoria de la BHE en el area
de la lesion por el tPA mutante contribuye directamente a la mejora del desenlace de la LCT. Eso es opuesto a las
visiones ampliamente aceptadas en el campo.

Jung-Sun Yi y col., [Experimental Neurology 2004 189(2):354 - 360] divulgan la reduccion del infarto en ratas
después de la administracion intraventricular de activador del plasmindgeno tisular (tPA) o de su mutante no
proteasa S478A-tPA.

Tanto tPA como S478A-tPA mostraron efectos neuroprotectores contra la toxicidad por cinc, pero no contra la
muerte neuronal excitotoxica por sobrecarga de calcio en cultivos de células corticales. El efecto mostrado estaba
limitado a aproximadamente 15 minutos, ya que no se ha revelado ningun efecto después de 1 hora. Sin embargo, la
sorprendente capacidad del mutante de tPA de la presente invencion, tPA Ser481-Ala, para permeabilizar la BHE
con un efecto terapéutico prolongado que permite su administracion parenteral, no se ha divulgado en esta
publicacion.

Yang-Hee Kim y col., [Science 1999 284:647 - 650] pertenecen a la neurotoxicidad mediada por la translocacion de
cinc endégeno con el fin de estudiar el mecanismo de la muerte neuronal en la isquemia. Yang-Hee Kim demuestra
que la exposicion de cultivos corticales a cinc durante 24 horas tenia como resultado la muerte neuronal
generalizada al dia siguiente y que la adicién de tPA bloqueaba completamente la muerte celular inducida por el
cinc. Sin embargo, en contraste con este efecto protector contra la toxicidad por cinc, Yang-Hee Kim y col., admiten
que el tPA no alteré la muerte neuronal excitotoxica inducida por la exposicion a NMDA, kainita o glutamato. Por el
contrario, en la presente invencion, el mutante de tPA mostré sorprendentemente que aliviaba la acumulacion de
glutamato y lactato.

William F. Bennett y col., [The Journal of Biological Chemistry 1991 266(8): 5191 - 5201] se refiere a variantes de
tPA y analiza sus determinantes funcionales. Bennett afirma que la estructura primaria de tPA consiste en 5
dominios identificables y los residuos que constituyen el sitio activo incluyen H322, G371 y S478. Bennett y col., han
utilizado mutantes dirigidos al sitio para localizar algunas de las regiones funcionales de la molécula de tPA.

Por tanto, el objeto de la presente invencion es proporcionar una molécula de tPA mutado desprovisto de actividad
catalitica serina proteasa, que tiene capacidad para aumentar la permeabilidad de la BHE y, de este modo, facilita el
aclaramiento de aminoacidos neurotéxicos y del lactato, como una molécula segura que tiene una amplia ventana
terapéutica, para su uso en el tratamiento, mejora y prevencion de accidentes cerebrovasculares y afecciones que
implican dafo neuronal, mas particularmente, lesidon cerebral aguda y trastornos neurodegenerativos.

Estos y otros objetos de la invencién seran mas evidentes a medida que la descripcion proceda.

Sumario de la invencién

En un primer aspecto, la invencion se refiere a una molécula de tPA mutado desprovisto de actividad proteasa total o
parcial o cualquier fragmento o péptido funcional de la misma. En una realizacion, la molécula mutada lleva al menos
una mutacién puntual localizada en cualquier posicion de los residuos Serd481, His325, Asp374, Asp475 y Ser500
Gly502 y cualquier combinacién de los mismos. De acuerdo con ofra realizacion, la molécula mutada lleva una
mutacion puntual en Ser481 a Ala. Un ejemplo especifico de dicho mutante lo proporciona un mutante que tiene la
secuencia de aminoacidos indicada por la SEC ID N° 1.

En un segundo aspecto, la invenciéon se refiere a una composicion farmacéutica para Sl uso en el tratamiento,
mejora o profilaxis de una afeccidon patoldégica que implica lesion neuroldgica, o una enfermedad o afeccion
isquémica, dicha composicion comprende como ingrediente activo una cantidad terapéuticamente eficaz de al
menos una molécula de tPA mutado desprovisto de actividad proteasa total o parcial o cualquier fragmento péptido
funcional de la misma, y opcionalmente cualquier vehiculo, diluyente, excipiente y / o aditivo farmacéuticamente
aceptable. La composicion de la invencion puede comprender ademas opcionalmente un agente terapéutico
adicional, especificamente, un compuesto secuestrante de glutamato.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere al uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula de
tPA mutado desprovisto de actividad serina proteasa total o parcial, o cualquier fragmento o péptido funcional de la
misma, en la preparacion de una composicion farmacéutica para el tratamiento, mejora o profilaxis de una afeccion
patoldgica que implica lesion neurolégica o de una enfermedad o afeccion isquémica.

La invencién proporciona ademas una molécula de tPA mutado desprovisto de actividad serinproteasa total o parcial
o cualquier fragmento o péptido funcional de la misma, para tratar una afeccion patolégica que implica lesion
neurolégica o una enfermedad o afeccion isquémica.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una forma de dosificacion farmacéutica unitaria que comprende al menos
una molécula de tPA mutado desprovista de actividad de serinproteasa o cualquier fragmento o péptido funcional de
la misma o cualquier combinacién o mezcla de los mismos, o un derivado farmacéuticamente aceptable de la
misma, y opcionalmente al menos de un secuestrante de glutamato seleccionado del grupo que consiste en
glutamato-piruvato transaminasa (GPT), glutamato-oxaloacetato transaminasa (GOT), glucagdn, insulina o cualquier
combinacién de los mismos, y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.
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Otro aspecto de la invencion se refiere a un kit para conseguir un efecto terapéutico en un sujeto en necesidad del
mismo que comprende:
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(a) al menos una molécula de tPA mutado desprovisto de actividad de serinproteasa o cualquier fragmento o
péptido funcional de la misma o cualquier combinacién o mezcla de los mismos, o un derivado
farmacéuticamente aceptable de la misma y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable en una
primera forma de dosificacion unitaria;

(b) al menos un secuestrante de glutamato seleccionado del grupo que consiste en glutamato-piruvato
transaminasa (GPT), glutamato-oxaloacetato transaminasa (GOT), glucagodn, insulina o cualquier combinacion de
los mismos y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable en una segunda forma de dosificacion
unitaria; y

(c) recipiente significa para contener dichas primera y segunda formas de dosificacion

Estos y otros aspectos de la invencion se pondran de manifiesto de la mano de los siguientes ejemplos.

Breve descripcion de la invenciéon

Figure 1. El tPA mutante mejora significativamente el resultado en un modelo de LCC. La figura representa la
puntuacion de gravedad neuroldgica (NSS) de una lesidn craneal cerrada (LCC) en un modelo de animales a los
que se ha inyectado por via intraperitoneal (i.p.) tPA mutante (100 pg/raton) en solucion salina o solucion salina
sola dos horas después del traumatismo craneal.

Abreviaturas: m (mutante), S (solucién saina), NSS (puntuacién de gravedad neuroldgica).

Figura 2. El tPA mutante mejora significativamente el resultado en un modelo de LCC en comparacion con el tPA
SV y solucion salina.

Se inyecto a ratones SV con LCC Por via intraperitoneal (i.p.) tPA mutante (MTPA) o tPA SV (100 pg// ratén) en
solucién salina o solucién salina sola, dos horas después del traumatismo craneal. Se usaron ratones defectivos
en tPA (tPA -/ -) como control de tPA SV enddgeno. La figura muestra un histograma que resume la NSS el dia
20 después de la LCC. Se muestran la media + SEM de 16 a 18 animales / grupo. Abreviaturas: C (control), SV
(de tipo salvaje), m (mutante), rat. (ratones), NSS (puntuacion de gravedad neuroldgica).

Figura 3. El {PA mutante permeabilizan la BHE

La captacion de colorante azul de Evans en un tejido cerebral sirvi6 como marcador para la cuantificacion de la
alteracion de la barrera hematoencefalica y el aumento de la permeabilidad de la BHE. La figura muestra UN
histograma que ilustra la absorbancia deL azul de Evans inyectado con solucién salina o solucién salina que
contiene tPA o tPA mutante. Los datos se expresaron como absorbancia a 620 nM por gramo de tejido. Se
muestran la media + SEM de los datos de 8 - 9 animales / grupo. Abreviaturas: m (mutante), S (solucion saina),
Abs (Absorbancia).

Figura 4A-4B. Efecto de péptidos derivados de PAI-1 sobre la permeabilidad de la BHE inducida por el tPA
mutante

Fig. 4A. Se inyecto a los ratones i.p. 25 pl de soluciéon salina o soluciéon salina que contiene tPA SV o mtPA (1
mg/kg cada uno) solo o junto con PAI-1 derivado de 18 aminoacidos (aa) (como se indica en la SEC ID N° 8) 0 6
aa (como se indica en la SEC ID N° 3) péptidos (1 mg / kg cada uno). Diez minutos mas tarde se administré a los
ratones una inyeccion i.v. de 2 % de azul de Evans (EB) en solucioén salina. Una hora después de la inyeccion del
colorante, se retir6 la sangre de los 6rganos mediante perfusion transcardiaca. Se extrajeron los cerebros, se
fotografiaron, se pesaron, se homogeneizaron en N,N-dimetilformamida y se centrifugaron. Se cuantifico el
colorante extruido mediante absorbancia a 620 nm. La figura presenta una ilustracion en histograma de la
absorbancia del EB a 620 nm por gramo de tejido. Se muestran la media + SEM de los datos de 8 - 9 animales /

grupo.

Fig. 4B. Una distribucion tipica del EB después de LCC. Abreviaturas: S (solucion salina), 18 (péptido de 18 aa,
como se indica en la SEC ID N° 8.), 6 (péptido de 6 aa, como se indica en la SEC ID N° 8.), Abs (absorbancia).

Figura 5. Duracién prolongada de la permeabilidad de la barrera hematoencefalica (BHE) tras la LCC por el
mutante de tPA

Se traté a los ratones con inyeccion i.p. de mtPA 1, 2 o 3 horas después de la LCC. Cinco minutos después de la
inyeccion de tPA, se administré a los animales una inyeccion 1V de 2 % de azul de Evans (EB) en solucion salina.
La extravasacion del EB se midié6 una hora después de la inyeccion del colorante. La figura presenta una
ilustracion en histograma de la absorbancia del EB a 620 nm por gramo de tejido. Se muestran la media + SEM
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de los datos de 8 - 9 animales / grupo. Abreviaturas: Abs (Absorbancia), T (tiempo), h (horas), min. (minutos).
Figura 6A-6B E/ tPA mutante facilita el aclaramiento de agentes neurotéxicos durante la lesion

La figura muestra un histograma que ilustra los niveles de lactato (Fig. 6A) y glutamato (Fig. 6B) en muestras de
LCR obtenidas de ratones inyectados con el tPA mutante, (100 pg/ raton) en solucidn salina o solucion salina
sola por via intraperitoneal (i.p.), 2 horas después de la LCC. Los ratones que no sufrieron LCC sirvieron como
controles. Abreviaturas: Lac (lactato), Glu (glutamato), C (control) LCC (lesién craneal cerrada).

Figura 7. Efecto neuroprotector de la administracion combinada de tPA mutante y secuestrante de glutamato

Se inyecto a los ratones i.v. un secuestrante que comprende oxaloacetato (0,005 mmol /100 g de ratén) y GOT
recombinante (0,14 nmol / 100 g) 10 minutos o 2 horas después de la LCC. Se administré 1 mg/kg de mtPA 2
horas después de la LCC solo o con el secuestrante. La figura muestra la NSS el dia 20 (media + SEM de 16 a
18 animales / grupo).

Abreviaturas: T (tiempo), m (minutos), h (hora), sec (secuestrante), NSS (puntuacion de gravedad neuroldgica).

Descripcion detallada de la invencién

Debe entenderse que la invencion no esta limitada a su aplicacién a los detalles expuestos en la siguiente
descripcion o ilustrados en los dibujos. La invencién puede abarcar otras realizaciones o se puede practicar de
varias formas. Asimismo, debe entenderse que las expresiones y la terminologia empleadas en el presente
documento se usan con una finalidad descriptiva y no deben considerarse limitantes.

En un primer aspecto, la invencion se refiere a una molécula de tPA mutado desprovisto de actividad proteasa total o
parcial, especificamente actividad serinproteasa, o cualquier fragmento o péptido funcional de la misma.

El activador del plasmindgeno de tipo tisular (tPA), una serinproteasa glicosilada de multiples dominios, es un
activador especifico de fibrina del plasminégeno y un agente trombolitico muy eficaz. Se debe apreciar que "tPA
mutado" o "mtPA" como se usa en el presente documento incluye un tPA nativo mutado y tPA mutado recombinante,
asi como formas modificadas de tPA que estan desprovistas de las actividades enzimaticas del tPA nativo. Mas
especificamente, como se utiliza en el presente documento en la especificacion y en la seccién de reivindicaciones
siguiente, la expresion "desprovisto de actividad catalitica de proteasa o serinproteasa" y sus derivados se refiere a
una molécula de tPA mutado que tiene una expresién alterada, disminuida o reducida de la actividad. Una molécula
de tPA mutado preferida carece de cualquier actividad catalitica. De acuerdo con una realizacion de la presente
invencién, al menos aproximadamente el 10-100 %, mas especificamente aproximadamente el 10 %, 15 %, 20 %,
25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 % e incluso 100
% de la actividad de tPA es abolida por la mutaciéon puntual realizada por la invencién, en comparacién con la
actividad de tPA SV (de tipo salvaje). Cabe sefialar que la actividad enzimatica de tPA se puede medir mediante la
evaluacion de la capacidad de la molécula para convertir el plasmindégeno en plasmina.

De acuerdo con una realizacion especifica, la molécula de tPA mutado de la invencién lleva al menos una mutacion
seleccionada del grupo que consiste en mutaciones puntuales, de sentido erréneo, sin sentido, inserciones,
deleciones o reordenamiento. En una realizacion especifica, la molécula de tPA de la invencién lleva una mutacién
puntual.

En una realizacion, la molécula mutada lleva al menos una mutacién puntual localizada en cualquier posicién de los
residuos Ser481, His325, Asp374, Asp475 y Ser500 Gly502 y cualquier combinacion de los mismos. De acuerdo con
otra realizacion, la molécula mutada lleva una mutacion puntual en Ser481 a Ala. Un ejemplo especifico para tal
mutante lo proporciona un mutante que tiene la secuencia de aminoacidos como se indica en la SEC ID N° 1. Debe
indicarse que esta molécula de tPA mutado de la invencién se designa tPA-S481A o tPA S-**'A y en algunas
realizaciones la molécula mutada se conoce como mtPA. Cabe sefalar que esta molécula mutada particular lleva
dos residuos adicionales de aminoacidos (RS) en el extremo N introducidos con el propésito de clonar. Por lo tanto,
la invencién proporciona una molécula de tPA mutado que comprende ambos residuos RS como se muestra en la
SEC ID N° 1. La invencién proporciona ademas una molécula de tPA mutado, que tiene una parte de SEC ID N° 1,
por ejemplo, sin RS adicionales.

Por "fragmentos o péptidos" se entiende una fraccion de dicha molécula de tPA. Un "fragmento” de una molécula, tal
como cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la presente invencion, se entiende que se refiere a cualquier
subconjunto de aminoacidos de la molécula de tPA mutado. Esto también puede incluir "variantes" o "derivados" de
los mismos. Un "péptido" se entiende que se refiere a un subconjunto particular de aminoacidos que tiene actividad
funcional. Por "funcional" se entiende que tienen la misma funcion biolégica, por ejemplo, que tiene la capacidad de
aumentar la permeabilidad de la BHE y de ese modo facilitar la eliminacion de aminoacidos neurotoxicos, o que
tiene la capacidad de competir con el tPA SV y, por tanto, inhibir la activacion del NMDA -R mediante tPA. Una
"variante" de dicha molécula se entiende que se refiere una molécula de origen natural sustancialmente similar a la
molécula entera o a un fragmento de la misma. El término "derivados" como se usa en el presente documento
significa una molécula que comprende la secuencia de aminoacidos de la molécula de tPA mutado, como se indica
por la SEC ID N° 1 con cualquier insercion, delecion, sustitucion y modificacion que no interfiere con la capacidad de
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dicha molécula para aumentar la permeabilidad de la BHE y de ese modo facilita la eliminacion de aminoacidos
neurotoxicos, o como alternativa o adicionalmente, para reconocer el sitio de escisién la NR = 1 del NMDA-R,
competir con la molécula de tPA de tipo salvaje y, con ello, inhibir la activacion de NMDA-R. Un derivado debe
mantener una homologia minima con dicha secuencia de aminoacidos, por ejemplo, incluso menos del 30 %,
preferiblemente, de 90 % a 40 % de homologia, de 80 % a 50 % o de 70 % a 60 %. Debe apreciarse que con los
términos "inserciones" y "eliminaciones" se entiende cualquier adicion o reduccion, respectivamente, de residuos de
aminoacidos en el péptido tPA mutado utilizado por la invencién, de entre 1 a 50 residuos de aminoacidos,
preferiblemente, de entre 1 y 20 residuos de aminoacidos y, lo mas preferiblemente, de entre 1 y 10 residuos de
aminoacidos. Mas particularmente, las inserciones o deleciones, respectivamente, pueden incluir la adicion o
reduccién de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 0 10 residuos de aminoacidos a la molécula de tPA mutado de la SEC ID N° 1.
Una realizacion especifica para tal derivado es una molécula mutada sin residuos RS adicionales en el extremo N-
terminal de la molécula.

El amino acido L-glutamico (glutamato) media muchas de las sefiales excitatorias entre las neuronas en el sistema
nervioso central. En condiciones normales, la acumulacién de glutamato en el espacio extracelular se evita mediante
la operacion de un mecanismo de reciclaje que sirve para mantener los niveles de glutamato neuronales a pesar de
la pérdida continua a través de la liberacion del transmisor. El glutamato, liberado por las neuronas glutamatérgicas,
es captado por las células gliales en las que se convierte en glutamina. La glutamina vuelve a entrar en las neuronas
y es hidrolizada por la glutaminasa para formar glutamato, de modo que repone el conjunto de neurotransmisores.

Esta via bioquimica también sirve como un mecanismo neuroprotector endégeno, que funciona mediante la
eliminacion del glutamato liberado sinapticamente desde el espacio extracelular y su conversion en el aminoacido no
toxico glutamina antes de que se produzca toxicidad. El potencial excitotdxico del glutamato (es decir, definido como
la capacidad del exceso de glutamato para sobreexcitar las neuronas y provocar su muerte) se mantiene bajo
control, siempre y cuando el proceso de transporte esta funcionando correctamente. Sin embargo, el fracaso o la
reduccion en el proceso de transporte, como en condiciones isquémicas, tiene como resultado la acumulacién de
glutamato en el fluido sinaptico extracelular y la estimulacion excesiva de los receptores excitatorios, situacion que
lleva a la muerte neuronal. Dos factores adicionales mejoran la acumulacién de glutamato, (i) las neuronas
sobreestimuladas comienzan a liberar cantidades excesivas de glutamato en las uniones sinapticas adicionales, lo
que hace que incluso mas neuronas a se sobreestimulen, lo que las lleva a una cascada neurotéxica que llega mas
alla de la zona inicial de la isquemia; y, (ii) las neuronas sobreestimuladas comienzan utilizando todos los
suministros disponibles de glucosa o de oxigeno ain mas rapido de lo normal, lo que conduce al agotamiento
acelerado de estos recursos energéticos limitados y a mayores dafios en el proceso de transporte de glutamato.
Esta cascada bioquimica de la induccién y progresion puede continuar durante horas o dias y causa la muerte
neuronal retardada. Niveles anormalmente altos de glutamato en los fluidos intersticial y cefalorraquideo del cerebro
son el sello caracteristico de varios trastornos neurodegenerativos. Estos incluyen anoxia / isquemia cerebral aguda,
es decir accidente cerebrovascular, dafio cerebral perinatal, lesién cerebral traumatica, meningitis bacteriana,
hemorragia subaracnoidea, choque hemorragico, epilepsia de diagndstico reciente, migrafia, estrés y diversas
enfermedades neurodegenerativas cronicas tales como glaucoma, esclerosis lateral amiotrofica, demencia por VIH y
la enfermedad de Alzheimer.

El glutamato se une o interacciona con uno o mas receptores de glutamato que se pueden diferenciar
farmacoldgicamente en varios subtipos. En el sistema nervioso central de los mamiferos (SNC) hay tres subtipos
principales de receptores ionotrépicos de glutamato, definidos farmacolégicamente por los agonistas selectivos N-
metil-D-aspartato (NMDA), kainato (KA), y acido a-amino-3-hidroxi- 5-metilisoxazol-4-propidnico (AMPA).

En condiciones patoldgicas de formas agudas y crénicas de neurodegeneracion, la sobreactivacion de los
receptores de NMDA es un acontecimiento clave para disparar la muerte celular neuronal. Los receptores de NMDA
estan compuestos por miembros de dos familias de subunidades, a saber, NR-1 (8 variantes de corte y empalme
diferentes) y NR-2 (A a D) procedentes de diferentes genes. Los miembros de las dos familias de subunidades
muestran una distribucion distinta en diferentes areas del cerebro.

Cuando se activa por medio del glutamato, el neurotransmisor endégeno, el receptor NMDA permite el influjo del
calcio extracelular (Ca®") y del sodio (Na*), a través de un canal de iones asociado. El receptor NMDA posibilita un
influjo considerablemente mayor de ca* que los receptores de kainato o AMPA y es un ejemplo de un canal de ca®
accionado por medio de un receptor. Normalmente, el canal se abre solo brevemente, lo que permite que se
produzca un aumento localizado y transitorio de la concentracion del Ca®" intracelular ([Ca2+]i), que a su vez, altera la
actividad funcional de la célula. Sin embargo, los aumentos prolongados de [Ca2+]i, resultantes de la estimulacion
crénica del receé)tor NMDA, son téxicos para la célula y conducen a la muerte celular. Se considera que la elevacion
crénica de [Ca”™'} resultante de la estimulacién de los receptores NMDA constituye una causa principal de la
degeneracion neuronal posterior a un ictus. Asimismo se dice que la estimulacion excesiva de los receptores NMDA
esta implicada en la patogenia de algunas formas de epilepsia, ansiedad, enfermedades neurodegenerativas y
estados hiperalgésicos.

El efecto perjudicial de los activadores del plasmindgeno tisular (tPA) sobre el tejido cerebral después de una lesion
neurolégica y la necesidad de encontrar nuevos enfoques para el tratamiento, mejora o profilaxis de estados
patolégicos que implican lesién neuronal, han conducido a los presentes inventores a examinar si una molécula de
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tPA mutado podria ser capaz de competir con tPA enddgeno y, por lo tanto, inhibir, mejorar o prevenir tales
afecciones patoldgicas. Cabe sefialar ademas que la molécula de tPA mutado de la invencion esta desprovista de
cualquier actividad serinproteasa y, por lo tanto, exhibe una capacidad deteriorada (no presenta capacidad) para
disolver coagulos de sangre. Por lo tanto, la molécula de tPA mutado de la invencién proporciona un compuesto
seguro que tiene una probabilidad reducida de causar un sangrado incontrolado interno que puede estar causado
por la molécula de tPA SV.

Los datos mostrados por los presentes inventores indican que al disminuir la concentracion de glutamato después de
TBI en la circulacion, presumiblemente mediante el aumento de la permeabilidad de la BHE, el resultado de los
animales mejora. Adicionalmente, como se muestra en la Figura 7, el tratamiento usando compuestos secuestrantes
glutamato fue ineficaz cuando se administré después de la recuperacion de la BHE. Solo una combinacién de los
compuestos secuestrantes de glutamato con la molécula de tPA mutado de la invencion produjo un aumento de la
permeabilidad de la BHE vy, por lo tanto, se produjo un efecto beneficioso sinérgico sobre la NSS, incluso mas de dos
horas después de la lesion. Sin desear quedar ligado a teoria alguna, tales resultados sugieren fuertemente que el
aumento de la permeabilidad de la BHE por el mutante de la invencion contribuye a la eficiencia del aclaramiento de
los reactivos neurotoxicos.

Por lo tanto, la invencién proporciona ademas un compuesto capaz de aumentar la permeabilidad y reducir la
integridad de la BHE y, de ese modo, mejorar el aclaramiento de los agentes neurotoxicos. La barrera
hematoencefalica (BHE) es una estructura membranica que actua principalmente para proteger al cerebro de
sustancias quimicas en la sangre, al tiempo que permite la funcién metabdlica esencial. Se compone de células
endoteliales, que se empaquetan muy firmemente en los capilares cerebrales. Esta mayor densidad restringe el
paso de sustancias desde el torrente sanguineo mucho mas que las células endoteliales en los capilares de otras
partes del cuerpo. Proyecciones celulares de los astrocitos, denominados pies astrociticos (también conocidos como
"limitans gliales") rodean a las células endoteliales de la BHE, de modo que proporcionan apoyo bioquimico a esas
células.

De acuerdo con una realizacion, la molécula de tPA mutado de la invencion es capaz de disminuir la integridad,
incrementar la permeabilidad o "abrir" una barrera hematoencefalica en aproximadamente un 10-95 % en
comparacién con un control. De acuerdo con una forma de realizacion, el control es la integridad, la permeabilizacion
o la abertura de la BHE después de una LCC, en ausencia de la molécula de tPA mutado. De acuerdo con otra
forma de realizacion, el control es la integridad o la permeabilidad de la BHE, antes de que ocurriera la LCC. Mas
especificamente, la molécula de tPA mutado de la invencién es capaz de aumentar la permeabilidad de la BHE en
aproximadamente 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 % , 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %,
85 %, 90 %, 95 % e incluso 99 % en comparacion con el control. Cabe sefalar que el aumento de permeabilidad de
la BHE tiene como resultado una disminucion correspondiente de la acumulacion de agentes neurotéxicos en el
tejido dafado. Mas especificamente, tal reduccion puede ser de aproximadamente 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %,
35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 % , 80 %, 85 %, 90 %, 95 % e incluso 99 % en comparacion
con el control.

De acuerdo con una realizacion, dicho compuesto puede ser una molécula de tPA mutado desprovista de actividad
serinproteasa, o cualquier fragmento o péptido funcional de la misma. Como se muestra por la invencion, este
mutante es capaz de aumentar la permeabilidad de la BHE, y, de ese modo, mejorar la eliminacion de agentes
neurotdxicos. Como se muestra en la Figura 5, la molécula de tPA mutado de la invenciéon aumenta la permeabilidad
de la BHE, incluso cuando se inyecta tres horas después de la aparicion de la lesion. Estos resultados indican
claramente que la molécula de tPA mutado de la invencién es un farmaco seguro, ya que carece de propiedades de
disolucion de coagulos de sangre, y es un farmaco eficaz, que tiene una amplia ventana terapéutica. Por ventana
terapéutica como se usa en el presente documento se entiende que la molécula de tPA mutado de la invencion es
eficaz en el aumento de la permeabilidad de la BHE y la reduccion de la NSS cuando se administra entre 10 minutos
a varios dias después de la aparicion de la lesion. Mas especificamente, la molécula mutada de la invencién es
eficaz cuando se administra a un sujeto dafiado después de 10', 20', 30 ', 45', 50 ', 60", 90 ', 150", 180 ', 4 horas, 5
horas, 6 horas , 7 horas, 8 horas, 9 horas, 10 horas, 11 horas, 12 horas, 13 horas, 14 horas, 15 horas, 16 horas, 17
horas, 18 horas, 19 horas,20 horas, 21 horas, 22 horas, 23 horas, 24 horas, 2 dias, 3 dias 4 dias, 5 dias, 6 dias e
incluso 7 dias o mas después de la aparicién de la lesion.

Se debe apreciar que la invencion abarca ademas el uso de la molécula de tPA mutado de la invencion para facilitar
la liberacion de diferentes farmacos en un tejido cerebral diana mediante el aumento de la permeabilidad de la BHE.

En aun otra realizacion, la molécula de tPA mutado de la invencién exhibe un efecto terapéutico beneficioso sobre la
lesion cerebral, como se refleja en la reduccion de la NSS. Como se indica en el presente documento, dicha
reduccion o disminucién puede ser de aproximadamente 10 a 95 %, en concreto, aproximadamente 10 %, 15 %, 20
%, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % e incluso 99 % de
la NSS en un sujeto en necesidad del mismo.

Ademas, sin estar limitado por ninguna teoria, la molécula de tPA mutado puede ejercer su efecto neuroprotector
mediante la prevencion de la activacion de NMDA-R por el tPA SV. Por otra parte, EL posible mecanismo por el cual
EL tPA ejerce su efecto neurotdxico A través de la activacion deL NMDA-R, plantea la posibilidad de identificar
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compuestos que inhiben la activacién deL NMDA-R por tPA, como potencial enfoque terapéutico.

De acuerdo con una realizacion especifica de este aspecto, la molécula de tPA mutado o fragmentos de la misma es
capaz de inhibir la activacién por el tPA de NMDA-R.

Por lo tanto, la invencién proporciona ademas un compuesto capaz de inhibir la activacion del receptor de N-metil-D-
aspartato (NMDA-R) por EL tPA (activador del plasmindgeno tisular) para el tratamiento, mejora o profilaxis de los
trastornos mediados por el NMDA-R.

Como se usa en el presente documento, los trastornos mediados por NMDA-R pueden ser una cualquiera de las
formas agudas de neurodegeneracion o afecciones de anoxia / isquemia causadas, por ejemplo, por un accidente
cerebrovascular, dafio cerebral perinatal, lesion cerebral traumatica, meningitis bacteriana, hemorragia
subaracnoidea, choque hemorragico, epilepsia de diagndstico reciente, ansiedad, migrafia, estrés y diversos
trastornos neurodegenerativos cronicos tales como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la
enfermedad de Huntington, ELA (esclerosis lateral amiotrofica), glaucoma, esclerosis lateral amiotréfica, demencia
por VIH, estados hiperalgésicos y neurodegeneracion asociada con infecciones bacterianas o virales, o depresion y
dolor crénico y agudo.

De acuerdo con una realizacién, el compuesto de la invencion puede ser una molécula de tPA mutado desprovisto
de actividad serinproteasa o cualquier fragmento o péptido funcional de la misma capaz de inhibir la activacion de
NMDA-R y, por lo tanto, inhibir, mejorar o prevenir los trastornos mediados por NMDA-R.

Mas especificamente, dicho mutante puede ser la molécula mutada de la invencién.

Las alteraciones en la produccién de glutamato contribuyen a aspectos de lesion craneal secundaria. Los niveles de
glutamato aumentan clinicamente después de una LCT [Choi, D.(1992) Ibid.; Katayama Y, B.D. y col.,(1990) Ibid.], y
afectan a otros trayectos relacionados con la lesion cerebral secundaria, incluyendo la activacion de la apoptosis por
activacion del NMDA-R, la produccién dependiente de calcio de 6xido nitrico y el desarrollo de superéxidos y dafios
de radicales libres en el ADN y las membranas celulares [Kawamata (1992) ibid.; LaPlaca (1998) ibid.].

De acuerdo con otro aspecto, la invencién proporciona una composicion que comprende al menos una molécula de
tPA mutado (activador del plasmindgeno tisular) desprovista de actividad serinproteasa o cualquier fragmento o
péptido funcional de la misma. La composicidon de la invenciéon opcionalmente comprende ademas un agente
terapéutico adicional. Cabe sefialar ademas que la composicién de la invencion comprende ademas cualquier
vehiculo, excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable.

De acuerdo con una realizacion, el agente terapéutico adicional comprendido dentro de la composicion de la
invencion puede ser al menos un compuesto secuestrante de glutamato, especificamente, un secuestrante de
glutamato seleccionado del grupo que consiste en glutamato-piruvato transaminasa (GPT), glutamato — oxaloacetato
transaminasa (GOT), insulina, glucagén o cualquier composicién o combinacion de los mismos. En una realizacion
especifica, el secuestrante de glutamato es al menos uno de glutamato-piruvato transaminasa(GPT) y glutamato —
oxaloacetato transaminasa (GOT), o cualquier combinacion de los mismos.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una composicion farmacéutica para Sl uso en el tratamiento, mejora o
profilaxis de una afeccion patolégica que implica lesién neurolégica, o una enfermedad o afeccién isquémica, dicha
composicion comprende como ingrediente activo una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos una molécula de
tPA mutado desprovisto de actividad proteasa total o parcial o cualquier fragmento péptido funcional de la misma, y
opcionalmente cualquier vehiculo, diluyente, excipiente y / o aditivo farmacéuticamente aceptable. De acuerdo con
una realizacion, la composicion de la invencion opcionalmente comprende ademas un agente terapéutico adicional.

Una "enfermedad o afeccion isquémica” como se usa en el presente documento se refiere a una afeccion
caracterizada por inflamacion local que resulta de una interrupcion en la irrigacion sanguinea a un tejido debido a
una obstruccion o hemorragia del vaso sanguineo responsable del suministro de sangre al tejido, tal como se ve en
el infarto de miocardio o cerebral. Un accidente isquémico cerebral o isquemia cerebral es una forma de afeccion
isquémica en la que se bloquea el suministro de sangre al cerebro. Esta interrupcion en el suministro de sangre al
cerebro puede ser el resultado de varias causas, incluyendo un bloqueo intrinseco o la oclusion del propio vaso
sanguineo, una fuente de oclusién de origen remoto, disminucién de la presion de perfusion o aumento de la
viscosidad de la sangre que resulta en un flujo sanguineo cerebral inadecuado, o un vaso sanguineo roto en el
espacio subaracnoideo o e tejido intracerebral.

Por tanto, la invencion proporciona una molécula de tPA mutado para tratar la enfermedad o afeccién isquémica,
mas especificamente, para el tratamiento de la isquemia cerebral. La isquemia cerebral puede tener como resultado
déficit transitorios o permanentes y la gravedad del dafio neuroldgico en un paciente que ha experimentado isquemia
cerebral depende de la intensidad y la duracién del acontecimiento isquémico. Un ataque isquémico transitorio (AIT)
es uno en el que el flujo de sangre al cerebro se interrumpe solo brevemente y causa déficit neurolégicos
temporales, que a menudo estan claros en menos de 24 horas. Los sintomas de un AIT incluyen entumecimiento o
debilidad de la cara o las extremidades, pérdida de la capacidad de hablar con claridad y / o entender el habla de los
otros, una pérdida de la visidbn o visidn borrosa y sensacion de mareo. Los ataques isquémicos cerebrales
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permanentes, también denominado accidente cerebrovascular, estan causados por una interrupcion mas prolongada
en el flujo de sangre al cerebro resultante ya sea de una tromboembolia o hemorragia. Un ictus causa una pérdida
de neuronas que normalmente produce un déficit neurolégico que puede mejorar, pero que no resuelve por
completo. El ictus tromboembdlico se debe a la oclusiéon de un vaso sanguineo extracraneal o intracraneal por un
trombo o émbolo. Debido a que a menudo es dificil discernir si un ictus esta causado por una trombosis o una
embolia, el término "tromboembolia" se utiliza para cubrir los ictus causados por cualquiera de estos mecanismos. El
término tromboembolia se utilizara en toda esta solicitud de patente para describir ictus trombéticos e ictus
embodlicos. El ictus hemorragico esta causado por la rotura de un vaso sanguineo en un espacio subaracnoideo o
tejido intracerebral.

Por lo tanto, la molécula de tPA mutado de la invencién o cualquier composicién de la misma, esta particularmente
destinado al uso en el tratamiento del ictus.

En aun otra realizacion, la molécula de tPA mutado de la invencion puede usarse para uso en el tratamiento de un
ataque al corazon.

Las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento pueden ser aplicables para su uso en el
tratamiento, mejora y la profilaxis de condiciones patoldgicas que implican lesién neurolégica, tales como, por
ejemplo, lesion cerebral aguda o traumatica, anoxia cerebral, dafio cerebral prenatal, ictus hemorragico e isquémico
global y focal, traumatismo craneal , lesion de la médula espinal, intervencion de neurocirugia, dafio de las células
nerviosas inducido por hipoxia (tal como en la parada cardiaca o el sufrimiento neonatal), epilepsia, ansiedad, y un
trastorno neurodegenerativo.

De acuerdo con una realizacion especifica, la composicion de la invencién puede ser aplicable especificamente para
el tratamiento de la LCT.

La LCT como se utiliza en el presente documento incluye las lesiones cerebrales que se producen en accidentes de
vehiculos de motor, después de caidas, causadas por un asalto y en el deporte cuando se aplica la suficiente fuerza
en la cabeza como para producir dafios en la estructura del cerebro. Dicha lesion puede incluir hematomas, lagrimeo
e inflamacién del tejido cerebral. Puede incluir hemorragia intracraneal, tal como hemorragia subdural, epidural,
subaracnoidea, intraparenquimatosa e intraventricular. El tejido cerebral puede estar dafiado debido a, por ejempilo,
el corte de los axones, aun cuando no se produzca sangrado. A pesar de la amplia investigacion durante muchos
afios en varios ensayos clinicos grandes, actualmente no existen tratamientos eficaces para la LCT aparte de la
atencioén de soporte meticuloso.

Una definicion de LCT se proporciona en la Ley de Educacién para Personas con Discapacidades que define la
lesion cerebral traumatica como "una lesién adquirida del cerebro causada por una fuerza fisica externa, que tiene
como resultado una discapacidad funcional total o parcial o deterioro psicosocial, 0 ambos, que afecta adversamente
el rendimiento académico del nifio. El término que se usa en el presente documento se aplica a lesiones cerebrales
tanto abiertas como cerradas que tienen como resultado deterioros en una o mas areas, tales como la cognicion, el
lenguaje, la memoria, la atencién, el razonamiento, el pensamiento abstracto, el juicio, la resolucion de problemas,
las capacidades sensorial, de percepcion y motoras, el comportamiento psicosocial, las funciones fisicas, el
procesamiento de la informacion, y el habla.

La LLC se produce en personas de todas las edades, incluyendo bebés y nifios, jovenes, adultos y ancianos. Una
definiciéon similar se aplica a las personas de todas las edades, con la modificacién de que pueden estar implicados
deterioros del funcionamiento relacionados con el trabajo, cognitivo, conductual, emocional y social, ademas de los
efectos adversos sobre el rendimiento educativo.

Los signos y sintomas de la LCC incluyen alteracién de la funcién cognitiva, alteracion del comportamiento,
alteracion de la regulacion emocional, convulsiones, dolores de cabeza, alteracion de la estructura o la funcion del
sistema nervioso y un mayor riesgo de desarrollo de la enfermedad de Alzheimer. La funcién cognitiva alterada
incluye, entre otras cosas, dificultades con la memoria, la atencion, la concentracion, el pensamiento abstracto, la
creatividad, la funcién ejecutiva, la planificacion y la organizacion. EI comportamiento alterado incluye, entre otros,
agresion fisica o verbal, impulsividad, disminucién de la inhibicién, apatia, disminucién de la iniciacion, cambios en la
personalidad, abuso de alcohol, tabaco o drogas, y otros comportamientos relacionados con la adiccion. La
alteracion de la regulacion emocional incluye, entre otros, depresion, ansiedad, mania, irritabilidad e incontinencia
emocional. Las convulsiones incluyen, entre otros, crisis tonico-clénicas generalizadas, crisis parciales complejas vy,
crisis psicogénicas no epilépticas. Los dolores de cabeza incluyen, entre otros, migrafia comun, migrafia clasica,
migrafia compleja o atipica, cefalea en racimos y cefalea tensional. La alteracion de la estructura o la funcién del
sistema nervioso incluyen, entre otras, hidrocefalia, parkinsonismo, trastornos del suefio, psicosis, deterioro del
equilibrio y la coordinacion. Esto incluye deficiencias motoras, tales como monoparesia, hemiparesia, tetraparesia,
ataxia, balismo y temblor. Esto también incluye la pérdida o disfuncién sensorial, incluyendo las sensaciones olfativa,
tactil, gustativa, visual y auditiva. Ademas, esto incluye alteraciones en el sistema nervioso auténomo, tales como
disfuncion intestinal y vesical, disfuncion sexual, alteracion de la regulacion de la presion arterial y la temperatura.
Finalmente, esto incluye las deficiencias hormonales atribuibles a una disfuncion del hipotalamo y la hipdfisis, tales
como deficiencias y alteracion de la regulacién de la hormona del crecimiento, la hormona estimulante del tiroides, la
hormona luteinizante, la hormona estimulante de foliculo, la hormona liberadora de gonadotropina, la prolactina, y
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otras numerosas hormonas y moduladores. El aumento del riesgo de desarrollo de la enfermedad de Alzheimer
incluye el riesgo que es mayor que el riesgo esperado dada la edad del paciente, los antecedentes familiares, el
estado genético y otros factores de riesgo conocidos.

Cabe sefalar que la lesién cerebral aguda o traumatica puede ser una cualquiera de las lesiones cerebrales que se
producen en accidentes de vehiculos de motor, tras caidas, causada por una asalto o en los deportes, dicha lesién
incluye hematomas, lagrimeo e hinchazén del tejido cerebral, hemorragia intracraneal (tal como hemorragia
subdural, epidural, subaracnoidea, intraparenquimatosa e intraventricular), y el corte de los axones.

De acuerdo con otra realizacion especifica, las composiciones de la invenciéon pueden ser aplicables a sujetos que
sufren trastornos neurodegenerativos o trastornos neurolégicos.

Un "trastorno neuroldgico" es una enfermedad o trastorno caracterizado por una anomalia o mal funcionamiento de
las células neuronales o las células de apoyo neuronales. El trastorno puede afectar el sistema nervioso central y / o
al sistema nervioso periférico. Enfermedades neurolégicas de ejemplo incluyen neuropatias, atrofia del musculo
esquelético y enfermedades neurodegenerativas.

Los “trastornos neurodegenerativos" son enfermedades complejas y perniciosas, y a su aparicion le sigue un
deterioro progresivo. Las manifestaciones clinicas estan determinadas por la localizacién y la gravedad del trastorno.
Aunque las causas pueden ser diferentes, es probable que los pacientes con trastornos neurodegenerativos
muestren atrofia localizada o generalizada de las células del cerebro, lo que da lugar a compromisos tanto en la
funcién mental como fisica. Las enfermedades neurodegenerativas de ejemplo incluyen: enfermedad de Alzheimer,
enfermedad de Parkinson, ELA (esclerosis lateral amiotréfica), enfermedad de Huntington, taupatias como
enfermedad de Pick, demencia frontotemporal, degeneracion cortico-basal y paralisis supranuclear progresiva, y
encefalopatias espongiformes, tales como tembladera, enfermedad de las vacas locas y encefalopatia espongiforme
bovina, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, Insomnio familiar mortal, sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker y
Kuru.

Mentalmente, los pacientes pueden presentar olvidos, falta de memoria, disminucion de la capacidad mental,
trastornos emocionales, y / o alteraciones del habla. Fisicamente, los pacientes pueden presentar incontinencia
parcial o completa, aspiracion de particulas de alimentos, temblores, falta de equilibrio, rigidez muscular, y / o
paralisis muscular.

Las expresiones "cantidad eficaz" o "cantidad suficiente” de la molécula de tPA mutado desprovista de actividad
serinproteasa y cualquier fragmento o péptido funcional de la misma comprendidas dentro de las composiciones
farmacéuticas de la invencion significa una cantidad necesaria para lograr un resultado seleccionado. La "cantidad
terapéutica eficaz" se determina por la gravedad de la enfermedad en relacion con los objetivos preventivos o
terapéuticos, la via de administracion y el estado general del paciente (edad, sexo, peso y otras consideraciones
conocidas por el médico responsable de la atencion).

De acuerdo con una realizacién especifica, la cantidad terapéuticamente eficaz de la molécula de tPA mutado
desprovista de actividad serinproteasa, y cualquier fragmento o péptido funcional de la misma, se puede administrar
dentro de una forma unitaria de dosificacion en el intervalo de aproximadamente 1ug / kg a aproximadamente 100
mg / kg de peso corporal, especificamente, de aproximadamente 10 ug / kg a aproximadamente 10 mg / kg de peso
corporal, mas especificamente, aproximadamente 10 ug / kg, 20 pg / kg, 30 ug / kg, 40 pg / kg, 50 ug / kg, 60 ug /
kg, 70 ug / kg, 80 pg / kg, 90 ug / kg, 100 ug / kg, 200 pg / kg, 300 pg / kg, 400 ug / kg, 500 ug / kg, 600 g / kg, 700
Mg / kg, 800 pg / kg, 900 pg/ kg, 1000 pg / kg, 2 mg/ kg, 3 mg/kg, 4 mg/kg, 5mg/kg, 6 mg/kg, 7 mg/kg, 8 mg/
kg, 9 mg / kg y 10 mg / kg. Una realizacién especifica es una cantidad eficaz de aproximadamente 1 mg / kg. Otra
forma de realizacion especifica es una cantidad eficaz de aproximadamente 5 mg por kg de peso corporal.

De acuerdo con otra realizaciéon, la molécula de tPA mutado comprendida dentro de las composiciones
farmacéuticas de la invencion lleva al menos una mutacién puntual localizada en cualquier posicion de los residuos
Ser481, His325, Asp374, Asp475 y Ser500 Gly502 y cualquier combinacion de los mismos. De acuerdo con otra
realizacion, la molécula mutada lleva una mutacion puntual en Ser481 a Ala. Un ejemplo especifico de dicho
mutante lo proporciona un mutante que tiene la secuencia de aminoacidos indicada por la SEC ID N° 1, denominada
tPA-S481A, 0 tPA-S*'A.

De acuerdo con una realizacion especifica de este aspecto, la molécula de tPA mutado es especificamente tal como
se describe en la invencion.

En muchos casos, las terapias de combinacion que emplean dos o mas compuestos terapéuticos son necesarias
para tratar adecuadamente la afeccién médica y / o los efectos secundarios a la afeccién bajo tratamiento. Por lo
tanto, la molécula de tPA mutado de la invencion se puede emplear solo o, omo alternativa, junto con diversos otros
agentes terapéuticos para tratar un espectro mas amplio de anomalias de lesiones cerebrales, especificamente,
elevando permeabilidad de la BHE facilitando de este modo el aclaramiento de reactivos neurotdxicos. La
combinacién de dos medicamentos permeabilizantes de la BHE mejora con seguridad y eficacia el efecto
beneficioso global sobre todas las anomalias de lesiones cerebrales y reduce los factores de riesgo de
enfermedades isquémicas.
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De acuerdo con una realizacion, la composicion de la invencion puede comprender un agente terapéutico adicional.
Como se muestra en la Figura 7, la molécula de tPA mutado de la invencion exhibe un efecto beneficioso sinérgico
sobre la NSS de sujetos con LCC, cuando se combinan con compuestos secuestrantes de glutamato. Por lo tanto,
en una realizacion especifica, la composicion de la invencion puede comprender como agente terapéutico adicional,
un secuestrante de glutamato seleccionado del grupo que consiste en glutamato-piruvato transaminasa (GPT) y
glutamato-oxaloacetato transaminasa(GOT) o cualquier composicién o combinacién de las mismas. El secuestrante
de glutamato es un grupo de compuestos que aumentan el flujo de salida del glutamato que se acumula en el
cerebro después una LCC a la sangre. La glutamato piruvato transaminasa (GPT) y la glutamato-oxaloacetato
transaminasa (GOT) en plasma transforman el glutamato en 2-cetoglutarato en presencia de sus cosustratos
respectivos, piruvato y oxaloacetato.

Como se muestra en la Figura 3 el Ejemplo 2 siguiente, la molécula de tPA mutado de la invencion es capaz de
aumentar la permeabilidad de la BHE y, de este modo, facilitar el aclaramiento de agentes neurotéxicos tales como
glutamato y lactato (demostrado por la Figura 6). Por consiguiente, la invencion proporciona ademas una
composicion para mejorar el aclaramiento de agentes neurotdxicos que comprenden como ingrediente activo una
molécula de tPA mutado desprovista de actividad catalitica serinproteasa o cualquier fragmento o péptido funcional
de la misma, en la que dicha molécula de tPA mutado es capaz de aumentar la permeabilidad de la BHE y, por lo
tanto, inhibir, mejorar o prevenir la acumulacién de agentes neurotoxicos. Por lo tanto, de acuerdo con una
realizacién, la composicion de la invenciéon es particularmente aplicable al aumento de la permeabilidad de la BHE
(barrera hematoencefalica) en un sujeto en necesidad del mismo. Mas especificamente, la composicion de la
invencion puede utilizarse para aumentar la permeabilidad o reducir de la integridad de la BHE, y extender la
duracion de la permeabilidad de la BHE durante aproximadamente 10 minutos a siete dias después de la lesidon
cerebral, lo que facilita el aclaramiento de agentes neurotdxicos del tejido cerebral dafiado.

De acuerdo con ofra realizacion, la composicion de la invencion reduce eficazmente la NSS (puntuacion de
gravedad neuroldgica) en un sujeto en necesidad de la misma. Mas especificamente, la composicion de la invencion
puede conducir a la reduccion de aproximadamente 10 a 95 %, especificamente de aproximadamente 10 %, 15 %,
20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % e incluso 99 %
de la NSS en un sujeto en necesidad de la misma, en comparacion con los sujetos no tratados..

En otra realizacion especifica mas de este aspecto, la molécula de tPA mutado o fragmentos o péptidos funcionales
de la misma pueden ser capaces de inhibir la activacion por el tPA de NMDA-R.

Por tanto, la invencién proporciona ademas una composicion para inhibir la avivacion por el tPa del NMDA-R que
comprende como ingrediente activo una molécula de tPA mutado desprovista de actividad catalitica serinproteasa o
cualquier fragmento o péptido funcional de la misma, en la que dicha molécula de tPA mutado es capaz de inhibir la
activacion por el tPA del NMDA-R y, por lo tanto, inhibir, mejorar o prevenir los trastornos mediados por el NMDA-R.
De acuerdo con una realizacién especifica de este aspecto, la molécula de tPA mutado es tal como se describe en la
invencion.

La preparacion de composiciones farmacéuticas es bien conocida en la técnica y se ha descrito en muchos articulos
y libros de texto, véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, Gennaro A. R. ed., Mack Publishing
Co., Easton, PA, 1990, y especialmente las pag. 1521 - 1712 del mismo.

Las formulaciones terapéuticas se pueden administrar en cualquier formulacion de dosificacion convencional.
Normalmente, las formulaciones comprenden al menos un ingrediente activo, como se ha definido anteriormente,
junto con uno o mas excipientes, vehiculos aceptables de las mismas.

En el presente documento, el término “excipiente” se refiere a una sustancia inerte afiadida a una composicion
farmacéutica para facilitar adicionalmente la administracion de un ingrediente activo. Ejemplos, sin limitaciones, de
excipientes incluyen carbonato calcico, fosfato calcico, varios azucares y tipos de almidén, derivados de celulosa,
gelatina, aceites vegetales y polietilenglicoles.

Cada vehiculo debera ser farmacéutica y fisioldgicamente aceptable en el sentido de ser compatible con los otros
ingredientes y no dafinos para el paciente. Las formulaciones incluyen las adecuadas para administracion oral,
rectal, nasal o parenteral (incluidas las vias subcutanea, intramuscular, intravenosa e intradérmica). Las
formulaciones pueden presentarse comodamente en una forma de monodosis y pueden prepararse mediante
cualquiera de los procedimientos bien conocidos en la técnica de farmacia. La naturaleza, la disponibilidad y las
fuentes, y la administracion de todos estos compuestos, incluyendo las cantidades eficaces necesarias para producir
efectos deseables en un sujeto, son bien conocidos en la técnica y no tienen que describirse adicionalmente en el
presente documento.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion se pueden administrar y dosificar de acuerdo con la buena
practica médica.

Las composiciones de la invencion pueden comprender el principio activo en forma libre y administrarse
directamente al sujeto a tratar. Normalmente, las formulaciones comprenden al menos un ingrediente activo, como
se ha definido anteriormente, junto con uno o mas vehiculos aceptables. Cada vehiculo debera ser farmacéutica y
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fisioldgicamente aceptable en el sentido de ser compatible con los otros ingredientes y no dafiinos para el paciente.

Las formulaciones incluyen las adecuadas para administracion parenteral (incluyendo intraperitoneal (i.p.),
subcutanea (s.c.), intramuscular (i.m.), intravenosa (i.v.) e intradérmica), oral o nasal. Las formulaciones pueden
presentarse cémodamente en una forma de monodosis y pueden prepararse mediante cualquiera de los
procedimientos bien conocidos en la técnica de farmacia. La naturaleza, la disponibilidad y las fuentes, y la
administracion de todos estos compuestos, incluyendo las cantidades eficaces necesarias para producir efectos
deseables en un sujeto, son bien conocidos en la técnica y no tienen que describirse adicionalmente en el presente
documento.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion comprenden en general un agente tampon, un agente que ajusta
la osmolaridad de las mismas y, opcionalmente, uno o mas vehiculos, excipientes y / o aditivos farmacéuticamente
aceptables, tal como se conocen en la técnica. Ingredientes activos complementarios también se pueden incorporar
en las composiciones. El vehiculo puede ser un disolvente o medio de dispersién que contenga, por ejemplo, agua,
etanol, un poliol (por ejemplo glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares) y mezclas adecuadas de los
mismos, y aceites vegetales. Se puede mantener la fluidez apropiada, por ejemplo, por el uso de un recubrimiento
tal como lecitina, por el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de dispersion y por el uso de
tensioactivos.

Como se usa en el presente documento, “vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye todos y cada uno de los
disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, y similares. El uso de
dichos medios y agentes para las sustancias farmacéuticas activas es bien conocido en la técnica. Excepto cuando
alguno de los medios o0 agentes convencional sea incompatible con el principio activo, se contempla su uso en la
composicion terapéutica.

En casos en los que la administracién oral esta en forma de un comprimido o capsula, los componentes de farmaco
activo (preparacion de inmunoglobulina) se pueden combinar con un vehiculo inerte no toxico farmacéuticamente
aceptable, tal como lactosa, almidon, sacarosa, glucosa, azucares modificados, almidones modificados,
metilcelulosa y sus derivados, fosfato dicalcico, sulfato de calcio, manitol, sorbitol, y otros azucares reductores y no
reductores, estearato de magnesio, acido estearico, estearil fumarato sédico, behenato de glicerilo, estearato de
calcio y similares. Para la administracion oral en forma liquida, los componentes de farmaco activo se pueden
combinar con vehiculos inertes no téxicos farmacéuticamente aceptables tales como etanol, glicerol, agua y
similares. Cuando se desee 0 sea necesario, también se pueden incorporar en la mezcla aglutinantes, lubricantes,
agentes disgregantes y agentes colorantes y aromatizantes adecuados. Agentes estabilizantes tales como
antioxidantes, galato de propilo, ascorbato de sodio, acido citrico, metabisulfito de calcio, hidroquinona, y 7-
hidroxicumarina también pueden anadirse para estabilizar las formas de dosificacién. Otros compuestos adecuados
pueden incluir gelatina, edulcorantes, gomas naturales y sintéticas tales como goma arabiga, goma de tragacanto o
alginatos, carboximetilcelulosa, polietileno, glicol, ceras y similares.

Como se ha descrito anteriormente en el presente documento, la invencidon proporciona composiciones
farmacéuticas y procedimientos para su uso en el tratamiento de una afeccion patoldgica. Los términos "tratar, que
trata, tratamiento” como se usan en el presente documento y en las reivindicaciones significan mejorar uno o mas
indicios clinicos de actividad de enfermedad en un paciente que tiene una afeccién patoldgica que implica lesion
neuronal o una enfermedad neurodegenerativa.

Tratamiento" se refiere a tratamiento terapéutico. Los que estan en necesidad de tratamiento son sujetos mamiferos
que sufren cualquier afecciéon patoldégica que implica lesién neuronal. Por "paciente” o "sujeto en necesidad" se
entiende cualquier mamifero para el que se desea la administracion de una molécula de tPA mutado desprovista de
actividad serinproteasa, y cualquier fragmento o péptido funcional de la misma, o cualquier composicion
farmacéutica que comprende estos compuestos o derivados de los mismos con el fin de prevenir, superar o retrasar
dicha imposicion. Cabe sefialar que el efecto protector y terapéutico de la molécula de tPA mutado se demuestra
claramente en el Ejemplo 1y las Figuras 1, 2 y 7. Estos ejemplos muestran que el tratamiento con la molécula de
tPA mutado atenua significativamente el dafio neurolégico que sigue a un traumatismo craneal. Cabe sefalar
ademas que este efecto es un efecto a largo plazo que dura aproximadamente mas de 20 dias. Por otra parte, los
resultados presentados por la presente invencion demuestran claramente una amplia ventana terapéutica para la
molécula mutada de la invencién, lo que indica que la administracion de la composicién de la invencién es eficaz
incluso cuando se realiza entre 10 minutos a 7 dias después de la aparicién de la lesion.

Proporcionar un "tratamiento preventivo" o "tratamiento profilactico" es actuar de de una manera protectora, para
defender o evitar algo, especialmente una afeccién o enfermedad.

“Mamifero”, para los efectos del tratamiento, se refiere a cualquier animal clasificado como un mamifero, incluyendo
seres humanos, animales de investigacion, animales domésticos y de granja, animales de zoo, para deportes o de
compaiiia, tales como perros, caballos, gatos, vacas, etc. En una realizacién particular, dicho sujeto mamifero es un
sujeto humano.

Como se usa en el presente documento, el término "trastorno" se refiere a una afecciéon en la que hay una
perturbacién del funcionamiento normal. Una "enfermedad"” es cualquier condicién anormal del cuerpo o de la mente
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que causa malestar, disfuncién, o sufrimiento a la persona afectada o a aquellos en contacto con la persona. A
veces el término se utiliza ampliamente para incluir lesiones, discapacidades, sindromes, sintomas, conductas
desviadas, y variaciones atipicas de la estructura y la funcién, mientras que en otros contextos estas pueden
considerarse categorias distinguibles. Cabe sefialar que los términos "enfermedad", "trastorno", "afeccion" y
"dolencia" se utilizan igualmente en el presente documento.

Como se ha indicado anteriormente, en general, la dosis de la molécula de tPA mutado desprovista de actividad de
serinproteasa y cualquier fragmento o péptido funcional de la misma necesaria para lograr un efecto terapéutico
dependera no solo de factores tales como la edad, el peso y el sexo del paciente y el modo de de administracion,
sino también del grado de progresion de la enfermedad y la potencia del derivado particular que se esta utilizando
para el trastorno o enfermedad particular de que se trate.

De acuerdo con una realizacion preferida, la afeccion patoldgica que implica lesién o dafio neurolégico puede ser
una cualquiera de lesion cerebral aguda o traumatica, ictus, anoxia cerebral, dafio cerebral prenatal, ictus
hemorragico e isquémico global y focal, traumatismo craneal , lesiobn de la médula espinal, intervencion de
neurocirugia, dafio de las células nerviosas inducido por hipoxia (tal como en la parada cardiaca o el sufrimiento
neonatal), epilepsia, ansiedad, y un trastorno neurodegenerativo.

La lesion cerebral aguda o traumatica puede ser una cualquiera de las lesiones cerebrales que se producen en
accidentes de vehiculos de motor, tras caidas, causada por una asalto o en los deportes, dicha lesion incluye
hematomas, lagrimeo e hinchazén del tejido cerebral, hemorragia intracraneal (tal como hemorragia subdural,
epidural, subaracnoidea, intraparenquimatosa e intraventricular), y el corte de los axones.

De acuerdo con ofra realizacion, el procedimiento de la invencion puede ser aplicable a sujetos que sufren trastornos
neurodegenerativos tales como, por ejemplo enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, ELA (esclerosis
lateral amiotrofica), enfermedad de Huntington, taupatias como enfermedad de Pick, demencia frontotemporal,
degeneracion cortico-basal y paralisis supranuclear progresiva, y encefalopatias espongiformes, tales como
tembladera, enfermedad de las vacas locas y encefalopatia espongiforme bovina, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob,
Insomnio familiar mortal, sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker y Kuru.

Aunque se prefiere la administracion intraperitoneal (i.p.), se debe apreciar que cualquier otra via de administracion
puede ser aplicable, por ejemplo, administracion intravenosa (i.v.), intramuscular (i.m.), subcutanea (s.c.), oral,
intranasal, parenteral, intravaginal, intranasal, mucosa, sublingual, tépica, rectal o subcutanea, o cualquier
combinacion de los mismos. De acuerdo con una realizacion preferida, la molécula de tPA mutado utilizada
mediante el procedimiento de la invencion es la molécula mutada tal como se describe en la invencion.

De acuerdo con otra realizacién, la cantidad terapéuticamente eficaz de la molécula de tPA mutado desprovista de
actividad serinproteasa, y cualquier fragmento o péptido funcional de la misma, administrada mediante el
procedimiento de la invencién puede variar de aproximadamente 1ug / kg a aproximadamente 100 mg / kg de peso
corporal, mas especificamente, aproximadamente 10 ug / kg, 20 pg / kg, 30 ug / kg, 40 pg / kg, 50 ug / kg, 60 ug /
kg, 70 ug / kg, 80 pg / kg, 90 ug / kg, 100 ug / kg, 200 pg / kg, 300 ug / kg, 400 ug / kg, 500 ug / kg, 600 pg / kg, 700
Mg / kg, 800 pg / kg, 900 ug / kg, 1000 pg / kg, 2 mg/ kg, 3 mg/kg, 4 mg/kg, 5 mg/kg, 6 mg/kg, 7 mg/kg, 8 mg/
kg, 9 mg / kg y 10 mg / kg. Una realizacién especifica es una cantidad eficaz de aproximadamente 1 mg / kg. Otra
forma de realizaciéon especifica es una cantidad eficaz de aproximadamente 5 mg por kg de peso corporal. Esta
cantidad efectiva esta comprendida preferiblemente dentro de un forma de dosificaciéon unitaria.

De acuerdo con una realizacion especifica de este aspecto, la molécula de tPA mutado usada mediante el
procedimiento de la invencién lleva al menos una mutacién puntual localizada en cualquier posicién de los residuos
Ser481, His325, Asp374, Asp475 y Ser500 Gly502 y cualquier combinacion de los mismos. De acuerdo con otra
realizacion, la molécula mutada lleva una mutacion puntual en Ser481 a Ala. Un ejemplo especifico de dicho
mutante lo proporciona un mutante que tiene la secuencia de aminoacidos indicada por la SEC ID N° 1.

Como se muestra en los Ejemplos, la molécula de tPA mutado de la invencidon aumenta la permeabilidad de la BHE
y de este modo facilita el aclaramiento de aminoacidos neurotoxicos. Por lo tanto, de acuerdo con otra realizacion, la
molécula de tPA mutado o cualquier fragmento o péptido funcional de la misma es capaz de aumentar la
permeabilidad de la BHE. Mas especificamente, el procedimiento de la invencion puede utilizarse para aumentar la
permeabilidad o reducir de la integridad de la BHE, y extender la duracién de la permeabilidad de la BHE durante
aproximadamente 10 minutos a siete dias después de la lesion cerebral, lo que facilita el aclaramiento de agentes
neurotoxicos del tejido cerebral dafiado.

Por lo tanto, la invenciéon proporciona ademas un procedimiento para aumentar el aclaramiento de agentes
neurotoxicos del cerebro de sujetos que sufren dafios posteriores a una LCC, dicho procedimiento comprende la
etapa de administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos una molécula de tPA mutado
desprovista de actividad catalitica serinproteasa, cualquier fragmentos o péptido funcional de la misma o cualquier
composicion que comprenda los mismos o cualquier combinacion de los mismos, con un agente terapéutico
adicional tal como un compuesto secuestrante de glutamato. Cabe sefalar que la molécula de tPA mutado es capaz
de aumentar la permeabilidad de la BHE, y por lo tanto inhibir, mejorar o prevenir la acumulaciéon de agentes
neurotoxicos.
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De acuerdo con una realizacién, el procedimiento de la invencion reduce eficazmente la NSS (puntuaciéon de
gravedad neuroldgica) en un sujeto en necesidad de la misma. Mas especificamente, el procedimiento de la
invencion puede conducir a la reduccion de aproximadamente 10 a 95 %, especificamente de aproximadamente 10
%, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % e
incluso 99 % de la NSS en un sujeto en necesidad de la misma, en comparacién con los sujetos no tratados..

De acuerdo con una realizacién, la composiciéon usada mediante el procedimiento de la invenciéon puede comprender
un agente terapéutico adicional. Como se muestra en la Figura 7, la molécula de tPA mutado de la invencion exhibe
un efecto beneficioso sinérgico sobre la NSS de sujetos con LCC, cuando se combinan con compuestos
secuestrantes de glutamato. Por lo tanto, en una realizacién especifica, la composicién usada mediante el
procedimiento de la invencion puede comprender como agente terapéutico adicional, un secuestrante de glutamato
seleccionado del grupo que consiste en glutamato-piruvato transaminasa (GPT) y glutamato-oxaloacetato
transaminasa(GOT), insulina, glucagén o cualquier composicion o combinacion de las mismas. El secuestrante de
glutamato es un grupo de compuestos que aumentan el flujo de salida del glutamato que se acumula en el cerebro
después una LCC a la sangre. La glutamato piruvato transaminasa (GPT) y la glutamato-oxaloacetato transaminasa
(GOT) en plasma transforman el glutamato en 2-cetoglutarato en presencia de sus cosustratos respectivos, piruvato
y oxaloacetato. De acuerdo con una realizacion especifica, el secuestrante de glutamato utilizado como un agente
terapéutico adicional mediante el procedimiento de la invencion puede ser al menos uno de glutamato-piruvato
transaminasa (GPT), glutamato-oxaloacetato transaminasa (GOT) y cualquier combinacion de los mismos.

En otra realizacién especifica de este aspecto, la molécula de tPA mutado o fragmentos o péptidos funcionales de la
misma usados mediante el procedimiento de la invencién son capaces de inhibir la activacién por el tPA de NMDA-
R.

Por consiguiente, la invencion proporciona ademas un procedimiento para inhibir la activacion mediante tPA del
NMDA-R en un sujeto que sufre un trastorno mediado por el NMDA-R, dicho procedimiento comprende la etapa de
administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula de tPA mutado desprovista de
actividad catalitica serinproteasa o cualquier fragmento o péptido funcionales de la misma o de cualquier
composicién de los mismos, en el que dicha molécula de tPA mutado es capaz de inhibir la activacion mediante tPA
del NMDA-R vy, por lo tanto, inhibe, mejora o previene trastornos mediados por el NMDA-R.

De acuerdo con una realizacion especifica, la molécula de tPA mutado usada mediante el procedimiento de la
invencion lleva al menos una mutacién puntual localizada en cualquier posicion de los residuos Ser481, His325,
Asp374, Aspd75 y Ser500 Gly502 y cualquier combinaciéon de los mismos. De acuerdo con otra realizacion, la
molécula mutada lleva una mutacién puntual en Ser481 a Ala. Un ejemplo especifico de dicho mutante lo
proporciona un mutante que tiene la secuencia de aminoacidos indicada por la SEC ID N° 1.

De acuerdo con otra realizacion, la cantidad terapéuticamente eficaz de la molécula de tPA mutado y cualquier
fragmento o péptido funcional de la misma, administrada mediante el procedimiento de la invencion puede variar de
aproximadamente 1ug / kg a aproximadamente 100 mg / kg de peso corporal, mas especificamente,
aproximadamente 10 pg / kg, 20 pg / kg, 30 ug / kg, 40 pg / kg, 50 ug / kg, 60 ug / kg, 70 pug / kg, 80 pg / kg, 90 ug /
kg, 100 ug / kg, 200 pg / kg, 300 ug / kg, 400 pg / kg, 500 ug / kg, 600 pg / kg, 700 ug / kg, 800 ug / kg, 900 ug / kg,
1000 ug/kg,2mg/ kg, 3 mg/kg,4 mg/kg, 5mg/kg, 6 mg/kg,7mg/kg, 8 mg/kg,9mg/kgy 10 mg/kg. Una
realizacion especifica es una cantidad eficaz de aproximadamente 1 mg / kg. Otra forma de realizacién especifica es
una cantidad eficaz de aproximadamente 5 mg por kg de peso corporal. Esta cantidad efectiva esta comprendida
preferiblemente dentro de un forma de dosificaciéon unitaria.

Cabe destacar que la cantidad, o dosificacion, terapéutica eficaz depende de la gravedad y la capacidad de
respuesta del estado de enfermedad que se va a tratar y el curso de tratamiento que dura de varios dias a varios
meses o hasta que se efectia una cura y se consigue una disminucion del estado de la enfermedad. Pautas de
dosificacién optimas se pueden calcular a partir de mediciones de la acumulacion del farmaco en el cuerpo del
paciente. Los expertos normales pueden determinar faciimente las dosificaciones, las metodologias de dosificacion y
las tasas de repeticion éptimas. En general, la dosis se calcula segun el peso corporal y puede administrarse una o
mas veces al dia, semanalmente, mensualmente o anualmente, o incluso una vez cada 2 a 20 afos. Los expertos
en la materia pueden estimar facilmente las tasas de repeticion para dosis basadas en los tiempos de permanencia
medidos y las concentraciones de la composicion de la invencion en fluidos o tejidos corporales. Tras un tratamiento
exitoso, puede ser deseable hacer que el paciente se someta a terapia de mantenimiento para prevenir la
recurrencia del estado de enfermedad, en el que la composicidon de la invencién se administra en dosis de
mantenimiento, una vez o mas al dia.

También debe apreciarse que la prevencion o reduccion del riesgo de desarrollar un trastorno neurodegenerativo
también se incluye dentro del alcance de la invencion. Dicho procedimiento puede comprender la administracion de
una cantidad profilacticamente eficaz de la composicion de la invencién o de los ingredientes activos comprendidos
dentro de dicha composicion, a una persona en riesgo de desarrollar una enfermedad.

Con el término “cantidad profilacticamente eficaz” se pretende decir la cantidad de una composicién farmacéutica
combinada que provocara o reducira el riesgo de aparicion de un acontecimiento biolégico o médico en un tejido, un
sistema, una animal o un ser humano buscada por un investigador, veterinario, médico u otro clinico.
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Un aspecto adicional de la invencién se refiere al uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula de
tPA mutado desprovisto de actividad serina proteasa total o parcial, o cualquier fragmento o péptido funcional de la
misma, en la preparacion de una composicion farmacéutica para el tratamiento, mejora o profilaxis de una afeccion
patoldgica que implica lesién neuroldgica.

La invencién proporciona ademas una molécula de tPA mutado desprovisto de actividad serinproteasa total o parcial
o cualquier fragmento o péptido funcional de la misma, para tratar una afeccion patolégica que implica lesion
neurolégica o una enfermedad o afeccion isquémica.

De acuerdo con una realizacién, la molécula de tPA mutado desprovista de actividad serinproteasa, o cualquier
fragmento o péptido funcional de la misma, se utiliza para tratar y prevenir una afeccion patolégica que implica lesion
o dafio neurolégico. Dicha afeccion patoldgica puede ser una cualquiera de lesion cerebral aguda o traumatica, ictus,
anoxia cerebral, dafio cerebral prenatal, ictus hemorragico e isquémico global y focal, traumatismo craneal , lesion
de la médula espinal, intervencion de neurocirugia, dafio de las células nerviosas inducido por hipoxia (tal como en
la parada cardiaca o el sufrimiento neonatal), epilepsia, ansiedad, y un trastorno neurodegenerativo.

En otra realizacion, el uso de una molécula de tPA mutado desprovista de actividad serinproteasa, o cualquier
fragmento o péptido funcional de la misma de acuerdo con la invencién puede ser adecuado para un sujeto que
sufre un trastorno neurodegenerativo tal como, por ejemplo enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
ELA (esclerosis lateral amiotréfica), enfermedad de Huntington, taupatias como enfermedad de Pick, demencia
frontotemporal, degeneracion cortico-basal y paralisis supranuclear progresiva, y encefalopatias espongiformes,
tales como tembladera, enfermedad de las vacas locas y encefalopatia espongiforme bovina, enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob, Insomnio familiar mortal, sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker y Kuru.

En otra realizacion mas, la molécula de tPA mutado desprovista de actividad serinproteasa, o cualquier fragmento o
péptido funcional de la misma, usada mediante la invencion debera estar en una cantidad terapéuticamente eficaz
que, preferentemente, es una forma de dosificacion unitaria que comprende de aproximadamente 1ug / kg a
aproximadamente 100 mg / kg de peso corporal, mas especificamente, aproximadamente 10 pg / kg, 20 ug / kg, 30
Mg / kg, 40 ug / kg, 50 ug / kg, 60 ug / kg, 70 ug / kg, 80 pg / kg, 90 ug / kg, 100 pg / kg, 200 pg / kg, 300 ug / kg, 400
Mg / kg, 500 ug / kg, 600 ug / kg, 700 ug / kg, 800 pg / kg, 900 ug / kg, 1000 ug / kg, 2 mg/ kg , 3 mg / kg, 4 mg / kg,
5mg/kg, 6 mg/kg,7mg/kg, 8 mg/kg, 9mg/kgy 10 mg/kg. Una realizacidon especifica es una cantidad eficaz
de aproximadamente 1 mg / kg. Otra forma de realizacion especifica es una cantidad eficaz de aproximadamente 5
mg por kg de peso corporal.

De acuerdo con una realizacién preferida, la molécula de tPA mutado usada por la invencion lleva al menos una
mutacién puntual localizada en cualquier posicion de los residuos Ser481, His325, Asp374, Asp475 y Ser500 Gly502
y cualquier combinaciéon de los mismos. De acuerdo con ofra realizacion, la molécula mutada lleva una mutacion
puntual en Ser481 a Ala. Un ejemplo especifico de dicho mutante lo proporciona un mutante que tiene la secuencia
de aminoacidos indicada por la SEC ID N° 1.

De acuerdo con una realizacion especifica de este aspecto, la molécula de tPA mutado usada es tal como se
describe en la invencion.

En otra realizacién especifica de este aspecto, la molécula de tPA mutado o fragmentos o péptidos funcionales de la
misma usados mediante el procedimiento de la invencién son capaces de aumentar la permeabilidad de la BHE.

Por tanto, la invenciéon proporciona ademas el uso de una molécula de tPA mutado desprovista de actividad
catalitica serinproteasa o cualquier fragmento o péptido funcional de la misma, en la preparacion de una
composicion para aumentar el aclaramiento de agentes neurotoxicos, en el que dicha molécula de tPA mutado es
capaz de aumentar la permeabilidad de la BHE y, por lo tanto, inhibir, mejorar o prevenir la acumulacién de agentes
neurotoxicos.

En otra realizacion especifica de este aspecto, la molécula de tPA mutado o fragmentos o péptidos funcionales de la
misma usados por la invencién son capaces de inhibir la activacion por el tPA de NMDA-R.

Por tanto, la invenciéon proporciona ademas el uso de una molécula de tPA mutado desprovista de actividad
catalitica serinproteasa o cualquier fragmento o péptido funcional de la misma, en la preparacion de una
composicién para inhibir la activacion por el tPA del NMDA-R, en el que dicha molécula de tPA mutado es capaz de
inhibir la activacion por el tPA del NMDA-R vy, por lo tanto, inhibir, mejorar o prevenir los trastornos mediados por el
NMDA-R.

De acuerdo con una realizacion especifica de este aspecto, la molécula de tPA mutado usada es tal como se
describe en la invencion.

La invencioén proporciona ademas una molécula de tPA mutado desprovisto de actividad serinproteasa total o parcial
o cualquier fragmento o péptido funcional de la misma, para tratar una afeccion patolégica que implica lesion
neurolégica o una enfermedad o afeccion isquémica.

En el presente documento se divulga una nueva formulacion terapéuticamente eficaz que implica una combinacion
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de al menos una molécula de tPA mutado y al menos un secuestrante de glutamato seleccionado del grupo que
consiste en glutamato-piruvato transaminasa (GPT), glutamato-oxaloacetato transaminasa (GOT), insulina, glucagén
y cualquier combinacién de los mismos, especificamente al menos una de GPT y GOT.

Como se muestra en la Figura 7, una combinacién de la molécula de tPA mutado de la invencién con compuestos
secuestrantes de glutamato conducen a un aumento significativo en la permeabilidad de la BHE y, de ese modo, a
un efecto beneficioso sinérgico sobre la NSS de un sujeto que sufre de una LCC. Por tanto, la presente invencion se
refiere particularmente a combinaciones seguras, no interferentes, aditivas y sinérgicas de tPA mutante y moléculas
secuestrantes de glutamato, o de sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, con lo que esas
combinaciones aditivas y sinérgicas son utiles en el tratamiento de sujetos que sufren un trastorno patologico, tal
como ictus y cualquier lesion neuroldgica. Las composiciones que no interfieren, sinérgicas y aditivas de la invencion
también se pueden usar para el tratamiento de sujetos que presentan sintomas o signos de tales trastornos.

Por combinacién sinérgica se entiende que el efecto de ambas moléculas de tPA mutado de la invencion y los
farmacos secuestrantes de glutamato es mayor que la suma de los efectos terapéuticos de la administracion de
cualquiera de estos compuestos por separado, como tratamiento Unico.

La combinacion del agente secuestrante de glutamato y la molécula de tPA mutado de la invencion se puede
preparar en una proporcion cuantitativa de entre 1:0,1 a 1:1000. .Se debe apreciar que se puede usar cualquier
relacion cuantitativa, por ejemplo, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8, 1:9, 1:10, 1:20, 1:30, 1:40, 1:50, 1:100, 1:150,
1:200, 1:250, 1:300, 1:350, 1:400, 1:450, 1:500 y cualquier posible combinacién de los mismos.

De acuerdo con una realizacioén, la composicion combinada de la invencion esta destinada a elevar la permeabilidad
de la BHE o la reduccién de la integridad de la BHE, en un sujeto en necesidad de la misma. La permeabilidad de la
BHE puede aumentar en al menos un 5 %, al menos 10 %, al menos 15 %, al menos 20 %, al menos 25 %, al
menos 30 %, 35 %, al menos 40 %, 45 %, al menos 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % o
incluso al menos 95 % 0 99 % en comparacion con el nivel de antes del tratamiento.

Por tanto, la invencion proporciona ademas una forma de dosificacién farmacéutica unitaria que comprende al
menos una molécula de tPA mutado desprovista de actividad de serinproteasa o cualquier fragmento o péptido
funcional de la misma o cualquier combinaciéon o mezcla de los mismos, o un derivado farmacéuticamente aceptable
de la misma, y opcionalmente al menos de un secuestrante de glutamato seleccionado del grupo que consiste en
glutamato-piruvato transaminasa (GPT), glutamato-oxaloacetato transaminasa (GOT), insulina, glucagoén, y cualquier
combinacién de los mismos, especificamente al menos una de GPT y GOT, o cualquier combinacion de los mismos.

Los compuestos combinados de la presente invencion se administran generalmente en forma de una composicion
farmacéutica que comprende todos los compuestos combinados de la presente invencion junto con un vehiculo o
diluyente farmacéuticamente aceptable. Por tanto, los compuestos usados en la presente invencién se pueden
administrar de forma individual en un kit o juntos en cualquier forma de dosificacion parenteral, oral o transdérmica
convencional.

Mas particularmente, ya que la presente invencion se refiere a composiciones con una combinacion de ingredientes
activos que pueden administrarse por separado, la invencién se refiere también, como aspecto adicional, a la
combinacion de composiciones farmacéuticas separadas en forma de kit. El kit incluye dos composiciones
farmacéuticas separadas: al menos un molécula de tPA mutado, cualquier fragmento de la misma o cualquier
combinacién o mezcla de la misma, opcionalmente, en una primera forma de dosificacion unitaria, y al menos un
agente secuestrante de glutamato, cualquier combinacion de los mismos o una sal farmacéuticamente aceptable de
los mismos , opcionalmente, en una segunda forma de dosificacion unitaria. El kit incluye medios recipientes para
contener tanto las composiciones separadas; tal como una botella dividida o un paquete de aluminio dividido, sin
.embargo, las composiciones separadas también pueden estar contenidas dentro de un Unico recipiente no dividido
De forma tipica, el kit incluye instrucciones para la administracion de los componentes separados. La forma de kit es
particularmente ventajosa cuando los componentes separados se administran preferentemente en formas de
dosificacion diferentes (por ejemplo, oral y parenteral), se administran a diferentes intervalos de dosificacion, o
cuando el médico que prescribe desea la valoracion de los componentes individuales de la combinacion.

De acuerdo con una realizacion, el kit de la invencion esta destinado a lograr un efecto terapéutico en un sujeto que
padece una afeccion patologica que implica lesion neurolégica o una enfermedad o afeccion isquémica, por ejemplo,
ictus, lesion cerebral aguda o traumatica y un trastorno neurodegenerativo.

Con lograr un efecto terapéutico se quiere decir, por ejemplo, ralentizar la progresion de la afeccion de la lesion
neurolégica. De acuerdo con una realizacion, dicho efecto terapéutico puede estar reflejado por la reduccion de la
NSS en el sujeto tratado.

Se debe apreciar que ambos componentes del kit, la molécula de tPA mutado de la invencién en la primera forma de
dosificacion y los diferentes compuestos secuestrantes de glutamato en la segunda forma de dosificacion se pueden
administrar simultaneamente.

Como alternativa, dicho primer compuesto o forma de dosificacién y dicho segundo compuesto o forma de
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dosificaciéon se administran secuencialmente en cualquier orden.

La invencién proporciona ademas un procedimiento para prevenir o reducir el riesgo de enfermedad con lesion
neuronal que comprende la administracion de una cantidad profilacticamente eficaz de una primera y una segunda
formas de dosificacion unitarias comprendidas en el kit de la invencién, a una persona en riesgo de desarrollar
enfermedad o afeccion isquémica.

Divulgado y descrito, se ha de entender que la presente invencion no se limita a los ejemplos particulares, etapas de
procedimientos y composiciones divulgados en el presente documento, ya que tales etapas de procedimientos y
composiciones pueden variar algo. También debe entenderse que la terminologia usada en el presente documento
se usa para el fin de describir unicamente formas de realizaciéon concretas y no se pretende que limite el ambito de
la presente invencion, que solo estara limitado por las reivindicaciones adjuntas y equivalentes de las mismas.

También cabe indicar que, como se usa en la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las

formas en singular “uno”, “una” y “el/la" comprenden las referencias en plural a menos que el contexto indique
claramente lo contrario.

A lo largo de la presente memoria descriptiva y los ejemplos y reivindicaciones siguientes, a menos que el contexto
requiera lo contrario, se entiende que la palabra "comprenden" y variaciones tales como “comprende” y “que
comprende” implica la inclusién de un nimero entero o etapa o grupo de nimeros enteros o etapas indicados, pero
no la exclusiéon de ningln otro numero entero o etapa o grupo de nimeros enteros o etapas.

Los siguientes ejemplos son representativos de técnicas empleadas por los inventores para llevar a cabo aspectos
de la presente invencion.

Ejemplos

Procedimientos experimentales

Animales

Ratones C57 de ocho a doce semanas de edad obtenidos de Harlan, Israel.

Se administré a los ratones comida estandar de laboratorio y agua ad limitum y se mantuvieron en condiciones de
temperatura y luz controladas. Los experimentos con animales se llevaron a cabo de acuerdo con las directrices del
Comité Institucional Universidad para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Universidad Hebrea, y con
la aprobacién del comité.

Construccion del mutante de tPA:

El fragmento de ADNc que codifica la secuencia de tPA humano maduro se amplific6 mediante PCR con los
cebadores de las SEC ID N° 4 y 5, disefiados para introducir los sitios de restriccion flanqueantes en 5 Bgl Il y
flanqueantes en 3' Xho |, respectivamente. El fragmento amplificado se digirié con las enzimas de restriccion Bgl Il y
Xho |, y se cloné en los correspondientes sitios del plasmido pMT / Bip / V5-HisA (Invitrogen).

La mutacion S481A en la secuencia del tPA se obtuvo mediante PCR con el par de cebadores anti-paralelos de las
SEC ID N° 6 y 7, usando el kit de mutagénesis QuickChange (Stratagen). Ambas secuencias para las
construcciones de tipo salvaje y mutantes se secuenciaron completamente para confirmar la ausencia de errores
introducidos en la PCR. Tanto las secuencias de proteina salvaje recombinante y S481A mutante contienen 2
aminoacidos adicionales, RS-, en el extremo N-terminal como resultado de la introduccion del sitio de clonacién Bgl
Il en la secuencia de ADNc original que codifica el tPA humano.

Expresion y purificacién del mutante de tPA

El tPA humano recombinante y su homdlogo inactivo cataliticamente S481A tPA se expresaron en el sistema de
expresion en Drosophila S2 (Invitrogen). Las proteinas se purificaron por afinidad utilizando el Mab contra el tPA
PAM-1 de American Diagnostica (Producto n° 371, actualmente descatalogado) acoplado a Sepharose activada con
CNBr 4 Fast Flow (Amersham Biosciences). Las proteinas se eluyeron con tampon de glicina 0,1 M-HCI, a pH 2,8
que contienen Arg 0,2 M. El eluato se recogié en PBS / Arg 0,2 M que contiene 80 microlitros de Tris-HCI 1 M, a pH
8,0 por cada ml del eluato.

El cambio de concentracion de proteinas/tampon para PBS / Arg 0,2 M se realizé en el dispositivo de filtracion
Amicon 30K. 3 - 5 microgramos de las proteinas purificadas aparecen en el SDS-PAGE como una unica banda del
tamano previsto sin contaminantes. .Las proteinas se almacenaron a -70 °C o se liofilizaron.

Modelo experimental de LCC:

Se indujo un traumatismo cerebral mediante el uso de un dispositivo de caida de peso modificado, como se ha
descrito anteriormente [Chen, Y., Constantini, S., Trembovler, V., Weinstock, M. y Shohami, E. (1996) J.
Neurotrauma 13, 557 - 568].
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Brevemente, después de la induccion de anestesia con éter, se realiz6 una incision longitudinal en la linea media, la
piel se retrajo y se expuso el craneo. Se identificd la zona frontal anterior izquierda y se colocé un cono con punta de
teflon (2 mm de diametro) 1 mm lateral a la linea media, en el plano mediocoronal. La cabeza se mantuvo en su
lugar de forma manual y se dejo caer un peso de 75 g en el cono desde una altura de 18 cm, lo que tuvo como
resultado una lesién focal en el hemisferio izquierdo. Después del traumatismo, los ratones recibieron oxigenacion
de soporte con 95 % de O durante no mas de 2 minutos y después se les devolvioé a sus jaulas. En controles
simulados solo se realizo la anestesia y la incision de la piel.

Evaluacién neuroconductual

La puntuacion de la gravedad neuroldgica (NSS) es una escala de 10 puntos que evalla el estado neurologico
funcional de los ratones en base a la presencia de varios reflejos y la capacidad de realizar tareas motoras y
conductuales tales como caminar en el balancin, equilibrio en balancin y locomocién espontanea [Beni-Adani, L. J.
Pharmacol. Exp. Ther. 296:57 - 63 (2001)]. Se otorg6 a los animales un punto por incapacidad para realizar un
elemento, por lo que las puntuaciones pueden variar desde cero (animales no dafiados sanos) a un maximo de 10,
lo que indica una disfuncion neuroldgica grave, con incapacidad para realizar todas las tareas. La NSS obtenida 1
hora después de un traumatismo refleja la gravedad inicial de la lesién y se correlaciona inversamente con el
resultado neurolégico. Se evalud a los animales 5 horas después de la LCC y cada dos o tres dias hasta 20 dias
después. Cada animal fue evaluado por un observador que desconocia el tratamiento.

Evaluacién de la concentracion de lactato y glutamato en el cerebro

Se tomaron muestras de LCR de la cisterna magna en ratones anestesiados, utilizando un microcapilar como han
descrito otros. Las muestras se congelaron inmediatamente a - 70 °C hasta el andlisis por cromatografia liquida de
alto rendimiento (HPLC). El glutamato y lactato se derivaron usando orto-ftaldialdehido / b-mercaptoetanol, y las
muestras se inyectaron en la columna. Los picos se detectaron usando un detector de fluorescencia.

Analisis estadistico:

Las diferencias se analizaron utilizando la prueba t y el nivel de significacién se corrigié mediante un analisis post-
hoc con la prueba de Bonferroni. La significacion estadistica se establecio en p <0,05.

Ejemplo 1

Atenuacion del deterioro neurolégico después de una LCC por un mutante de tPA. Se ha informado que el tPA
sefializa dentro del sistema nervioso central mediante la activacion del NMDA-R, un receptor de la glutamina,
implicado en la neurotoxicidad y la muerte celular neuronal excitotdxica, a través de la escision de la subunidad NR-
1 subunidad del NMDA-R. Por tanto, los inventores examinaron el efecto de la inhibicién de la activaciéon por tPA del
NMDA-R sobre el traumatismo cerebral agudo, usando una molécula de tPA mutado desprovista de actividad
catalitica serinproteasa. Por lo tanto, se ha sintetizado un mutante de tPA que porta una sola sustitucion de Ser 481
a Ala. Este mutante carece de cualquier actividad catalitica PA (datos no mostrados), pero todavia es capaz de
imitar algunas de las actividades cataliticas adicionales del tPA, por ejemplo, la abertura de la barrera
hematoencefalica. Se ha usado la lesion cerebral cerrada (LCC) experimental para examinar el efecto del mutante
de tPA mutante sobre la respuesta posterior a la LCT, por lo tanto, se inyecté a grupos de 8-9 animales tPA mutante,
tPA SV (100 ug/ / ratdn) en solucién salina o solucion salina sola por via intraperitoneal (i.p.) dos horas después del
traumatismo cerebral. El efecto de la administracion de composiciones de mutantes de tPA se evalué mediante la
evaluacion neuroconductual segun la determinacion de una puntuacion de la gravedad neurolégica (NSS).

Como se muestra en la Figura 1, la administracion del mutante de tPA mejoré el estado neurolégico de los ratones
con LCC. La NSS de los animales tratados con el mutante de tPA fue significativamente menor que la de los
animales de control (0,43 en ratones tratados con el mutante de tPA en comparacion con 3,25 en los ratones control
tratados con solucion salina), lo que indica un efecto neuroprotector inducido por el mutante de tPA.

En contraste con este efecto neuroprotector, la inyeccion de tPA SV ejercié un efecto perjudicial sobre los ratones
con LCC, como se muestra en la Figura 2. La NSS de los ratones en este grupo el dia 20 tras la LCC fue
significativamente mayor que la de los ratones control tratados con solucién salina o con el mutante de tPA. En este
experimento, la inyeccion de tPA-S481A (MTPA) dos horas después de la LCC mejord significativamente el
desenlace neuroldgico inicial (no mostrado) y a largo plazo (Fig. 2).

Después de la ultima evaluacion NSS (el dia 20 tras la LCC), se extrajeron los cerebros y se seccionaron
coronalmente en segmentos de 1 mm. Las secciones se fotografiaron y el area de cada seccién se determind
utilizando el programa de analisis de imagen por ordenador NHI. Cualquier area ausente se estimé mediante la
superposicion de la seccion afectada con imagenes del lado contralateral del mismo animal. El volumen de la
porcion del cerebro que falta se definié como la suma de las areas que faltan en todas las secciones multiplicada por
su espesor expresado en pixeles cubicos. El tamafio de la lesién fue significativamente (p <0,005) menor en los
animales que habian recibido tPA-S®" A en comparacion con los animales control (41525 + 10987 frente a 64309 +
21345 pixeles), mientras que el tPA SV aumenté el tamafio de la lesion significativamente (p <0,005) en
comparacion con los controles (167289 + 31456 pixeles). Tomados en conjunto, los datos recogidos indican que el
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tPA-S481A tiene un efecto neuroprotector.

Sin quedar ligado a teoria alguna, estos resultados pueden indicar que el tPA mutante que carece de la actividad
catalitica, pero todavia capaz de imitar algunas de las actividades cataliticas adicionales de tPA, compite con el tPA
enddgeno inducida por LCC. Este efecto competitivo ayuda a mejorar la neurotoxicidad inducida por tPA.

Ejemplo 2
Permeabilizacion de la barrera hematoencefalica (BHE) por un mutante de tPA

La pérdida de integridad de la BHE después de una LCC o un ictus en general se supone que tiene un efecto
perjudicial sobre la funcién cerebral. Esto se debe a la acumulacién de glutamato que conduce a lesiones cerebrales
secundarias. La integridad de la BHE esta comprometida aiin mas por las concentraciones terapéuticas de tPA. El
efecto del tPA sobre la BHE esta mediado a través la proteina relacionada con el receptor de LDL, LRP, y requiere
su actividad catalitica.

Para determinar el efecto de la inyeccion de tPA S-**'A sobre la funcion de la BHE, se inyectaron a ratones

anestesiados 25 pl de solucion salina o solucion salina que contiene tPA o mutante de tPA (tPA-Ser*®'Ala) (1 mg / kg
cada uno), seguido de la inyeccion intravenosa de 2 % de azul de Evans en solucion salina. Se cuantifico el azul de
Evans mediante absorbancia a 620 nm. Como se muestra claramente en la Figura 3, una sola inyeccion i.p. de la
molécula de tPA mutado de la invencion, tPA S-481A, aumento la permeabilidad de la BHE similar a los resultados
con el tPA SV, de tipo salvaje.

El inhibidor 1 del activador del plasminégeno (PAI-1) es reconocido como el inhibidor de tPA. Los inventores han
desarrollado dos péptidos derivados de PAI-1; el primero como se indica en la SEC ID N° 3 tiene 6 aminoacidos (aa)
de longitud, y el segundo, como se indica en la SEC ID N° 8 es un péptido de 18 aminoacidos. Los inventores
utilizaron estos dos péptidos derivados de PAI-1 para evaluar adicionalmente si son capaces de inhibir la abertura de
la BHE mediada por tPA. Para este proposito, se inyect6é a grupos de 8-9 ratones anestesiados fueron i.p. 25 ul de
solucion salina o solucion salina que contenia tPA SV o tPA-Ser*®'Ala (1 mg / kg de cada uno), solo o junto con los
péptidos derivados de PAI-1 de 18-aa (SEC ID N° 8) o de 6 aa (SEC ID N1 3) (1 mg / kg cada uno). Los ratones
recibieron una inyeccion i.v. de 2 % de azul de Evans (EB) en solucion salina 10 minutos después de la inyeccion i.p.
de los tPA con o sin los péptidos. Una hora después de la inyeccion del colorante, se retiré la sangre de los 6érganos
mediante perfusion transcardiaca. Se extrajeron los cerebros, se fotografiaron, se pesaron, se homogeneizaron en
N,N-dimetilformamida y se centrifugaron. Se cuantificé el colorante extruido mediante absorbancia a 620 nm. Los
datos se expresan en la Figura 4A como la absorbancia por gramo de tejido. Los resultados presentados en la
Figura 4A son coherentes con los resultados de la Figura 3, lo que demuestra claramente que una sola inyeccion i.p.
de tPA S-**'A aumenta permeabilidad de la BHE en la misma medida que el tPA SV. Curiosamente, mientras que el
EEIIMD (SEC ID N° 3) no logré disminuir la permeabilidad de la BHE inducida por tPA, la inyeccion del péptido
derivado de PAI-1 de 18 aa (SEC ID N° 8) dio lugar a una inhibicién casi total de la abertura de la BHE mediada por
rtPA.

La Figura 4B muestra una imagen representativa de la distribucion del EB inyectado i.v. 10 minutos después de la
LCC.

Duracién prolongada de la permeabilidad de la barrera hematoencefalica (BHE) tras la LCC por el mutante de tPA

Para examinar el efecto de tPA-S481A (mtPA) sobre la permeabilidad de la BHE después de la apertura debido a la
LC, el mutante tPA se inyect6 i.p. a 8-9 ratones 1, 2 0 3 horas después de la LCC. Los ratones sometidos a LCC
solo sirvieron como controles para la indicacion de un comportamiento normal de la BHE después de un
traumatismo craneal. En ambos grupos, la extravasacion del EB se midié una hora después de la inyeccion del
colorante. Los resultados presentados en la Figura 5 muestran que la integridad de la BHE se pierde 10 minutos
después de la LCC, y esta integridad se restaura casi completamente al nivel observado antes del traumatismo en
un plazo de 3 horas. Por el contrario, la exposicién a mtPA en un plazo de 2-3 horas desde la LCC amplid
marcadamente la duracién del incremento de la permeabilidad de la BHE.

Ejemplo 3
La reduccion de glutamato en el cerebro es neuroprotectora

Después, los inventores postulan la hipétesis de que un mecanismo por el cual el mtPA aumenta la permeabilidad
de la BHE al tiempo que proporciona neuroproteccion, es mediante la estimulaciéon de la eliminacion de aminoacidos
neurotoxicos del cerebro. Se ha demostrado previamente que la disminucion de los niveles de glutamato en la
sangre aumenta el transporte de glutamato radiomarcado se inyecta en el cerebro desde el SNC hacia la circulacion
periférica. [Zotnik, A. y col., Exp. Neurology 203:213 - 220 (2007)]. Por lo tanto, los inventores examinaron el efecto
de la molécula de tPA mutado para facilitar el aclaramiento de agentes neurotdxicos durante lesién en la cabeza,
utilizando el modelo experimental de traumatismo craneal cerrado (LCC). Por lo tanto, se inyecté a grupos de 8-9
animales tPA mutante, (100 pg/ratén) en solucién salina o solucion salina sola por via intraperitoneal (i.p.) dos horas
después del traumatismo cerebral y se ha medido la concentracién de lactato y glutamato en el LCR.
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Como se muestra en la Figura 6, el mutante inactivo de la invencion, TPA—S481A, alivia claramente la acumulacién de
glutamato (Fig.6A) y lactato (Fig.6B) en el dafo posterior a LCT, probablemente activando la permeabilizacion de la
BHE en la misma medida que el tPA SV (como se muestra en la Figura 5).

La glutamato piruvato transaminasa (GPT) y la glutamato-oxaloacetato transaminasa (GOT) en plasma transforman
el glutamato en 2-cetoglutarato en presencia de sus cosustratos respectivos, piruvato y oxaloacetato. En este
modelo, la administracion i.v. de oxaloacetato (0,005 mmol / 100 g), combinada con GOT recombinante (0,14 nmol /
100 g) disminuy6 el glutamato en sangre en un 40 % en ratas y proporcion6 una extensa neuroproteccion y mejord
la recuperacion tras la LCC [Gottlieb, y col., J. Neurochem. 87:119 - 126 (2003)]. Por lo tanto, los inventores
analizaron si el efecto neuroprotector del secuestrante de glutamato en la sangre, que estimula la eliminaciéon de
glutamato del cerebro después de un traumatismo, mejoraria mediante la abertura de la BHE con mtPA. El
secuestrante que comprende oxaloacetato y GOT recombinante se administré i.v. 10 minutos (la BHE es
permeables) o 2 horas (la permeabilidad de la BHE se ha restaurado) después de la LCC. El tPA mutado se
administré dos horas después de la LCC solo o con el secuestrante, momento en que la integridad de la BHE se ha
recuperado. La NSS se evaluo el dia 20.

Como se muestra claramente en la figura 7, el secuestrante de glutamato proporciond una neuroproteccion
significativa cuando se administré 10 minutos después de la LCC, un hallazgo que esta en consonancia con los
informes anteriores [Gottlieb (2003) Ibid.]. En contraste, la inyeccion del secuestrante dos horas después de la
induccion de la lesién cerebral no proporciond ningun efecto protector. El efecto beneficioso del secuestrante de
glutamato mostrado en la Figura 7 es paralelo a la pérdida natural y restauracion de la integridad de la BHE como se
demuestra en la Figura 5. Este resultado es consistente con la idea de que la eficacia del secuestrante depende de
la abertura de la BHE requerida para que el glutamato salga del cerebro a la sangre, entre otros mecanismos
posibles. Ademas, la figura 7 muestra claramente una sinergia del efecto beneficioso del secuestrante de glutamato
y la molécula de tPA mutado de la invencién, lo que tiene como resultado una mejora significativa de las funciones
neurologicas. El efecto sinérgico se correlacion6 on la capacidad de la molécula mutada de la invencién, tPA—S481A,
para abrir la BHE. En conjunto, los datos presentados en la Figura 7 apoyan el concepto de que la reabertura de la
BHE por la molécula de tPA mutado de la invencion permite el flujo de salida de glutamato del cerebro a la
circulacién. Ademas, los datos indican que la permeabilidad de la BHE es esencial para que el secuestrante sea
eficaz.

Sin quedar ligado a teoria alguna, estos resultados pueden indicar que el mutante de tPA que carece de la actividad
catalitica todavia es capaz de imitar algunas de las actividades cataliticas adicionales de tPA, especificamente la
apertura o el aumento de la permeabilidad de la BHE y que es esta abertura que facilita el aclaramiento de agentes
neurotoxicos tales como glutamato y lactato desde el cerebro y el LCR estimula ain mas el efecto saludable del
mutante de tPA sobre el desenlace neuroldgico.

Tabla 1: Listado de secuencias:

SEC ID N° Descripcion de la secuencia

1 tPA-Ser481Ala mutante

2 tPA SV

3 El péptido derivado de PAI-1 de 6 aa

4 Cebador htPA-Bgl Il

5 Cebador htPA-Xho |

6 Cebadores antiparalelos para la introduccién de la mutacién
Ser481Ala

7 Cebadores antiparalelos para la introduccién de la mutacién
Ser481Ala

8 El péptido derivado de PAI-1 de 18 aa

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Hadasit Medical Research Services & Development Ltd.

<120> MUTANTE DE tPA EN EL TRATAMIENTO DE LESIONES CEREBRALES AGUDAS Y TRASTORNOS
NEURODEGENERATIVOS

<130> 23536-WO0O-09

<150> IL 190184
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G1n Ala Leu Tyr Phe Ser Asp Phe val Cys GIn Cys Pro Glu
70 75 80

Ala Gly Lys Cys Cys Glu Ile Asp Thr Arg Ala Thr Cys Tyr

GIn Gly Ile Ser Tyr Arg Gly Thr Trp ser Thr Ala Glu Ser
100 105 © 110

Glu Cys Thr Asn Trp Asn Ser Ser Ala Leu Ala GIn Lys Pre
115 120 125

Gly Arg Arg Pro Asp Ala Ile Arg Leu Gly Leu Gly Asnh His
135 140

Cys Ar Asn .Pro ASp Arg Asp Ser Lys Pro Trp Cys Tyr val
9 ASM50 TP ATO AP SeT i T 160
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phe Lys Ala Gly Lys Tyr Ser Ser Glu Phe Cys Ser Thr Pro Ala Cys
165 170 175

sei Glu Gly Asn Ser Asp Cys Tyr Phe Gly Asn Gly Ser Ala Tyr Arg
: 180 185 190

Gly Thr His Ser Leu Thr Glu Ser Gly Ala Ser Cys Leu Pro Trp Asn
195 200 - 205”

" ser Met.Ile Leu Ile Gly Lys val Tyr Thr Ala GIn Asn Pro Ser Ala
210 ' 215 220

Gin Ala Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Gly
225 _ 230 - 235 ) 240

Asp Ala Lys Pro Trp Cys His val Leu Lys Ash Arg Arg Leu Thr Trp
245 T 250 ' 255

Glu Tyr Cys Asp val Pro ser Cys Ser Thr Cys Gly Leu Arg Gln Tyr
260 265 270

ser Gin ﬁro,G1n Phe- Arg Ile Lys Gly Gly Leu Phe Ala Asp Ile Ala
275 . 280 : 285

Ser His Pro Trp GIn Ala Ala Ile Phe Ala Lys His Arg ‘Arg ser Pro
290 _ 295 300

Gly Glu Arg Phe Leu Cys Gly Gly Tle Leu Ile ser Ser .Cys Trp Ile
305 310 ’ 315 ’ 320

Leu Ser Ala Ala His Cys Phe G]n.GTu Arg Phe Pro Pro His His Leu
' © 325 .. 330 335

Thr val Ile Leu Gly Arg Thr Tyr Arg val val Pro Gly Glu Glu Glu
340 ‘ 345 350

GIn Lys Phe Glu val Glu Lys Tyr Ile val His Lys Glu Phe ‘Asp Asp
355 360 - 365

Asp Thr Tyr Asp Ash Asp Ile Ala Leu Leu GIn Leu Lys Ser Asp Ser
370 375 380 .

ser Arg Cys Ala GIn Glu Ser Ser val val Arg Thr val Cys.Leu Pro
385 390 395 400

“Pro Ala Asp Leu GIn Leu Pro Asp Trp Thr Glu Cys Glu Leu Ser Gly
405 . 410 415

-

Tyr Gly Lys His Glu Ala teu Ser Pro Phe Tyr Ser G1d'Arg Leu Lys .
- 420 425 430
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Hi g val Arg

Asn Arg Thr

Gly Gly Pro

Gly Pro Leu

485

Ile ser Trp

500

Thr

Lys val
515 .

ES 2 546 820 T3

Lelu
val
Gln
470
val

Gly

The

TYr

Thr

455

Ala

Cys

Leu

Ash

Pro
440

‘ASp

AsSn

Leu

Gly

TYyr

- 520

ser
Asn

Leu

Asn

cys
505

Ley

Ser
Met
His
490
Gly

ASp

Arg

Leu

Asp

475

Gly

Gin

irp

Cys
Cys
460
Ala
Arg

Lys

Ile

g'lu Glu Ile Ile Met Asp
3

gcccgattca gatctggagce ccgcagcetac caagtgatc

ttttgaggac tcgagtgttc cttatcacgg tcgcatg

gcctgccagg gcgatgeecgg aggcecccctg gtg

Glu Ala
Leu Leu
450
Arg Ser
465
Ser Gly
Gly Ile
val Tyr
Arg Pro
530

<210> 3

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

<210> 4

<211> 39

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4

<210>5

<211> 37

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5

<210> 6

<211>33

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 6

<210>7

<211>33

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 7

37

39

33

26

Thr
445

Ala

Cys
Met
Asp

Arg
525

ser Gin His
Gly Asp Thr
Gln Gly Asp

480

Thr Leu val
~495

val Pro Gly
510 -

Asp Asn Met
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caccaggggg cctccggcat cgecctggea ggc 33
<210> 8
<211>18
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 8

Qrg Met Ala Pro Glu Glu Ile Iie Met Asp Arg Pro Phe Leu Phe val
5 i0 : :

val Arg
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende al menos una molécula de tPA (activador del plasmindgeno tisular) mutado
desprovista de actividad de serinproteasa que tiene la capacidad de aumentar la permeabilidad de la BHE (barrera
hematoencefalica), en la que dicha molécula mutada lleva al menos una mutacién puntual situada en cualquier
posicion de los residuos Ser481, His325, Asp374, Asp475 y Ser500 Gly502 de la molécula de tPA de tipo salvaje
como se indica en la SEC ID N° 2 o cualquier combinacién de los mismos y en la que dicha composicién es para su
uso en el tratamiento, mejora o profilaxis de una afeccion patolégica que implica lesion neurolégica o una
enfermedad o afecciéon isquémica, dicha composicidon es para administraciéon parenteral, en la que dicha
administracion parenteral es una cualquiera de administracion intraperitoneal (i.p.), subcutanea (s.c.), intramuscular
(i.m.), intravenosa (i.v.) e intradérmica.

2. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dicha molécula lleva una mutaciéon puntual en
Ser481 a Ala, y tiene la secuencia de aminoacidos como se indica en la SEC ID N° 1, o un fragmento de la misma
sin residuos RS de aminoacidos adicionales en N-terminal, dicho fragmento tiene la capacidad de aumentar la
permeabilidad de la BHE (barrera hematoencefalica).

3. Una composicion farmacéutica que comprende como ingrediente activo una cantidad terapéuticamente eficaz de
al menos una molécula de tPA mutado desprovista de actividad serinproteasa, que tiene la capacidad de aumentar
la permeabilidad de la BHE, dicha composicion comprende ademas un agente terapéutico adicional, en el que dicho
agente terapéutico es un secuestrante glutamato y en el que dicha molécula mutada lleva al menos una mutacion
puntual situada en cualquier posicion de los residuos Ser481, His325, Asp374, Asp475 y Ser500 Gly502 de la
molécula de tPA de tipo salvaje como se indican en la SEC ID N° 2 o cualquiera de sus combinaciones.

4. La composiciéon farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que dicha molécula lleva una mutacion
puntual en Ser481 a Ala, y tiene la secuencia de aminoacidos como se indica en la SEC ID N° 1, o un fragmento de
la misma sin residuos RS de aminoacidos adicionales en N-terminal, dicho fragmento tiene la capacidad de
aumentar la permeabilidad de la BHE.

5. La composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 y 4, en la que dicha composicion es para
su uso en el tratamiento, mejora o profilaxis de una afeccidon patolégica que implica lesién neurolégica o una
enfermedad o afeccion isquémica.

6. La composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que dicha enfermedad o
afeccion isquémica es ictus y en la que dicha afeccion patologica que implica lesidon neuroldgica es una cualquiera
de lesion cerebral aguda o traumatica y un trastorno neurodegenerativo, preferiblemente, dicha afeccion patolégica
que implica lesidn neuroldgica es una lesion cerebral aguda o traumatica (LCT).

7. La composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para aumentar la permeabilidad de
la BHE (barrera hematoencefalica) en un sujeto en necesidad de la misma.

8. La composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 y 4, en la que dicho secuestrante de
glutamato se selecciona del grupo que consiste en glutamato-piruvato transaminasa (GPT), glutamato-oxaloacetato
transaminasa (GOT), glucagoén, insulina o cualquier composicién o combinacién de los mismos.

9. La composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que dicha composicién
conduce a la reduccion de la NSS (puntuacion de la gravedad neurolégica) en un sujeto en necesidad de la misma.

10. Uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula de tPA mutado desprovista de actividad de
serinproteasa, que tiene la capacidad de aumentar la permeabilidad de la BHE, en la preparacion de una
composicion farmacéutica para el tratamiento, mejora o profilaxis de una afecciéon patolégica que implica lesion
neurolégica o una enfermedad o afeccion isquémica, en el que dicha composicion es para administracion parenteral,
dicha administracion parenteral es una cualquiera de administracion intraperitoneal (i.p.), subcutanea (s.c.),
intramuscular (i.m.), intravenosa (i.v.) e intradérmica.

11. El uso de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que dicha enfermedad o afeccion isquémica ictus y en el que
dicha afeccion patoldgica que implica lesidon neuroldgica es uno cualquiera de lesion cerebral aguda o traumatica y
un trastorno neurodegenerativo.

12. El uso de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que dicho mutante de tPA o cualquier composicién o
combinacion del mismo conduce a al menos una de reduccion de la NSS (puntuacion de la gravedad neuroldgica)
en un sujeto en necesidad del mismo y el aumento de la permeabilidad de la BHE (barrera hematoencefalica) en un
sujeto en necesidad del mismo.

13. El uso de acuerdo con la reivindicacion 10, en la que dicha composicién comprende un agente terapéutico
adicional, un secuestrante de glutamato seleccionado del grupo que consiste en glutamato-piruvato transaminasa
(GPT), glutamato-oxaloacetato transaminasa (GOT), glucagén, insulina o cualquier composicion o combinacion de
los mismos.
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14. Una forma de dosificacion farmacéutica unitaria que comprende al menos una molécula de tPA mutado
desprovista de actividad de serinproteasa que tiene la capacidad de aumentar la permeabilidad de la BHE, o
cualquier combinacién o mezcla de los mismos, o un derivado farmacéuticamente aceptable de los mismos, y al
menos de un secuestrante de glutamato seleccionado del grupo que consiste en glutamato-piruvato transaminasa
(GPT), glutamato-oxaloacetato transaminasa (GOT), glucagdn, insulina o cualquier combinacién de los mismos, y un
vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

15. Un kit para conseguir un efecto terapéutico en un sujeto en necesidad del mismo que comprende:

a. al menos una molécula de tPA mutado desprovisto de actividad de serinproteasa que tiene la capacidad de
aumentar la permeabilidad de la BHE o cualquier combinacién o mezcla de los mismos, o un derivado
farmacéuticamente aceptable de la misma y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable en una
primera forma de dosificacion unitaria;

b. al menos un secuestrante de glutamato seleccionado del grupo que consiste en glutamato-piruvato
transaminasa (GPT), glutamato-oxaloacetato transaminasa (GOT), glucagon, insulina o cualquier combinacion de
los mismos y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable en una segunda forma de dosificacion
unitaria; y

c. medio de recipiente para contener dichas primera y segunda formas de dosificacion; preferentemente, dicho
sujeto esta sufriendo una afeccién patolégica que implica lesion neurolégica o una enfermedad o afeccion
isquémica.
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