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DESCRIPCION
Uso médico de la alfa 1-microglobulina antioxidante y eliminadora de radicales
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al uso médico de la alfa-1-microglobulina (A1M) en el tratamiento o la profilaxis de
enfermedades en la que el estrés oxidativo es un factor responsable en la evolucién de la enfermedad. En particular,
la presente invencién se refiere al uso médico de la alfa-1-microglobulina en el tratamiento o la profilaxis de
enfermedades o estados asociados con la presencia de radicales libres y/o hemoglobina libre en el sujeto. Los
inventores de la presente invencion han encontrado que la alfa-1-microglobulina, que es una pequefa proteina que
se encuentra por ejemplo en seres humanos, muestra propiedades extraordinarias como antioxidante y eliminador
de radicales. Particularmente, se da a conocer que las propiedades antioxidantes de A1M son de relevancia
particular para minimizar el estrés oxidativo en células fisiologicamente afectadas.

Antecedentes de la invencion

Muchas enfermedades implican la oxidacion no deseada de células y moléculas en los tejidos y conducen a
formacion de radicales libres extremadamente reactivos, que pueden conducir a su vez a dafio del tejido. Se han
desarrollado farmacos con propiedades antioxidantes durante las Gltimas décadas, pero todavia existe la necesidad
de desarrollar farmacos seguros con un amplio potencial terapéutico para el tratamiento o la profilaxis de
enfermedades o estados que tienen un elemento de estrés oxidativo.

Olsson et al. (Free Radical Research 2008; 42(8); 725-736) describen que la alfa-1-microglobulina protege las
células K562 eritroides frente al dafio oxidativo.

Estrés oxidativo

La oxidacion es un proceso quimico que implica la pérdida de electrones, es decir un compuesto se oxida cuando se
retiran uno o mas electrones del mismo. El proceso quimico opuesto se denomina reduccion. El estrés oxidativo en
el organismo humano se define como una oxidaciéon no deseada, aumentada de células y moléculas en los tejidos
(revisado en 1). Surge de un desequilibrio entre oxidantes, mediadores de estrés oxidativo y antioxidantes, agentes
que pueden o bien impedir la oxidacion, destoxificar los oxidantes o bien reparar moléculas oxidadas (figura 1). Los
oxidantes mas importantes en seres humanos y animales son las especies reactivas del oxigeno (ROS) que incluyen
peroxido de hidrégeno, superdxido y el radical hidroxilo. Los dos ultimos pertenecen a un grupo de compuestos
denominados radicales libres. Los radicales libres son compuestos extremadamente reactivos debido a la presencia
de electrones desapareados en sus capas de electrones externas. La formacion de ROS y radicales libres puede
inducirse, por ejemplo, por metales y el compuesto organico de union a oxigeno, hemo. Hemo es un componente
que contiene hierro de la hemoglobina y los citocromos, que son proteinas que participan en la utilizaciéon de oxigeno
(véase a continuacion). Las ROS, los oxidantes y radicales libres reaccionan con proteinas, ADN y otros
componentes moleculares de tejidos y células, lo que conduce a modificaciones no deseadas de las moléculas diana
y, en ultima instancia, a la pérdida de funciones celulares.

Los radicales libres y oxidantes se introducen constantemente al cuerpo humano, tanto de manera exdgena a través
del entorno (alimentos, aire, humo, etc.) como de manera endégena como subproductos del metabolismo normal
(figura 1). Los radicales libres y oxidantes enddgenos son importantes componentes del metabolismo en el
organismo animal. Una determinada cantidad es necesaria para procesos celulares de “mantenimiento”. Por
ejemplo, la sefalizacion celular fisiologica depende de una produccién continua de radicales libres celulares
(revisado en 2), controlada por un sistema complejo de antioxidantes celulares. Por tanto, las células necesitan
mantener un equilibrio de reduccidn/oxidacion (redox) bien controlado, normal tanto de manera intracelular como de
manera extracelular. Resultara estrés oxidativo cuando se altera el equilibrio redox. Los radicales libres y el oxidante
fuerte hipoclorito (HOCI) también se producen en glébulos blancos durante infecciones bacterianas y fungicas como
armas para destruir los patdgenos (revisado en 3). Esto también conduce a estrés oxidativo.

Hemoglobina y otras proteinas que contienen hemo

La hemoglobina es una de las proteinas mas comunes en el cuerpo humano. Se encuentra en cantidades enormes
en los glébulos rojos y su funcion es transportar oxigeno desde los pulmones hasta todas las células. El oxigeno se
une al grupo hemo que contiene hierro, lo que proporciona a la molécula de hemoglobina su color rojo. Normalmente
se mantiene toda la hemoglobina dentro de los glébulos rojos y por tanto se impide que entre en contacto con otras
células y componentes extracelulares. Esto es importante debido a que la hemoglobina es toéxica debido a sus
fuertes propiedades oxidantes. Cuando los glébulos rojos se rompen (hemdlisis) en enfermedades como anemia
hemolitica autoinmunitaria, anemia falciforme y paludismo o en situaciones yatrégenas incluyendo transfusion de
sangre incompatible, trasplante de érganos sélidos y células madre y cirugia mayor, se libera de los glébulos rojos
oxihemoglobina (hemoglobina mas oxigeno). La oxihemoglobina reacciona espontdneamente consigo misma
reorganizando los electrones en un proceso denominado autooxidacion, formando el radical libre superdxido y
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metahemoglobina, una forma oxidada de la proteina. La metahemoglobina continia descomponiéndose, formando
en ultima instancia globina libre, hemo y hierro. Los productos son oxidativos tal como se describi6é anteriormente. El
hemo libre, que es una molécula hidréfoba, puede entrar en las células mediante difusién sobre la membrana celular
o disolucién de las membranas. Por tanto, la hemoglobina libre (ubicada fuera de los glébulos rojos) es un inductor
de dafo del tejido durante muchas enfermedades y otros estados patoldgicos. Ademas, la oxihemoglobina libre es
indirectamente un vasoconstrictor debido a que se une fuertemente al 6xido nitrico (NO), uno de los dilatadores mas
importantes de pequefios vasos sanguineos y capilares. La eliminacion de NO por oxihemoglobina libre conduce al
consumo de NO y a la posterior constricciéon de los capilares dando como resultado hipertension arterial.

Otras proteinas que contienen hemo incluyen NADPH-oxidasa, mieloperoxidasa (MPO) y citocromos mitocondriales.
Las enzimas NADPH-oxidasa y mieloperoxidasa se encuentran en monocitos y granulocitos neutrofilos, dos
subconjuntos de glébulos blancos. En un proceso denominado estallido oxidativo, estas enzimas producen radicales
superdxido e hipoclorito, respectivamente, que estan implicados ambos en la defensa frente a la infeccion
microbiana. Los citocromos mitocondriales mas importantes son el citocromo ¢ y NADH-deshidrogenasa. Estas
enzimas son componentes de los complejos respiratorios I-1V que convierten oxigeno en agua usando electrones de
nutrientes, grasas de reserva, etc. En este proceso, se producen grandes cantidades de radicales libres, en su
mayoria aniones superoxido, como metabolitos intermedios por las enzimas mitocondriales.

Antioxidantes

Normalmente, la actividad oxidante se equilibra mediante la actividad de antioxidantes, factores protectores que
eliminan oxidantes o evitan sus reacciones de oxidacién. Sin embargo, durante los estados de estrés oxidativo
extremo, los antioxidantes pueden verse superados, conduciendo a dafo oxidativo de moléculas y/o células y
tejidos.

Se describen antioxidantes tanto endégenos como exdgenos. Hace veinte anos, la opinion predominante era que la
homeostasis en seres humanos dependia de antioxidantes afadidos de manera externa, por ejemplo a través de la
ingestion de alimentos. Actualmente, se ha descubierto un nimero creciente de antioxidantes en seres humanos y
se ha mostrado que se producen de manera constitutiva dentro del cuerpo, es decir en condiciones sin estrés,
normales. Los antioxidantes funcionan mediante la eliminacion de radicales libres y oxidantes. Esto puede lograrse
mediante tres mecanismos principales (véanse la figura 2A y las leyendas de figura para mas detalles): 1) adicion
enzimatica de electrones derivados de metabolismo aerobio celular u otras fuentes a los oxidantes, 2) adicion no
enzimatica de electrones de la propia molécula de antioxidante al oxidante, y 3) unidén (eliminacién) de los
radicales/oxidantes al antioxidante. Ejemplos de la primera categoria son las enzimas superédxido dismutasa (SOD),
catalasa, glutation peroxidasa y hemo oxigenasa. Ejemplos de la segunda categoria son tiorredoxina, glutation y
acido alfa-lipoico. Las vitaminas C y E, los acidos grasos insaturados y flavonoides vegetales son antioxidantes de
categoria 2 ex6genos que no se producen en el cuerpo pero que pueden encontrarse en alimentos. Algunos de los
antioxidantes de la segunda categoria, por ejemplo tiorredoxina y glutation, pueden regenerarse mediante reduccion
de electrones a partir de otras fuentes (figura 2A). La mayor parte de los antioxidantes en los alimentos se regeneran
escasamente tras reaccionar con sus dianas. Por tanto, las vitaminas C y E consumidas (=oxidadas), etc., presentan
estrés oxidativo a los tejidos a menos que se retiren rapidamente.

Los electrones que se producen por el metabolismo aerobio celular (derivados en ultima instancia de nutrientes, por
ejemplo glucosa, grasa, proteinas a través del transportador de electrones NADH) proporcionan los equivalentes
reductores de los antioxidantes de categoria 1, cuando se regeneran antioxidantes de categoria 2 y en el proceso de
eliminacion (categoria 3) (figura 2A). Por tanto, la mayor parte de los antioxidantes dependen de un metabolismo
celular intacto y sélo funcionan de manera intracelular. De hecho, la mayor parte de los antioxidantes, que son
intracelulares, forman parte de la maquinaria de “mantenimiento” celular normal.

Varios antioxidantes estan especializados frente al estrés oxidativo inducido por hemoglobina. Las proteinas
plasmaticas haptoglobina, hemopexina y transferrina unen a hemo, hierro y hemoglobina libre, extracelular,
respectivamente, en la sangre. La proteina celular ferritina se une y almacena hierro libre, celular. Se produce hemo
oxigenasa-1 (HO-1) en la mayor parte de las células en respuesta a concentraciones aumentadas de hemoglobina,
hemo y radicales libres y elimina hemo mediante degradacién en bilirrubina, monéxido de carbono y hierro libre.

Sin embargo, ninguno de los antioxidantes mencionados anteriormente actian mediante los tres mecanismos y, por
consiguiente, un uso terapéutico general de un antioxidante de este tipo es limitado. Seria ventajoso un antioxidante
que tuviese todos los mecanismos de accion ya que tendra un uso mucho mas general y dependerd menos de la
homeostasis celular para su funcionamiento.

Abreviaturas

ABTS, sal de diamonio del acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzo-tiazolin-6-sulfénico)

a1M o ATM, a1-microglobulina o alfa-1-microglobulina
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t-a1M; alfa-1-glicoproteina o a1-microglobulina truncada
AGP, a1-glicoproteina acida

DTT, ditiotreitol

G3DPH, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

Hb, hemoglobina

H>.DCFDA, diacetato de 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina
IVF, fecundacién in vitro

IVH, hemorragia cerebral intraventricular

NEM, N-etilmaleimida

PE, preeclampsia

PI, yoduro de propidio

ROS, especies reactivas del oxigeno;

5-1AF, 5-yodoacetamida-fluoresceina

RIA, radioinmunoensayo

MPO, mieloperoxidasa

Definiciones

En la descripcién y las reivindicaciones del contenido dado a conocer, se usara la siguiente terminologia segun las
definiciones expuestas a continuacién. A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y
cientificos usados en el presente documento tienen el mismo significado que entiende normalmente un experto
habitual en la técnica a la que pertenece esta divulgacion. En algunos casos, los términos con significados
entendidos normalmente se definen en el presente documento para mayor claridad y/o facilidad de referencia, y la
inclusién de tales definiciones en el presente documento no debe interpretarse necesariamente que representa una
diferencia sustancial con respecto a lo que se entiende en general en la técnica. Las técnicas y los procedimientos
descritos 0 a los que se hace referencia en el presente documento se entienden bien en general y se emplean
comunmente usando una metodologia convencional por los expertos en la técnica. Segin sea apropiado, los
procedimientos que implican el uso de reactivos y kits disponibles comercialmente se llevan a cabo en general
segun parametros y/o protocolos definidos por el fabricante a menos que se indique de otro modo. Aunque también
puede usarse cualquier método y material similar o equivalente a los descritos en el presente documento en la
practica o las pruebas de la presente divulgacién, los materiales y métodos preferidos se describen en el presente
documento.

En esta memoria descriptiva, a menos que se especifique de otro modo, “un/o0” o “una” significa “uno/una o mas”.

Existen diferentes formas de hemoglobina. La hemoglobina del adulto (hemoglobina A) consiste en dos cadenas de
polipéptido alfa y dos beta (Hba, Hbp), que contienen cada una un grupo hemo no peptidico que se une de manera
reversible a una Unica molécula de oxigeno. La hemoglobina A2, otro componente de la hemoglobina del adulto se
compone de dos cadenas alfa y dos cadenas delta (Hba, Hbd). Por otro lado, la hemoglobina fetal (hemoglobina F)
es el componente principal de la hemoglobina en el feto. Esta hemoglobina tiene dos cadenas de polipéptido alfa y
dos gamma (Hba, Hby).

El término “hemoglobina libre”, en esta memoria descriptiva se refiere a hemoglobina libre en general e incluye
hemoglobina libre total, hemoglobina A libre, hemoglobina A2 libre, hemoglobina F libre, cualquier subunidad de
hemoglobina libre (por ejemplo, una cadena Hba, HbB, Hbé o Hby), o cualquier combinacién de las mismas. Incluye
ademas estas entidades de hemoglobina en forma o bien de un polipéptido (proteina) o bien de un nucleétido (ARN),
excepto cuando se aplica como diana para tratamiento. El término “hemoglobina fetal libre” se refiere a hemoglobina
F libre o cualquier subunidad de hemoglobina F e incluye las entidades de hemoglobina F en forma de polipéptido
(proteina) o nucledtido (ARN), excepto cuando se aplica como diana para tratamiento.
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En esta memoria descriptiva, el término “libre” tal como se usa, entre otros, en las expresiones “hemoglobina libre” o
“subunidades de hemoglobina libre (por ejemplo, cadenas Hba, HbB, Hbd o Hby)” se refiere a hemoglobina o
subunidades de hemoglobina que circulan libremente en un liquido biolégico, al contrario que la hemoglobina celular
que se refiere a las moléculas que residen dentro de las células. Por tanto, el término “libre” en este sentido se usa
principalmente para distinguir la hemoglobina libre de la hemoglobina que esta presente en eritrocitos intactos.

Los términos “tratamiento o profilaxis” en sus diversas formas gramaticales en relacién con la presente invencion se
refieren a la prevencion, curacion, reversion, atenuacion, alivio, mejora, inhibiciéon, minimizacién, supresién o
detencién de (1) los efectos perjudiciales de un trastorno, (2) la evolucion del trastorno o (3) el agente causal del
trastorno.

El término “cantidad eficaz” en relacion con la presente invencion se refiere a aquella cantidad que proporciona un
efecto terapéutico para un estado y régimen de administracion dados. Esta es una cantidad predeterminada de
material activo calculada para producir un efecto terapéutico deseado en asociacién con los diluyentes y aditivos
requeridos; es decir, un portador o vehiculo de administracion. Ademas, se pretende que signifique una cantidad
suficiente para reducir y lo mas preferiblemente prevenir un déficit clinicamente significativo en la actividad y
respuesta del huésped. Alternativamente, una cantidad terapéuticamente eficaz es suficiente para provocar una
mejora en un estado clinicamente significativo en un huésped. Tal como aprecian los expertos en la técnica, la
cantidad de un compuesto puede variar dependiendo de su actividad especifica. Las cantidades de dosificacion
adecuadas pueden contener una cantidad predeterminada de composicion activa calculada para producir el efecto
terapéutico deseado en asociacion con los diluyentes requeridos; es decir, portador o aditivo. Ademas, la
dosificacién que va a administrarse variara dependiendo del/de los principio(s) activo(s) que va(n) a usarse, la edad,
el peso, etc. del paciente que va a tratarse pero en general estara dentro del intervalo de desde 0,001 hasta
1000 mg/kg de peso corporal/dia. Ademas, la dosis depende de la via de administracién.

El término “polipéptidos” incluye proteinas y fragmentos de las mismas. Los polipéptidos se dan a conocer en el
presente documento como secuencias de residuos de aminoacido. Estas secuencias se escriben de izquierda a
derecha en el sentido desde el extremo amino-terminal hasta el extremo carboxilo-terminal. Segun la nomenclatura
convencional, las secuencias de residuos de aminoacido se designan mediante un cédigo de o bien tres letras o bien
una sola letra tal como se indica a continuacién: alanina (Ala, A), arginina (Arg, R), asparagina (Asn, N), acido
aspartico (Asp, D), cisteina (Cys, C), glutamina (Gln, Q), acido glutamico (Glu, E), glicina (Gly, G), histidina (His, H),
isoleucina (lle, 1), leucina (Leu, L), lisina (Lys, K), metionina (Met, M), fenilalanina (Phe, F), prolina (Pro, P), serina
(Ser, S), treonina (Thr, T), triptéfano (Trp, W), Tirosina (Tyr, Y) y valina (Val, V).

“Variante” se refiere a un polipéptido o polinucleétido que difiere de un polipéptido o polinucleétido de referencia,
pero conserva propiedades esenciales. Una variante tipica de un polipéptido difiere en la secuencia de aminoacidos
de otro polipéptido de referencia. En general, las diferencias son limitadas de modo que las secuencias del
polipéptido de referencia y la variante son estrechamente similares en total (homdlogos) y, en muchas regiones,
idénticas. Una variante y un polipéptido de referencia pueden diferir en la secuencia de amino&cidos en una o mas
modificaciones (por ejemplo, sustituciones, adiciones y/o deleciones). Un residuo de amino&cido sustituido o
insertado puede ser 0 no uno codificado por el cédigo genético. Una variante de un polipéptido puede producirse de
manera natural tal como una variante alélica, o puede ser una variante que no se sabe que se produzca de manera
natural.

“Identidad” tal como se conoce en la técnica, es una relacion entre dos o mas secuencias de polipéptido, tal como se
determina comparando las secuencias. En la técnica, “identidad” también se refiere al grado de relacion de
secuencia entre el polipéptido tal como se determina mediante la coincidencia entre cadenas de tales secuencias. La
“identidad” y “similitud” pueden calcularse facilmente mediante métodos conocidos.

El término “sustancialmente similar” tal como se usa en el presente documento se refiere en general a una funcion,
actividad o comportamiento que es lo suficiente proximo al natural, esperado o promedio, de modo que se considera,
para todos los fines préacticos, intercambiable. Por ejemplo, una proteina con actividad sustancialmente similar seria
una que tiene un nivel de actividad que no se consideraria que es sustancialmente mas o menos activo que el de la
proteina nativa.

El término “profarmaco” se refiere a un agente, incluyendo acidos nucleicos y proteinas, que se convierte en una
forma biolégicamente activa in vivo. Por ejemplo, los profarmacos a menudo son utiles debido a que, en algunas
situaciones, pueden ser mas faciles de administrar que el compuesto original. Por ejemplo, pueden estar
biodisponibles mediante administracion oral mientras que el compuesto original no. El profarmaco también puede
tener solubilidad mejorada en composiciones farmacéuticas con respecto al farmaco original. Un profarmaco puede
convertirse en el farmaco original mediante diversos mecanismos, incluyendo procesos enzimaticos e hidrolisis
metabdlica.

Tal como se usa en el presente documento “variante funcional” se refiere a una variante de una proteina o un

polipéptido (por ejemplo, una proteina permutada de manera circular, con o sin alteraciones adicionales en la
secuencia) que puede realizar las mismas funciones o actividades que el polipéptido o la proteina original, aunque
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no necesariamente al mismo nivel (por ejemplo, la variante puede tener una funcionalidad potenciada, reducida o
cambiada, siempre que conserve la funcién basica).

Descripcion detallada de la invencion

En la presente invencion, se da a conocer que A1M tiene amplias propiedades antioxidantes adecuadas para evitar
0 minimizar lesiones provocadas por estrés oxidativo. El concepto actual es que la funcién fisiolégica de A1M es
“aspirar” de manera continua de tejidos radicales libres y oxidantes, quizas especialmente hemo, y suministrar los
productos a los rifiones para su degradacion y/o excrecion. Una segunda funcién fisiolégica es reducir los oxidantes
y componentes celulares oxidados y moléculas tisulares. Una importante propiedad de A1M, que se suma a su valor
como antioxidante, es que la proteina, tras la unién de una carga maxima de radicales, y/o la reduccion de oxidantes
o productos de oxidacién, no presenta estrés oxidativo a los componentes tisulares. En otras palabras, se eliminan
ROS, radicales y otros oxidantes por A1M, por tanto puede considerarse A1M como “sumidero” de radicales. Esta
caracteristica puede ser de particular importancia en células dafiadas u otras células en las que se alteran procesos
homeostaticos intracelulares y, por tanto, que no pueden retirar el estrés oxidativo que imponen otros antioxidantes,
como por ejemplo las vitaminas E y D, sobre la célula tras su accion.

La presente invencién proporciona alfa-1-microglobulina para su uso en el tratamiento o la profilaxis de una
enfermedad o un estado que implica estrés oxidativo mediante la reparacién o la prevencion del dafo oxidativo
mediante una combinacién de reduccion enzimatica, reduccién no enzimatica y eliminacién de radicales, con la
condicion de que la enfermedad o el estado no sea preeclampsia.

Alfa-1-microglobulina

A1M se sintetiza en el higado a una alta tasa, se secreta al torrente sanguineo y se transporta a través de las
paredes de los vasos al compartimiento extravascular de todos los dérganos. La proteina también se sintetiza en
otros tejidos (células sanguineas, cerebro, rifidn, piel) pero a una tasa menor. Debido al pequefio tamano, se filtra
rapidamente A1M libre de la sangre en los rifiones. A1M tiene excelentes propiedades antioxidantes en general y
especificamente hacia hemoglobina libre; propiedades que hacen que sea adecuada para su uso en el tratamiento o
la profilaxis de una variedad de enfermedades que implica estrés oxidativo o en las que la presencia de hemoglobina
libre induce o agrava una enfermedad o un estado.

La alfa-1-microglobulina (A1M) es un antioxidante end6geno que proporciona antioxidacion de varias maneras
(figura 2B y leyendas de figura de la misma). Por tanto, la presente invencién se refiere a ATM que se ha encontrado
que combina las propiedades de reductasa enzimatica (categoria 1), reduccion no enzimatica (categoria 2) y
eliminacion de radicales (categoria 3). Ademas, puede emplearse el mecanismo de reduccién no enzimatica
(categoria 2) repetidamente con varios ciclos de donacion de electrones. Ademas, el mecanismo de eliminacion de
radicales (categoria 3) da como resultado una produccion neta de electrones que aumenta adicionalmente la
capacidad antioxidante de la proteina. En otras palabras, la proteina porta su propio suministro de electrones, es
independiente del metabolismo celular, y puede funcionar de manera tanto intracelular como extracelular. Ademas,
A1M puede reparar el dafio oxidativo que se ha infligido a componentes tisulares (una propiedad Unica asignada a la
categoria 4). Véase también a continuacion para una descripcion detallada del mecanismo de eliminacién de
radicales.

A1M es un miembro de la superfamilia de la lipocalina, un grupo de proteinas de animales, plantas y bacterias con
una estructura tridimensional conservada pero con funciones muy diversas. Cada lipocalina consiste en una cadena
de 160-190 aminoé&cidos que se pliega en una cavidad de barril § con una parte interior hidr6foba. Se conocen doce
genes de lipocalina humana. Entre las lipocalinas humanas, A1M es una proteina tisular y plasmatica de 26 kDa que
hasta el momento se ha identificado en mamiferos, aves, peces y ranas. En la figura 3, se muestra un modelo de la
estructura tridimensional de A1M. A1M se sintetiza en el higado a una alta tasa, se secreta al torrente sanguineo y
se transporta rapidamente (T1/2 = 2-3 min) a través de las paredes de los vasos al compartimiento extravascular de
todos los 6rganos. La proteina también se sintetiza en otros tejidos (células sanguineas, cerebro, rifidn, piel) pero a
una tasa menor. A1M se encuentra tanto en forma monomeérica, libre como en complejos covalentes con moléculas
mas grandes (IgA, albumina, protrombina) en la sangre y tejidos intersticiales. Debido al pequefio tamario, la A1M
libre se filira rapidamente de la sangre en los rifiones. Entonces se adsorbe de nuevo la parte principal, pero se
excretan cantidades significativas en la orina.

Secuencia y propiedades estructurales de ATM

Se notificd por primera vez la secuencia completa de A1M humana por Kaumeyer et al. (5). Se encontré que la
proteina consistia en 183 residuos de aminoacido. Desde entonces, se han detectado diez proteinas y/o ADNc de
A1M adicionales, se han aislado y/o secuenciado a partir de otros mamiferos, aves, anfibios y peces. La longitud de
la cadena peptidica de A1M difiere ligeramente entre especies, debido principalmente a variaciones en el extremo C-
terminal. Las comparaciones de alineacion de las diferentes secuencias de aminoacidos deducidas muestran que el
porcentaje de identidad varia desde aproximadamente el 75-80% entre roedores o ferungulados y el hombre, hasta
aproximadamente el 45% entre peces y mamiferos. Se conserva una cadena lateral de cisteina libre en la posicién
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34. Se ha mostrado que este grupo esta implicado en reacciones redox (véase a continuacién), en la formacién de
complejos con otras proteinas plasmaticas y en la unién a un croméforo de color amarillo pardo. Los modelos 3D
computarizados basados en las estructuras cristalograficas de rayos X conocidas de otras lipocalinas sugieren que
Cys34 esta expuesto al disolvente y ubicado cerca de la abertura de la cavidad de lipocalina (véase la figura 3). El
factor del complemento C8y, otra lipocalina, también porta una Cys desapareada en la posicion 34 que esta
implicada en la formacién del complejo C8 activo.

En el presente contexto, el término “alfa-1-microglobulina” pretende cubrir la alfa-1-microglobulina tal como se
identifica en SEQ ID NO: 1 (A1M humana) asi como SEQ ID NO: 2 (A1M recombinante humana) asi como
homologos, fragmentos o variantes de las mismas que tienen actividades terapéuticas similares. En un aspecto
preferido, la alfa-1-microglobulina es segun SEQ ID NO: 1 ¢ 2 tal como se identifica en el presente documento. En la
figura 17, se proporciona la lista de secuencias de la secuencia de aminoacidos de A1TM humana y A1M
recombinante humana (SEQ ID NO 1 y 2, respectivamente) y las secuencias de nucleétidos correspondientes (SEQ
ID NO 3y 4, respectivamente).

Tal como se mencion6 anteriormente, también pueden usarse homdélogos de A1M segun la descripcién en el
presente documento. En teoria puede usarse A1M de todas las especies incluyendo la mas primitiva encontrada
hasta el momento, que es de pez (platija). A1M también esta disponible en forma aislada procedente de ser humano,
rata, raton, conejo, cobaya, vaca y platija.

Considerando los homologos, variantes y fragmentos de A1M, se han identificado los siguientes como partes
importantes de la proteina para el efecto antioxidante:

Y22 (tirosina, pos. 22, pares de bases 64-66)

C34 (cisteina, posicion 34, pares de bases 100-102)

K869 (lisina, pos. 69, pares de bases 205-207)

K92 (lisina, pos. 92, pares de bases 274-276)

K118 (lisina, pos. 118, pares de bases 352-354)

K130 (lisina, pos. 130, pares de bases 388-390)

Y132 (tirosina, pos. 132, pares de bases 394-396)

L180 (leucina, pos. 180, pares de bases 538-540)

1181 (isoleucina, pos. 181, pares de bases 541-543)

P182 (prolina, pos. 182, pares de bases 544-546)

R183 (arginina, pos. 183, pares de bases 547-549)

(La numeracién de aminoacidos y nucleétidos en la totalidad del documento se refiere a SEQ ID 1 y 3, véanse
también las figuras 3 y 6; si se emplean otra A1M de otra especie, analogos de A1M o secuencias recombinantes de
los mismos, un experto en la técnica sabra como identificar los aminoacidos del/de los sitio(s) activo(s) o sitio(s)
responsable(s) de la actividad enzimatica).

Se sustituye ATM humana con oligosacaridos en tres posiciones, dos hidratos de carbono probablemente
diantenarios, de tipo complejo sialilados unidos a Asn17 y Asn96 y un oligosacarido mas simple unido a Thrb. El
contenido en hidratos de carbono de las proteinas A1M de diferentes especies varia mucho, aunque, oscila desde la
completa ausencia de glicosilacion en Xenopus leavis con respecto a un espectro de diferentes patrones de
glicosilacion. Sin embargo, se conserva en mamiferos un sitio de glicosilacion, correspondiente a Asn96 en el
hombre, lo que sugiere que este hidrato de carbono especifico puede ser importante a nivel funcional.

A1M es de color amarrillo pardo cuando se purifica a partir de plasma u orina. El color esta producido por
compuestos heterogéneos unidos covalentemente a diversos grupos laterales de aminoacido ubicados
principalmente en la entrada a la cavidad. Estas modificaciones representan probablemente los productos de
degradacién oxidados de oxidantes organicos atrapados covalentemente por A1M in vivo, por ejemplo radicales
tirosilo, hemo y quinurenina (6-8, 10).

A1M es también heterogénea en cuanto a la carga y al tamafo y las moléculas de A1M de color pardo mas intenso

estan cargadas mas negativamente. La probable explicacion para la heterogeneidad es que se modifican diferentes
grupos laterales en grado variable con diferentes radicales, y que las modificaciones alteran la carga neta de la
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proteina. Se han localizado sustancias coloreadas unidas covalentemente en Cys34 y Lys92, Lys118 y Lys130,
estas ultimas con masas moleculares de entre 100 y 300 Da. Se encontré el metabolito de triptéfano quinurenina
unida covalentemente a residuos lisilo en A1M procedente de orina de pacientes en hemodidlisis y parece ser la
fuente del color pardo de la proteina en este caso (6). Fragmentos oxidados del radical sintético ABTS (acido 2,2’-
azino-di-(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico) estaban unidos a las cadenas laterales de Y22 y Y132 (10).

C34 es el centro reactivo de A1M (9). Se vuelve muy electronegativo, lo que significa que tiene un alto potencial para
donar electrones, por la proximidad de las cadenas laterales cargadas positivamente de K69, K92, K118 y K130, que
inducen una desprotonacién del grupo tiol C34 que es un requisito previo para la oxidacién del atomo de azufre. Los
datos preliminares muestran que C34 es uno de los grupos mas electronegativos conocidos.

Tedricamente, los aminoacidos que caracterizan las propiedades redox enzimaticas y no enzimaticas Unicas de A1M
(C34, Y22, K92, K118, K130, Y132, L180, 1181, P182, R183), que se describirdn en mas detalle a continuacion,
pueden disponerse en una configuracion tridimensional similar en otro entramado, por ejemplo una proteina con el
mismo plegamiento global (otra lipocalina) o una molécula organica o inorganica completamente artificial tal como un
polimero de plastico, una nanoparticula o un polimero metélico.

En la figura 6, se ilustran la disposicion tridimensional de algunos de estos aminoacidos (6valos azules, las lisinas se
representan mediante un “+”), el entramado de A1M (barril), el flujo de electrones y el atrapamiento de radicales.

Por consiguiente, se prefieren homoélogos, fragmentos o variantes que comprenden una estructura incluyendo el
centro reactivo y sus alrededores tal como se represent6 anteriormente.

Pueden realizarse modificaciones y cambios en la estructura de los polipéptidos de esta divulgacion y todavia dar
como resultado una molécula que tiene caracteristicas similares a las del polipéptido (por ejemplo, una sustitucién
de aminodcido conservativa). Por ejemplo, pueden sustituirse determinados amino&cidos por otros aminoacidos en
una secuencia sin pérdida de actividad apreciable. Debido a que es la capacidad interactiva y la naturaleza de un
polipéptido lo que define esa actividad funcional bioldégica del polipéptido, pueden realizarse determinadas
sustituciones de secuencia de aminoacidos en una secuencia de polipéptido y obtener sin embargo un polipéptido
con propiedades similares.

Al realizar tales cambios, puede considerarse el indice de hidropatia de los aminoacidos. La importancia del indice
de hidropatia de los amino&cidos en conferir funcién bioldgica interactiva en un polipéptido se entiende en general
en la técnica. Se sabe que pueden sustituirse determinados aminoacidos por otros aminoacidos que tienen una
puntuacion o un indice de hidropatia similar y todavia dar como resultado un polipéptido con actividad biolégica
similar. A cada aminoacido se le ha asignado un indice de hidropatia basandose en sus caracteristicas de carga e
hidrofobicidad. Estos indices son: isoleucina (+4,5); valina (+4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+2,8); cisteina/cisteina
(+2,5); metionina (+1,9); alanina (+1,8); glicina (-0,4); treonina (-0,7); serina (-0,8); triptéfano (-0,9); tirosina (-1,3);
prolina (-1,6); histidina (-3,2); glutamato (-3,5); glutamina (-3,5); aspartato (-3,5); asparagina (-3,5); lisina (-3,9); y
arginina (-4,5).

Se cree que el caracter hidropatico relativo del aminoacido determina la estructura secundaria del polipéptido
resultante, lo que define a su vez la interaccion del polipéptido con otras moléculas, tales como enzimas, sustratos,
receptores, anticuerpos, antigenos, y similares. Se conoce en la técnica que puede sustituirse un aminoacido por
otro aminoacido que tiene un indice de hidropatia similar y todavia obtener un polipéptido funcionalmente
equivalente. En tales cambios, se prefiere la sustitucién de aminoacidos cuyos indices de hidropatia estan dentro de
* 2, se prefieren particularmente aquellos dentro de * 1, y se prefieren incluso mas particularmente aquellos dentro
de £0,5.

También puede realizarse la sustitucion de aminoédcidos similares basandose en la hidrofilicidad, particularmente
cuando el péptido o polipéptido equivalente biolégicamente funcional creado de ese modo se pretende usar en
realizaciones inmunoldgicas. Se han asignado los siguientes valores de hidrofilicidad a los residuos de aminoacido:
arginina (+3,0); lisina (+3,0); aspartato (+3,0 = 1); glutamato (+3,0 + 1); serina (+0,3); asparagina (+0,2); glutamina
(+0,2); glicina (0); prolina (-0,5 £ 1); treonina (-0,4); alanina (-0,5); histidina (-0,5); cisteina (-1,0); metionina (-1,3);
valina (-1,5); leucina (-1,8); isoleucina (-1,8); tirosina (-2,3); fenilalanina (-2,5); triptéfano (-3,4). Se entiende que
puede sustituirse un aminoacido por otro que tiene un valor de hidrofilicidad similar y todavia obtener un polipéptido
biolégicamente equivalente, y en particular, inmunolégicamente equivalente. En tales cambios, se prefiere la
sustitucion de aminoacidos cuyos valores de hidrofilicidad estan dentro de * 2, se prefieren particularmente aquellos
dentro de + 1, y se prefieren incluso mas particularmente aquellos dentro de *+ 0,5.

Tal como se expuso anteriormente, las sustituciones de aminoacido se basan en general en la similitud relativa de
los sustituyentes de cadena lateral del aminoacido, por ejemplo, su hidrofobicidad, hidrofilicidad, carga, tamafio y
similares. Los expertos en la técnica conocen bien sustituciones a modo de ejemplo que tienen en cuenta una o mas
de las caracteristicas anteriores e incluyen, pero no se limitan a (residuo original: sustitucion a modo de ejemplo):
(Ala: Gly, Ser), (Arg: Lys), (Asn: GiIn, His), (Asp: Glu, Cys, Ser), (GIn: Asn), (Glu: Asp), (Gly: Ala), (His: Asn, GIn), (lle:
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Leu, Val), (Leu: lle, Val), (Lys: Arg), (Met: Leu, Tyr), (Ser: Thr), (Thr: Ser), (Trp: Tyr), (Tyr: Trp, Phe) y (Val: lle, Leu).
Por tanto, realizaciones de esta divulgacion contemplan equivalentes funcionales o biolégicos de un polipéptido tal
como se expuso anteriormente. En particular, realizaciones de los polipéptidos pueden incluir variantes que tienen
una identidad de secuencia de aproximadamente el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 90% y el 95% con el polipéptido
de interés.

En el presente contexto, la homologia entre dos secuencias de aminoacidos o entre dos secuencias de acido
nucleico se describe mediante el parametro “identidad”. Las alineaciones de secuencias y calculo de puntuaciones
de homologia pueden realizarse usando una alineacién de Smith-Waterman completa, Util para alineaciones tanto de
proteinas como de ADN. Las matrices de puntuacion por defecto BLOSUMS50 y la matriz de identidad se usan para
las alineaciones de proteinas y ADN, respectivamente. La penalizacion para el primer residuo en un hueco es de -12
para proteinas y -16 para ADN, mientras que la penalizacion para residuos adicionales en un hueco es de -2 para
proteinas y -4 para ADN. La alineacién puede realizarse con el paquete FASTA version v20u6.

Pueden realizarse mdultiples alineaciones de secuencias de proteinas usando “ClustalW”. Pueden realizarse
multiples alineaciones de secuencias de ADN usando la alineacién de proteinas como plantilla, reemplazando los
aminoacidos por el codén correspondiente de la secuencia de ADN.

Alternativamente puede usarse software diferente para alinear secuencias de aminoacidos y secuencias de ADN. La
alineacion de dos secuencias de aminodcidos se determina por ejemplo usando el programa Needle del paquete
EMBOSS (http:/emboss.org) versién 2,8.0. El programa Needle implementa el algoritmo de alineacién global
descrito en el mismo. La matriz de sustitucién usada es BLOSUMG62, la penalizacion por apertura de hueco es de 10,
y la penalizacion por extension de hueco es de 0,5.

El grado de identidad entre una secuencia de aminoacidos; por ejemplo SEQ ID NO: 1 y una secuencia de
aminodcidos diferente (por ejemplo, SEQ ID NO: 2) se calcula como el nimero de coincidencias exactas en una
alineacion de las dos secuencias, dividido entre la longitud de la “SEQ ID NO: 1” o la longitud de la “SEQ ID NO: 2,
la que sea mas corta. El resultado se expresa en porcentaje de identidad.

Se produce una coincidencia exacta cuando las dos secuencias tienen residuos de aminoacido idénticos en las
mismas posiciones de la superposicion.

Si es relevante, el grado de identidad entre dos secuencias de nucleétidos puede determinarse mediante el método
de Wilbur-Lipman usando el software LASER- GENE™ MEGALIGN™ (DNASTAR, Inc., Madison, WI) con una tabla
de identidad y los siguientes parametros de alineacién mudltiple: Penalizacion por hueco de 10 y penalizacién por
longitud de hueco de 10. Los parametros de alineacion por parejas son Ktuple = 3, penalizacién por hueco = 3 y
ventanas = 20.

En una realizacion particular, el porcentaje de identidad de una secuencia de aminoacidos de un polipéptido con, o
con respecto a, aminodcidos de SEQ ID NO: 1 se determina mediante i) alineacion de las dos secuencias de
aminoacidos usando el programa Needle, con la matriz de sustitucion BLOSUM62, una penalizacién por apertura de
hueco de 10, y una penalizacién por extension de hueco de 0,5; ii) recuento del nimero de coincidencias exactas en
la alineacidn; iii) division del nimero de coincidencias exactas entre la longitud de la secuencia més corta de las dos
secuencias de aminoacidos, y iv) conversién del resultado de la divisién de iii) en un porcentaje. El porcentaje de
identidad con respecto a, o con, otras secuencias de la invencion se calcula de manera andloga.

A modo de ejemplo, una secuencia de polipéptido puede ser idéntica a la secuencia de referencia, es decir ser
idéntica al 100%, o puede incluir hasta un determinado numero entero de alteraciones de aminoacido en
comparacioén con la secuencia de referencia de modo que el % de identidad sea menor del 100%. Tales alteraciones
se seleccionan de: al menos una delecion, sustitucion (incluyendo sustitucion conservativa y no conservativa) o
insercién de aminoacido, y en las que dichas alteraciones pueden producirse en las posiciones de los extremos
amino o carboxilo-terminal de la secuencia de polipéptido de referencia o en cualquier lugar entre las posiciones
terminales, intercaladas o bien individualmente entre los aminoacidos en la secuencia de referencia, o bien en uno o
mas grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia.

Las variantes de aminoacido conservativas también pueden comprender residuos de aminoacido que no se
producen de manera natural. Los aminoacidos que no se producen de manera natural incluyen, sin limitacion, trans-
3-metilprolina, 2,4-metanoprolina, cis-4-hidroxiprolina, trans-4-hidroxiprolina, N-metil-glicina, alo-treonina,
metiltreonina, hidroxi-etilcisteina, hidroxietilhomocisteina, nitro-glutamina, homoglutamina, acido pipecdlico, acido
tiazolidin-carboxilico, deshidroprolina, 3- y 4-metilprolina, 3,3-dimetilprolina, terc-leucina, norvalina, 2-azafenilalanina,
3-azafenilalanina, 4-azafenilalanina y 4-fluorofenilalanina. Se conocen en la técnica varios métodos para incorporar
residuos de aminoacido que no se producen de manera natural en proteinas. Por ejemplo, puede emplearse un
sistema in vitro en el que se suprimen mutaciones sin sentido usando ARNt supresores aminoacilados
quimicamente. Se conocen en la técnica métodos para sintetizar aminodcidos y aminoacilar ARNt. La transcripcion y
traduccion de plasmidos que contienen mutaciones sin sentido se llevan a cabo en un sistema libre de células que
comprende un extracto de E. coli S30 y enzimas disponibles comercialmente y otros reactivos. Las proteinas se
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purifican mediante cromatrografia. En un segundo método, se lleva a cabo la traduccion en Xenopus oocytes
mediante microinyeccién de ARNm mutado y ARNt supresor aminoacilado quimicamente. Dentro de un tercer
método, se cultivan células de E. coli en ausencia de un aminoacido natural que va a reemplazarse (por ejemplo,
fenilalanina) y en presencia del /de los aminoacido(s) que no se produce(n) de manera natural deseado(s) (por
ejemplo, 2-azafenilalanina, 3-azafenilalanina, 4-azafenilalanina o 4-fluorofenilalanina). El aminoacido que no se
produce de manera natural se incorpora en la proteina en lugar de su homologo natural. Los residuos de aminoacido
que se producen de manera natural pueden convertirse en especies que no se producen de manera natural
mediante modificacion quimica in vitro. La modificacion quimica puede combinarse con mutagénesis dirigida al sitio
para expandir adicionalmente la gama de sustituciones. Pueden proporcionarse estructuras quimicas alternativas
que proporcionan una estructura tridimensional suficiente para soportar las propiedades antioxidantes de A1M
mediante otras tecnologias, por ejemplo, armazones artificiales, sustituciones de aminoacidos y similares. Ademas,
se contemplan estructuras que imitan los sitios activos de A1M tal como se enumeraron anteriormente y se
representan en las figuras 3 y 6 como que tienen la misma funcion que ATM.

Enfermedades asociadas con estrés oxidativo

A continuacion, se describen enfermedades o estados que implican estrés oxidativo. Se contempla que A1M puede
usarse en el tratamiento de cualquiera de las enfermedades mencionadas a continuacion.

Se ha notificado estrés oxidativo en una variedad de enfermedades. Tal como se mencion6 anteriormente, el estrés
oxidativo es una situacion en la que hay un desequilibrio entre radicales libres y los antioxidantes protectores. El
estrés oxidativo puede inducir una amplia gama de reacciones fisioldgicas agudas o a largo plazo que liberan
diversos factores bioactivos. Estos pueden promover a su vez la oxidacion / formacién de radicales libres adicional
que acelera adicionalmente el estrés oxidativo, etc. Por tanto, las reacciones fisioldgicas y el estrés oxidativo
interaccionan entre si como engranajes y conjuntamente hacen que la maquinaria de estrés oxidativo opere cada
vez mas rapido (figura 5). Algunos de los engranajes mas importantes son inflamacién, isquemia y reperfusion,
hemoglobina en sangre y factores derivados de alimentos/entorno, que se comentaran a continuacion.

A) Infeccion e inflamacién

La inflamacion es un término colectivo para una amplia gama de reacciones inmunitarias secundarias a infecciones
de todas clases, y que caracterizan también otras varias enfermedades tales como enfermedades autoinmunitarias.
El cuerpo responde a las infecciones bacterianas mediante el reclutamiento de glébulos blancos (monocitos y
granulocitos) en el sitio de infeccién. Tal como se describié anteriormente, los glébulos blancos producen aniones
superoxido e hipoclorito. Para obtener hierro, muchas bacterias son hemoliticas, es decir producen moléculas que
inducen la ruptura de glébulos rojos y la exposicion de hemoglobina a los componentes tisulares vecinos. Ademas,
la inflamacién se caracteriza por necrosis, es decir células en el sitio de infeccion se rompen y mueren. Esto
conduce a la exposicién de, por ejemplo, las enzimas respiratorias mitocondriales que producen radicales libres. Las
citocinas proinflamatorias tales como TNF-alfa, afectan a los antioxidantes intracelulares, superoxido dismutasa y
glutatién peroxidasa. De esta manera, muchos factores contribuyen para el estrés oxidativo durante la infeccion y la
inflamacion.

Un ejemplo de las enfermedades en este grupo es enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD), una
enfermedad pulmonar inflamatoria. Las enfermedades inflamatorias de los pulmones y las vias respiratorias estan
asociadas con fuerte oxidacién patologica del tejido extravascular. Esto estda mediado por la activacion de
granulocitos neutréfilos y eosinéfilos y su secrecion de peroxidasas, asi como la exposicién de oxigeno molecular.
La artritis es un grupo de enfermedades en las que las articulaciones se dafian de manera que implica inflamacion.
La artritis puede tener muchas causas, por ejemplo traumatismo forzado, infeccion bacteriana, gota y ataque
autoinmunitario. La inflamacion de las articulaciones estd asociada con altos niveles de estrés oxidativo y
modificacién oxidativa del cartilago, tejido conjuntivo y células.
Otros ejemplos de estados con altos niveles de inflamacién son

* Enfermedades autoinmunitarias (artritis reumatoide, enfermedades tiroideas, etc.)

* Enfermedades infecciosas

* Enfermedades neurodegenerativas (enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, ALS,
enfermedad de Huntington y esclerosis multiple, MS)

e Enfermedades inflamatorias del intestino
e Artritis

B) Enfermedades relacionadas con reperfusion e isquemia
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Cuando los vasos sanguineos se ocluyen o se dafian, de manera o bien permanente o bien intermitente, hay una
formaciéon aumentada de radicales libres debido a la muerte celular que resulta de la disminucion del flujo sanguineo
e hipoxia (isquemia). Cuando se restaura el flujo sanguineo (reperfusion) una elevacién repentina del suministro de
oxigeno local conduce a un aumento drastico de ROS procedentes de reacciones entre componentes celulares y
oxigeno. Por ejemplo, la enzima xantina deshidrogenasa, un componente esencial y abundante de metabolismo de
ADN, usa el oxigeno de la sangre para formar aniones superoxido. Si la reperfusion se mantiene a lo largo de un
periodo prolongado, la formacion de ROS supera la capacidad de los antioxidantes enddgenos y se produce estrés
oxidativo. Se induce lesidon endotelial por estrés oxidativo, lo que activa a su vez las plaquetas e induce la formacién
de trombo que amenaza adicionalmente con ocluir los vasos.

El accidente cerebrovascular es un estado relacionado con isquemia-reperfusion del cerebro provocado por la
obstruccion del flujo sanguineo, debido a trombosis, embolia, hemorragia, etc. El infarto de un 6rgano, por ejemplo el
corazén, es un estado con necrosis tisular debido a la oclusion de la sangre y a efectos de isquemia-reperfusion. La
aterosclerosis es una enfermedad que afecta a los vasos sanguineos arteriales. Es una respuesta inflamatoria
cronica en las paredes de las arterias, debido parcialmente a la acumulacion de glébulos blancos de tipo macréfago
y esta promovida por lipoproteinas de baja densidad (LDL). El estrés oxidativo es un fuerte componente en el
desarrollo de aterosclerosis. Por tanto, los oxidantes y radicales libres participan en la modificacién oxidativa de LDL,
membranas de células endoteliales y otros componentes de los vasos sanguineos. La LDL oxidada (ox-LDL) se une
a receptores especificos en el endotelio y la acumulacion local de ox-LDL conduce al reclutamiento de monocitos
que se diferencian a macrofagos en el sitio especifico. Esto conduce a inflamacién, atraccién de granulocitos y un
aumento en la produccién local de ROS a partir de NADPH-oxidasa, MPO y otras fuentes. El dafio endotelial local,
que da como resultado placas ateroscleréticas, en ultima instancia ocluye el flujo sanguineo.

*  Arteriosclerosis

* Cardiopatia isquémica

* Accidente cerebrovascular y otros estados secundarios a isquemia
e Trastornos hipertensivos

* Trastornos metabdlicos (diabetes, dislipidemia, hipercolesterolemia)

Se desarrollan dafos relacionados con isquemia y reperfusion yatrégenos secundarios al tratamiento de una
enfermedad subyacente. Durante el tratamiento, los diferentes engranajes mostrados en la figura 5 pueden dirigir el
estrés oxidativo.

Por ejemplo, varios métodos de dialisis se practican para reemplazar la funcién renal perdida. Las funciones muy
complejas de los rifiones pueden resumirse en mantener el equilibrio hidroelectrolitico del cuerpo vy retirar los
productos de degradacion téxicos y perjudiciales. Los rifiones funcionan mediante filtracion continua de la sangre,
seguida por una reabsorcion activa de la mayor parte de los componentes, incluyendo cantidades adecuadas de
agua, y excrecion del agua, la sal y los productos de degradacion toxicos en exceso. Los radicales libres y ROS,
especialmente radicales organicos libres pequefios, tales como urato y 3-hidroxi-quinurenina, son ejemplos de
sustancias toxicas sometidas a aclaramiento normalmente de la sangre por los rifiones. La didlisis esta lejos de ser
un reemplazo perfecto de los rifiones, y por tanto los pacientes en dialisis padecen estrés oxidativo. Ademas, se ha
mostrado que el propio proceso de didlisis induce una respuesta inflamatoria que contribuye también al estrés
oxidativo. Por tanto, hipotéticamente, la mayor incidencia de aterosclerosis entre pacientes en didlisis puede
explicarse por el estrés oxidativo asociado con la insuficiencia renal y el proceso de didlisis.

Los pacientes con isquemia cardiaca se someten a una operacion de derivacion vascular de manera rutinaria.
Durante la cirugia, un sistema de circulacién extracorpérea bombea la sangre. Durante este tiempo, se destruyen
gran parte de los glébulos rojos, lo que da como resultado hemoglobina libre, un potente oxidante tal como se
describié anteriormente. Ademas, la cirugia coronaria de corazén asi como otras cirugias vasculares, requiere que
se detenga el flujo sanguineo durante el procedimiento. Cuando se establece de nuevo el flujo sanguineo, se
produce dafno por reperfusion.

Trasplante de células y érganos. Uno de los problemas que se encuentran en el trasplante de células y érganos es
que se forman ROS en los 6rganos y las células durante el almacenamiento. La situacidon se asemeja a los
problemas que se encuentran durante la isquemia-reperfusion. Este estrés oxidativo puede impedirse o al menos
disminuirse en modelos animales mediante el uso de eliminadores de ROS. Se ha dedicado mucho esfuerzo a
intentar optimizar el medio usado para almacenar y transportar los érganos sélidos usados para el trasplante. Hoy en
dia se usan soluciones salinas frias con nutrientes disefiadas especificamente para este fin. Sin embargo, el tiempo
de isquemia (tiempo sin oxigeno) permitido es todavia muy limitado para 6rganos como corazén, pulmones, rinones
e higado. Cada vez mas, células de los islotes pancreaticos y diferentes clases de las denominadas células madre
(hematopoyéticas y mesenquimatosas idem, por ejemplo) también se transportan por todo el mundo para fines de
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trasplante. En la misma linea, el trasplante de tejido retiniano es un posible tratamiento futuro actualmente probado
en animales. Las enfermedades caracterizadas por dafo oxidativo de la retina son a menudo indicaciones para
trasplante de retina. Se mostr6 recientemente que el preacondicionamiento del tejido retiniano puede protegerlo
frente a la muerte celular oxidativa.
Por tanto, los ejemplos incluyen:

* Uso de didlisis renal

* Uso de un sistema de circulacion extracorpérea

* Cirugia vascular

* Trasplante de células y érganos

C) Estrés oxidativo como resultado de hemoglobina libre, hemo e iones hierro

Tal como se describié anteriormente, la hemoglobina libre y sus metabolitos estan entre los oxidantes enddgenos
mas fuertes. Existen de manera natural varios sistemas de proteinas y enzimas antioxidantes protectoras para
impedir la oxidacion. En muchas enfermedades, la hemorragia forma parte de la fisiopatologia, lo que potencia el
estrés oxidativo. Las causas yatrégenas también son comunes. La hemorragia puede producirse o bien de manera
sistematica o bien dentro de compartimientos cerrados, es decir hemorragias intracraneales, dentro de las
articulaciones, en el tubo digestivo y dentro de 6rganos capsulados.

La hemdlisis, destruccion incontrolada de glébulos rojos, puede conducir a hemoglobinemia y hemoglobinuria, es
decir concentraciones elevadas de hemoglobina en la sangre y la orina, respectivamente. La hemoglobina
plasmatica se filtra a través de los glomérulos de los rifiones y se reabsorbe por células tubulares en las que puede
conducir a la formacién de precipitados denominados hemosiderina durante condiciones con sobrecarga de
hemoglobina, lo que provoca dafio oxidativo. Si la sobrecarga de hemoglobina es muy alta y no hay ningln
tratamiento disponible, los rifiones se dafan de manera irreversible y se requiere didlisis o trasplante de rifidn.

Las enfermedades en las que se lisan glébulos rojos se clasifican segun la ubicacion del acontecimiento litico, o bien
dentro de los vasos sanguineos o bien fuera de ellos. La hemdlisis tanto intravascular como extravascular provoca
anemia que puede dividirse en diferentes categorias dependiendo de la causa de la lisis. Por tanto, tres grupos
principales de anemia hemolitica autoinmunitaria (AIHA) son AIHA mediada por IgG caliente, AIHA mediada por IgM
fria o sindrome de aglutininas frias y anemia hemolitica inmunitaria inducida por farmacos. En todas estas
enfermedades, anticuerpos producidos por el paciente recubren y destruyen los glébulos rojos. Otra forma especial
de anemia hemolitica mediada por anticuerpos se encuentra en fetos/recién nacidos de madres que se han
inmunizado para producir anticuerpos de grupo sanguineo contra los antigenos paternos en la superficie de los
glébulos rojos en la descendencia. La enfermedad hemolitica del recién nacido es una enfermedad potencialmente
mortal puesto que conduce a valores de hemoglobina peligrosamente bajos y finalmente a hidropesia fetal, un
estado critico en el que el bebé acumula agua debido a la carencia relativa de globulos rojos que pueden hacer
circular la hemoglobina.

Muchos defectos enzimaticos diferentes del metabolismo de los glébulos rojos también pueden asociarse con
sindromes hemoliticos. La hemdlisis mecanica y hemoglobinuria paroxistica nocturna (PNH), una enfermedad
hemolitica intravascular adquirida debida a la falta de proteinas reguladoras del complemento ancladas a
glicosilfosfatidilinositol, representan otras formas menos comunes de hemodlisis intravascular. Ademds, puede
producirse hemdlisis inmediata o retardada como acontecimientos adversos tras una transfusion o trasplante clinico
(véase a continuacion). Los pacientes con sindrome mielodisplasico y anemia diseritropoyética también pueden
padecer produccion de RBC ineficaz y posterior lisis. Ademas de estados asociados con un exceso de hemoglobina
libre, los pacientes con trastornos del metabolismo del hierro incluyendo hemocromatosis padecen un aumento del
estrés oxidativo y como los pacientes con enfermedad hemolitica pueden beneficiarse de mecanismos antioxidantes
regulados por incremento.

Tanto hemo como hemoglobina libre que resultan de estos estados hemoliticos estan asociados con la generacion
de diversas especies reactivas del oxigeno (ROS) que pueden inducir dafio oxidativo a moléculas de la matriz,
membranas celulares y otros componentes tisulares tal como se expuso anteriormente. Especialmente la hemdlisis
intravascular da como resultado concentraciones inaceptablemente altas de hemoglobina libre en plasma que
pueden conducir a hipertension, dafio renal y colapso circulatorio. Esto puede observarse en su forma mas drastica
y potencialmente mortal como parte de reacciones transfusionales hemoliticas agudas tras la administracién de una
unidad de sangre con el grupo ABO incorrecto. La situacion completa se caracteriza por una induccién inmunolégica
de una respuesta al estrés oxidativo. Por ejemplo, el suministro de haptoglobina de uniéon a hemoglobina en plasma
se sustituye rapidamente ya que los complejos entre la hemoglobina y haptoglobina se someten a aclaramiento
rapidamente de la circulacion por el receptor CD163. Por consiguiente, la haptoglobina en plasma reducida o
ausente se usa como marcador de diagndstico para la hemdlisis. De manera similar, el hemo libre se une por
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hemopexina en plasma a partir de lo cual se retira entonces este complejo mediante interaccion con el receptor
CDo1.

Las infecciones son aun otro tipo de enfermedades que pueden conducir a hemolisis. En el paludismo, los glébulos
rojos son invadidos por el parasito Plasmodium, que se alimenta, se multiplica y provoca de manera intermitente que
se rompan las células. El parvovirus B19 se une a través del antigeno de grupo sanguineo P a células progenitoras
eritroides y las infecta preferentemente. En nifios, una infeccion de ese tipo no se caracteriza casi nunca por la
produccion de autoanticuerpo anti-P que provoca la destruccion de glébulos rojos. De manera similar, una infeccién
por Mycoplasma produce una respuesta de anticuerpos que a menudo dan reaccién cruzada tanto con el patégeno
como con el antigeno de grupo sanguineo |, provocando de ese modo lisis intravascular que algunas veces puede
ser potencialmente mortal.

Otro grupo de enfermedades con un componente hemolitico se encuentra en un gran nimero de personas en todo
el mundo. Hay mudltiples variantes de trastornos genéticos de hemoglobina pero se mencionaran en el presente
documento algunos de los mas importantes: anemia falciforme, en la que una mutacién de hemoglobina que da
como resultado la variante HbS, se asocia con malformacién y desestabilizacion de los globulos rojos,
especialmente si disminuye la tensién de oxigeno. La talasemia es otra coleccién de trastornos genéticos que
reducen la sintesis de hemoglobina y algunas veces conducen a hemdlisis. Se ha mostrado que tanto los pacientes
con anemia falciforme como con talasemia padecen una sobrecarga de hierro, inflamacién y estrés oxidativo. De
manera interesante, se ha mostrado recientemente que otro miembro de lipocalina, NGAL, esta regulado por
incremento en pacientes con talasemia en los que se sabe que el estrés oxidativo estd aumentado. Estos tipos de
trastornos conducen a la exposicion de hemoglobina y los acontecimientos posteriores descritos anteriormente:
formacion de ROS, hemo libre, hierro libre, estrés oxidativo y vasoconstriccion.

Estados yatrégenos asociados con hemoglobina libre de células.

Transfusion de sangre. Cuando se realiza una transfusion de glébulos rojos de un donante de sangre a un paciente,
el almacenamiento de la unidad de sangre ha tenido lugar a 4 grados durante un maximo de 42 dias. Esto da como
resultado una funcién y estabilidad subdptimas de los elementos celulares en la bolsa de plastico. Por ejemplo,
incluso aunque existen reglamentos para garantizar una calidad 6ptima de los hemoderivados transfundidos, una
determinada cantidad de fuga de hemoglobina de las células es inevitable y esperada. Hay también una oxidacién
progresiva de proteinas del citoesqueleto y acumulacion de hemoglobina desnaturalizada en globulos rojos
almacenados. Ademads, un notable porcentaje de células danadas se lisara o someter4d a aclaramiento
inmediatamente de la circulacion del receptor tras la infusion. Por tanto, aunque se garantiza la mejor compatibilidad
posible de grupos sanguineos mediante pruebas de compatibilidad cruzada, etc. en el banco de sangre, el receptor
experimentara un aumento de carga de hemoglobina libre tras la transfusion y, por consiguiente, también los efectos
negativos del estrés oxidativo.

A pesar de esto, se proporcionan casi medio millén de unidades de sangre en Suecia al afio y, por consiguiente,
millones en todo el mundo. Actualmente se consideran las transfusiones un requisito previo para la medicina
moderna, incluyendo intervenciones quirtrgicas, actividades obstétricas seguras, tratamiento con quimioterapia
intensiva de supresién hematopoyética para el cancer, asi como trasplante de células madre o de érganos.

Sustitutos de la sangre. Puesto que la necesidad de sangre que puede transfundirse de manera continua supera el
suministro real, existe una demanda constante de fuentes alternativas de sangre. Varios productos sustitutos de la
sangre estan en ensayos clinicos actualmente, en América del Norte asi como en Europa y Suecia. Un grupo
principal de sustitutos de la sangre son los transportadores de oxigeno basados en hemoglobina (HBOC). Estos
consisten en disoluciones concentradas de hemoglobina libre de células, modificada de una forma u otra para
minimizar los efectos adversos de la molécula de hemoglobina (véase anteriormente). Aunque no se usan HBOC
clinicamente en la actualidad, se cree que es s6lo una cuestion de tiempo antes de que el tratamiento con sustitutos
de la sangre sea una realidad para indicaciones tales como choque hemorragico inducido por traumatismo y
prevencion de hipotension.

Ademas de la situacion descrita anteriormente de transfusién de sangre en el mejor de los casos, hay tres
situaciones en las que la carga de hemoglobina libre y hemo (y por consiguiente de estrés oxidativo) corre el riesgo
de aumentar adicionalmente:

1) Las estadisticas actuales de sistemas de hemovigilancia (es decir, vigilancia de la sangre) en la mayor parte de
los paises desarrollados actualmente muestran claramente que los incidentes graves mas frecuentes asociados con
la transfusion de sangre estan relacionados con el grupo sanguineo. Por ejemplo, esto se aplica a >80% de todos
los incidentes graves en la base de datos de peligros graves de transfusion (SHOT) en R.U. Ademas, las
transfusiones de sangre con incompatibilidad ABO por error pueden provocar hemolisis intravascular y reacciones
adversas mortales debido a sobrecarga aguda de hemoglobina libre en plasma y todos sus efectos posteriores. Se
ha mostrado que esta complicacion tragica representa hasta el 50% de todas las victimas mortales relacionadas con
transfusion. Si el paciente supera la fase aguda de la reaccion de sobrecarga de hemoglobina, no es improbable que
persista un dafo renal permanente y pueda ser un motivo para trasplante de rindn mas tarde. Todas estas
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reacciones se deben a la falta de modos apropiados para ocuparse de las cantidades excesivas de hemoglobina
libre, hemo y membranas celulares que quedan tras esta clase de episodio litico debido a anticuerpos anti-A y/o anti-
B que se producen de manera natural presentes en el plasma dependiendo del grupo sanguineo ABO de los
receptores. Aunque menos comun, también otras combinaciones de grupo sanguineo incompatibles fuera del
sistema ABO puede provocar acontecimientos hemoliticos intravasculares o extravasculares que ponen en riesgo al
paciente.

De la manera mas importante, las unidades de sangre sélo son compatibles para el estado de ABO y RhD
actualmente, lo que deja los otros aproximadamente 300 grupos sanguineos incompatibles. Si el paciente tiene o
desarrolla una respuesta inmunitaria frente a cualquiera de esas estructuras, entonces puede producirse hemdlisis
sin la necesidad de que se haya producido un error en el proceso de transfusion.

2) Los pacientes con necesidades de transfusion de manera crénica eventualmente padecera sobrecarga de hierro
puesto que los globulos rojos transfundidos tendran una semivida mas corta en la circulacién del receptor. Esto se
debe a muchos factores pero la lesiéon por almacenamiento normalmente se considera importante y la enfermedad
para la que se transfundi6 al paciente también puede provocar un aumento del recambio de glébulos rojos en
general. Por tanto, se tratan estos pacientes con agentes quelantes con la capacidad para unir iones de hierro,
reduciendo de ese modo el estrés oxidativo. Sin embargo, no hay tratamiento especifico para ocuparse del aumento
de la carga de hemo y hemoglobina asociado con la transfusion crénica, ni el estrés oxidativo en general provocado
por la combinacién de un trastorno litico como, por ejemplo, talasemia mayor y la necesidad de transfusion crénica
que crea.

3) Finalmente, los pacientes que requieren hemoderivados irradiados reciben unidades de glébulos rojos que se
danan adicionalmente méas alld de la lesion por almacenamiento convencional. Normalmente, se administra una
dosis de irradiacion gamma a 25 Gray a cada unidad de sangre para garantizar que se inactivan todos los
componentes celulares, es decir que no pueden dividirse ni proliferar. Esto es importante de manera critica para
cualquier paciente cuyo sistema inmunitario estd suprimido gravemente o no es funcional. Por consiguiente,
categorias de pacientes comunes que reciben esta clase de sangre incluyen receptores de trasplantes de célula
madre, pacientes tratados con determinados agentes quimioterapicos, fetos transfundidos in utero y pacientes con
defectos inmunitarios congénitos graves. Por tanto los ejemplos incluyen:

* Trastornos hemoliticos

»  Enfermedad por infecciones (paludismo, Shigella, fiebres hemorréagicas, etc.)

* Enfermedad metabdlica (anemia falciforme, talasemia, sindrome urémico hemolitico etc., hemofilia)

* Transfusion de sangre

» Tratamiento con sustituto de la sangre

* Terapia anticoagulacion

* Complicaciones per y posoperatorias

D. Estrés oxidativo como resultado de factores derivados de alimentos y ambientales

Se conoce desde hace mucho tiempo que la luz ultravioleta (UV), o la irradiacién con fotones, inducen radicales
libres y estrés oxidativo, y por tanto dafio de los tejidos (es decir, la piel) expuestos a la luz UV. Los mecanismos
incluyen dano directo mediante la irradiacion con UV de ADN celular y dafio indirecto a través de la formacion de
ROS que provoca dafio del tejido mediante modificacion oxidativa. Este ultimo se denomina estrés fotooxidativo.

Las causas yatrogenas son de nuevo importante a este respecto. El tratamiento de infecciones con terapias
antibacterianas y virales puede provocar inflamacién y formacién de productos oxidativos que desplazan el equilibrio
(figura 1). Ademas, las terapias contra el cancer citostaticas agresivas inducen muerte celular masiva que drena a su
vez los sistemas antioxidantes enddgenos. Ademas, las radioterapias inducen grandes cantidades de radicales
libres. Asimismo, la irradiacién con particulas cargadas de tejidos vivos puede inducir respuestas bioldgicas que van
de muerte celular necroética, apoptosis o detencion del ciclo celular a estrés oxidativo inducido mediante la formacién
de ROS. La terapia de irradiacién con iones, o irradiacion con microhaz de particulas cargadas, es una forma
particular usada para el tratamiento de cancer. Por ejemplo, en la terapia de irradiacién con protones se dirige una
dosis de irradiacion a un tumor, y las dosis de irradiacién usadas son lo suficientemente altas como para destruir las
células tumorales pero lo suficientemente bajas como para minimizar el dafio oxidativo del tejido circundante a
través de la formacién de ROS. Los ejemplos incluyen:

e lIrradiacién con luz UV
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» Terapias antiinfecciosas (antibacterianas, virales y parasitarias)
» Citostaticos

* Radioterapia

* Rayos X

Las contaminaciones ambientales y las toxinas tienen un efecto negativo general sobre todas las creaturas vivas.
Dependiendo de la capacidad antioxidante de un individuo, tiene un grado variable de resistencia natural al estrés
oxidativo. Las ratas y las cucarachas tienen una capacidad antioxidante extremadamente alta, por tanto tienen una
alta tasa de supervivencia predictiva en acontecimientos extremos como situaciones posteriores a una guerra
nuclear, etc.

La mayor parte de la capacidad antioxidante humana es endogena, sin embargo los diferentes sistemas dependen
de cofactores tales como vitaminas y minerales, proporcionados por la ingestién de alimentos. Por tanto, el estado
nutricional de un individuo es importante para contrarrestar el estrés oxidativo. Se ha evaluado en muchas
situaciones la terapia antioxidante con suplemento de vitaminas C y E, pero puesto que los efectos requieren que se
retiren los productos reducidos del cuerpo, no hay estudios que respalden su uso en situaciones con alto estrés
oxidativo (por ejemplo, preeclampsia).

E. Trastornos relacionados con el estrés oxidativo de la piel.

La piel es el 6rgano méas grande del cuerpo y proporciona una barrera fisica que protege el organismo humano
frente al entorno. Los estados patolégicos que implican la perturbacion de la funcion de barrera desarrollan
facilmente inflamacién debido a la exposicién a oxigeno, irradiacién con luz UV, invasiéon microbiana, etc. Ademas, la
inflamacién y otros trastornos relacionados con el estrés oxidativo de la piel tienen rasgos caracteristicos debido a su
alto contenido en componentes de ECM, por ejemplo fibras de colageno. El colageno es especialmente sensible al
dafo oxidativo puesto que esta molécula tiene una tasa de recambio extremadamente lenta. De hecho, las fibras de
colageno de la piel estan hechas para durar toda la vida. Por tanto, el nimero de modificaciones oxidativas en el
tejido de la piel aumenta a lo largo del tiempo, con la edad.

La dermatitis atopica es un estado inflamatorio crénico (con recaidas) de la piel provocado por irritacion fisica y
quimica (por ejemplo, alergia) conduciendo a piel escamosa y eccema. La psoriasis es un estado similar pero esta
provocado por autoinmunidad en lugar de irritantes externos.
Las heridas crénicas en las piernas y otras Ulceras crénicas se caracterizan por una inflamacién persistente debido
al flujo sanguineo alterado, observado comunmente en pacientes diabéticos, hemorragia y/o infecciones
microbianas. Se cree que varios mecanismos provocan la cicatrizacién defectuosa. La hemoglobina, el hemo y el
hierro libre, que se originan a partir de glébulos rojos, que migran desde la sangre hasta el tejido de la herida, asi
como desde la necrosis extravascular, son importantes factores patdégenos. Las ROS vy los radicales libres inducidos
por los componentes de degradacién de la hemoglobina presentan fuerte estrés oxidativo que conduce a dafo del
tejido y a destruccion celular y por tanto impiden una cicatrizacion normal.

* lrradiacién con luz UV

* Modificaciones relacionadas con la edad

* Heridas agudas

* Heridas cronicas en la piel

e Dermatitis atdpica

* Psoriasis

F. Estrés oxidativo y reproduccion

El aparato reproductor femenino es de interés particular desde el punto de vista del estrés oxidativo. Durante el ciclo
menstrual normal, hay un sangrado mensual, que secreta el endometrio. Muchas mujeres experimentan dolor en
este proceso, denominado dismenorrea. Recientemente han podido detectarse altos niveles de marcador para
estrés oxidativo en plasma de estas mujeres (datos no publicados).

La dismenorrea también puede ser un sintoma de endometriosis, todavia un enigma dentro del campo de la

ginecologia. En este estado, hay un tejido endometrial ectopico que se extiende como islas en la cavidad abdominal.
Estas islas reaccionan a los niveles hormonales sistémicos y, por consiguiente, sangran durante la menstruacién. La

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2571956 T3

sangre intraabdominal provoca dolor y mas tarde también la formacion de filamentos, los cordones pueden ocluir el
intestino asi como las trompas de Falopio provocando esterilidad y problemas gastrointestinales.

La implantacién es cuando el 6vulo fecundado establece contacto con el endometrio de la embarazada, la decidua.
La regulacion del flujo sanguineo uterino es importante tanto durante la menstruacion, la implantacion como durante
el embarazo. Las monoaminas son potentes mediadores vasoactivos que regulan el flujo sanguineo y, en el caso de
la histamina, la permeabilidad capilar. La serotonina y la histamina desempefian un papel en la decidualizacion,
implantacion y, en el caso de la histamina, también en la inmunomodulacion. Se ha notificado que la lesion local en
el endometrio, provocada al tomar una biopsia, aumenté la incidencia de implantacion en pacientes con IVF
(fecundacion in vitro). Por tanto, es probable que mediadores inflamatorios, incluyendo histamina, que se liberan
normalmente durante la remodelacién y reparacion tisular funcionen como mediadores de la decidualizacién y la
implantacion. La implantacién en ratas también se indujo por histamina cuando se combiné con dosis subdptimas de
estrogenos mientras que la aplicacion intrauterina de inhibidores o antagonistas para receptores de histamina inhibe
la formacion de la decidua. El estrés oxidativo que sigue a la inflamacién regulada, puede en el caso de esterilidad
superar al sistema antioxidante y provocar de ese modo un aborto espontaneo.

Las contracciones y partos prematuros son problemas obstétricos comunes. El mecanismo esencial que
desencadena dilatacion prematura del cuello uterino y contracciones uterinas es la inflamacién. La inflamacion
puede inducirse mediante infecciones y hemorragias. Probablemente el estrés oxidativo es el principal culpable
también en estas situaciones.

* Dismenorrea

* Endometriosis

* Parto prematuro

G. Estrés oxidativo en la medicina neonatal

Un alto porcentaje de todos los partos son prematuros, es decir antes de la semana 34 de gestacién. La
prematuridad extrema (semanas 23-28 de gestacién) a menudo se complica con dafo organico grave. Los
problemas predominantes en bebés prematuros son dafio pulmonar, necrosis del tubo digestivo, hemorragias e
infecciones cerebrales, situaciones caracterizadas por alto estrés oxidativo. Por consiguiente, la oxidacién es el
denominador de daro. Los sistemas antioxidantes endégenos no estan completamente desarrollados y/o maduros
para manejar el estrés oxidativo que se produce fuera del dtero. En embarazos normales, los pulmones, la piel y el
tubo digestivo del bebé, estan todos protegidos por el liquido amniético que rodea al feto tanto dentro como fuera, es
decir con respecto a la piel.

La hemorragia intraventricular (IVH). La IVH cerebral grave se produce en aproximadamente el 15% de neonatos
prematuros nacidos antes de las 28 semanas de gestacion. Mas del 50% de neonatos con IVH desarrollan
hidrocefalia poshemorragica y el 40% desarrollan deterioro neuroldgico grave (principalmente paralisis cerebral) tal
como se detecta a los 2 afios de edad. No hay ninguna terapia disponible para prevenir que los neonatos desarrollen
o bien hidrocefalia o bien incapacidad neurol6gica grave. La hemdlisis de la sangre extravasada provoca la
liberacion de hemoglobina libre en el liquido cefalorraquideo (CSF) intraventricular. La hemoglobina libre y sus
productos de degradacién hemo, CO y hierro libre pueden inducir en alto grado estrés oxidativo y proinflamacién.
Los preoligodendrocitos que pueblan la sustancia blanca periventricular son extremadamente vulnerables a la
inflamacién y al estrés oxidativo dando como resultado dafno de los tractos de sustancia blanca corticoespinales
conduciendo al desarrollo de paralisis cerebral. Surge estrés oxidativo secundario de la muerte celular inducida por
productos de hemodlisis y conduce a la liberacién de oxidantes y radicales libres principalmente de mitocondrias
danadas, sumandose al estrés oxidativo provocado por la propia hemoglobina libre. Los ejemplos incluyen:

» Dificultad respiratoria

* Hemorragia cerebral intraventricular
*  Enterocolitis necrosante (NEC)

* Infecciones

*  Hemolisis

Principios de la administracién de alfa-1-microglobulina

A partir de la descripcién anterior, se deduce que A1M debe estar presente durante un periodo de tiempo suficiente
en un liquido, érgano, tampon, etc., para impedir, o inhibir, las acciones de un oxidante presente en la misma
muestra biolégica. Por otro lado, A1M también puede usarse en una Unica ocasion para fines de limpieza, es decir
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para retirar un oxidante o un producto de oxidacion. Por tanto, las aplicaciones médicas de A1M pueden ser de dos
tipos principales, 1) continua en un periodo de tiempo definido o 2) dosis Unica / multiples dosis. Principalmente, se
usaran las aplicaciones de dosis Unica por motivos practicos pero la administracién continua también es posible, por
ejemplo usando vehiculos de producciéon de A1M recombinante (es decir, células).

Una segunda clasificacion esta relacionada con la ubicacién de la administracién de A1M, es decir puede afadirse
A1M 1) de manera global/sistémica o 2) de manera local. Ejemplos de la categoria 1) es didlisis artificial, en la que
puede usarse A1M para la eliminacion de radicales como adicién al volumen completo de liquido de didlisis, o
tratamiento de aterosclerosis, en el que puede anadirse A1M a la sangre para reparar el dafio endotelial inducido por
MPO. Ejemplos de la categoria 2) es el tratamiento de heridas crénicas en las piernas, en el que puede afnadirse
A1M en una dosis Unica de manera local a la herida para “limpiar” hemo depositado y radicales, y para reparar los
productos de oxidacion.

La administracion de A1M puede ser una vez al dia o dividida en mdltiples dosis al dia dependiente de la
enfermedad particular que va a tratarse, el estado del sujeto que va a tratarse (edad, peso, gravedad de la
enfermedad). Una dosificacién diaria de A1M es normalmente de desde 0,5 mg/kg de peso corporal hasta 100 mg/kg
de peso corporal. El régimen de dosificacion depende de la enfermedad o el estado que va a tratarse y puede
implicar el tratamiento durante 1 minuto hasta el tratamiento durante toda la vida.

Una composiciéon comprende normalmente desde el 10-99% p/p de A1M pero puede de ser menos del 10% a tan
s6lo cantidades traza, si es farmacéuticamente viable. Para detalles adicionales y ejemplos de formulaciones,
véanse a continuacion los ejemplos de formulacién.

A1M se administra preferiblemente en forma de una composicion farmacéutica. Debido a la naturaleza polipeptidica
de A1M se disefian las composiciones preferidas para uso parenteral, pero A1M también puede aplicarse de manera
local, por ejemplo sobre la piel en relacion con la cicatrizacién de heridas, en articulaciones en relacién con artritis o
en las cavidades cerebrales cuando se tratan hemorragias intraventriculares. Ademas, tal como parece a partir de la
descripcion en el presente documento, también puede anadirse A1M a la sangre destinada para transfusiéon o a
células u érganos que van a trasplantarse en un sujeto. Por consiguiente, puede formularse A1M en un liquido, por
ejemplo en una disolucion, una dispersién, una emulsién, una suspensién etc., o puede estar en una formulacién
adecuada para la administracion a la piel tal como, por ejemplo, una locién, una crema, una pomada, una
suspensién, una emulsion, una pasta, un polvo, una parche, un emplasto, un apésito, un jabén, un champu, locién
de proteccion solar etc. Ademas, puede incluirse A1TM en dispositivos médicos o equipos, por ejemplo como
recubrimiento liberable en catéteres etc.

Alternativa y adicionalmente, pueden incluirse portadores especificos para dirigir el principio activo a una parte
especifica del cuerpo. Por ejemplo un complejo anticuerpo-A1M en el que se dirige el anticuerpo a la ubicacién de
eleccion (“migracion”) mediante su especificidad por un determinado epitopo; una célula madre o una célula
recombinante con tales propiedades de migracién, por ejemplo receptores de integrina especificos para un tejido y
con la capacidad artificial o natural para secretar grandes cantidades de A1M. El tratamiento seria mas eficaz puesto
que el farmaco se concentraria en el sitio de inflamacion, sangrado, etc., y se requeriria menos A1M.

Para uso parenteral, los disolventes adecuados incluyen agua, aceites vegetales, propilenglicol y disolventes
organicos aprobados en general para tales fines. En general, un experto en la técnica puede encontrar orientacion
en “Remington’s Pharmaceutical Science” editado por Gennaro et al. (Mack Publishing Company ), en “Handbook of
Pharmaceutical Excipients” editado por Rowe et al. (PhP Press) y en monografias oficiales (por ejemplo, Farm. Eur.
o USP) en relacién con excipientes relevantes para los tipos de formulacién especificos y con métodos para preparar
una formulacion especifica.

Ejemplos de posibles usos para la alfa-1-microglobulina como agente terapéutico

Los ejemplos presentados a continuacion se incluyen solamente para inspiraciéon y no deberan considerarse en
modo alguno como limitativos.

Debido a sus propiedades Unicas tal como se comenta en el presente documento, A1M puede ser significativamente
superior a alternativas conocidas actualmente como tratamiento en varias aplicaciones. El principio fundamental
para las aplicaciones enumeradas a continuacion es que se afade A1M a una situacion clinica o bien antes de un
aumento esperado en el estrés oxidativo, durante o bien después de una situacion con alto estrés oxidativo, con el
fin de contrarrestar la oxidacion. Muchas situaciones clinicas caracterizadas por alto estrés oxidativo se enumeraron
en los puntos anteriores, s6lo se usa una seleccion de enfermedades en los ejemplos a continuacién, pero los
principios de tratamiento se aplican a todos. Se proporciona una visién general en la siguiente tabla 1.

Tabla 1. Estados con estrés oxidativo que puede tratarse con A1M

GRUPO ENFERMEDADES/ESTADOS CONDICIONES
YATROGENAS
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A. Infeccién e Pulmonar (COPD)
inflamacién Inflamaciones
autoinmunitarias
Inflam. neurodegenerativa
Enfermedad inflam. del

intestino
Artritis, artrosis
B. Relacionados con Aterosclerosis Dialisis
isquemia y Accidente cerebrovascular Trasplante de 6rganos
reperfusion Infarto de miocardio Trasplante de células
madre
Estrés por el sistema de
circulacion extracorporea
C. Estrés oxidativo Enfermedades hemoliticas Transfusién de sangre
como resultado de Hemocromatosis Tratamiento con HBOC
hemoglobina libre, Inf. por paludismo
hemo e iones de Inf. por Shigella
hierro Fiebres hemorragicas
Falciforme
Talasemias
D. Factores derivados Irradiacion con luz UV Radioterapia contra el
de alimentos o cancer
ambientales Radioterapia
Terapia contra la infeccion
Investigacion con rayos X
E. Piel Irradiacion con luz UV de la
piel Cicatrizacion de heridas
Dermatitis atopica tras cirugia, incluyendo
Psoriasis cirugia plastica
Heridas crénicas en las
piernas

Heridas agudas
Envejecimiento

F. Reproduccion Dismenorrea
Endometriosis
Esterilidad
Partos prematuros

G. Estados Hemorragias cerebrales

neonatales incluyendo IVH

Estados hemoliticos
Dificultad respiratoria
Enterocolitis necrosante

A) Infeccion e inflamacion

Se podria administrar A1TM en combinaciéon con farmacos convencionales contra la infeccién y farmacos
antiinflamatorios con el fin de contrarrestar el estrés oxidativo observado por ejemplo en COPD. En esta
enfermedad, podria usarse A1M como adicién al liquido de lavado pulmonar o como aerosoles inhalados. El efecto
de A1M en esta aplicacion seria eliminar radicales y reducir/reparar modificaciones oxidativas en el tejido pulmonar.
El tratamiento puede ser de tipo de dosis Unica o de multiples dosis y local y el efecto pro e interactivo.

B) Enfermedades relacionadas con isquemia y reperfusion

Aterosclerosis. Tal como se describié anteriormente, esta bien establecido que los oxidantes y el estrés oxidativo
son fundamentales en el desarrollo de aterosclerosis, y que la oxidacion de LDL es un producto intermedio comun
que conduce a placas ateroscleréticas. Aunque la mayoria de los estudios de antioxidantes no han podido mostrar
los efectos protectores frente a la enfermedad, se considera ATM como posible agente terapéutico por varios
motivos: 1) tiene un amplio arsenal de antioxidante: reduccién enzimatica y no enzimatica de oxidantes y eliminacién
de radicales; 2) tiene una capacidad de reparacién de la oxidacion de posible importancia para lesiones
ateroscleroéticas; 3) A1M puede inhibir la oxidacién de LDL por hemo y ROS (no mostrado); 4) A1M puede reducir la
modificacién oxidativa inducida por hemo y ROS de LDL (no mostrado); 5) A1M esta presente en particulas de LDL
enddgenas (no mostrado), lo que sugiere que tiene un papel como antioxidante en LDL ya que la aterosclerosis es
un resultado de oxidacién patoldgica en exceso de la capacidad de A1M; 6) A1M participa en la desactivacion de
MPO (no mostrado). La aplicacion de A1M para la prevencion y/o el tratamiento de aterosclerosis puede ser
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continua y global, usando por ejemplo infusién venosa o trasplante de un vector celular con alta capacidad de
produccion de A1M. Alternativamente, el tratamiento puede ser de tipo de dosis Unica y local, por ejemplo mediante
infusion directa en una arteria coronaria cardiaca. El tratamiento puede ser pro o interactivo, inhibiendo la oxidacion
de LDL y formacion de aterosclerosis, o retirada/reparacion terapéutica de placas ateroscleroticas.

El accidente cerebrovascular y el infarto de miocardio son indicaciones en las que puede usarse A1M para inhibir el
estrés oxidativo y reparar lesiones inducidas por los acontecimientos de isquemia-reperfusion. Puede anadirse A1M
de manera sistémica o de manera local. El tratamiento puede ser de tipo de dosis Unica, multiples dosis o continuo y
el efecto post-activo. En el caso de infarto de miocardio, el tratamiento con A1M podria combinarse con un
procedimiento invasivo quirtrgico asociado con distension arterial, etc.

Artritis. En estos estados inflamatorios, el tratamiento de A1M es favorable debido a la limitacién natural del/de los
sitio(s) de la enfermedad. Desde el punto de vista mecanistico, las propiedades antiinflamatorias, de reparacion y de
promocién de ECM serian especialmente valiosas en el tratamiento. El tratamiento puede ser de tipo de dosis Unica,
de multiples dosis o continuo y el efecto post-activo.

Dialisis. Puede prevenirse el estrés oxidativo inducido como resultado de didlisis mediante tratamiento con AIM y se
repara el dano oxidativo inducido por dialisis mediante A1M. Existen dos tipos principales de dialisis clinica:
hemodidlisis y didlisis peritoneal. En la hemodidlisis, la sangre del paciente se hace circular de manera
extracorpérea a través de un aparato de dialisis en el que se equilibra con un liquido de dialisis sobre una membrana
semipermeable. Puede anadirse A1M al liquido de didlisis de manera que no se permite que entre en la sangre. La
A1M reducira y se unira a oxidantes/radicales, y por tanto funciona como “sumidero de radicales” o de oxidantes que
atrapa y elimina los radicales y oxidantes, aumentando diez veces la tasa de eliminacion de radicales.
Alternativamente, puede hacerse pasar la sangre a través de una columna de A1M insolubilizada, dispuesta en linea
con el aparato de dialisis. En la didlisis peritoneal, se inyecta el liquido de didlisis en la cavidad peritoneal del
paciente (que rodea los intestinos), y se deja alli durante un periodo de tiempo. El peritoneo actia como membrana
de didlisis permitiendo que se equilibren pequefias moléculas (agua, sales, solutos organicos pequefios incluyendo
radicales). Entonces se drena y se desecha el liquido de didlisis. También en este caso, puede anadirse A1M al
liquido de dialisis de manera que no se permite que entre en la sangre y A1M funcionara como “sumidero” de
oxidantes o radicales. Por tanto, el modo de aplicacién de A1M es de dosis Unica (aunque repetida para cada ronda
de dialisis), local y proactiva.

Trasplante de dérganos. Puesto que se conoce que el dafo oxidativo de células y érganos es un factor limitante entre
otros en el campo del trasplante, se propone anadir A1M a disoluciones de enjuagado y medios de almacenamiento
en frio para aumentar la viabilidad y el tiempo de transporte de tales células y 6rganos. Esto incluiria todos los
6rganos que se usan de manera rutinaria para trasplante (por ejemplo, corazén, pulmén, higado, intestinos,
pancreas, rinén, piel, hueso, retinas) y también células (por ejemplo, islotes de células pancreaticas, células madre
mesenquimatosas, células madre hematopoyéticas, células dendriticas y leucocitos para las infusiones de linfocitos
de donante para tratar la enfermedad de injerto contra huésped).

C) Estrés oxidativo como resultado de hemoglobina libre, hemo e iones de hierro

Enfermedades hemoliticas. Tal como se describié anteriormente hay miltiples enfermedades diferentes
caracterizadas por lisis incontrolada de glébulos rojos, de manera intravascular o extravascular. Especialmente
aquellas que implican hemolisis intravascular serian una diana interesante para la terapia con A1M porque el
problema incluye hemoglobina libre y hemo en plasma. Estas enfermedades incluyen anemia hemolitica
autoinmunitaria del tipo mediada por IgM fria, hemoglobinuria paroxistica nocturna y hemoglobinuria paroxistica por
frio. Se prevé que el tratamiento sea mediante administracion intravenosa Unica o mdltiple (posiblemente continua)
de A1M de modo terapéutico. Estos pacientes a menudo no tienen niveles de haptoglobina restantes y, por tanto, no
tienen defensa de amortiguacién para unir la hemoglobina libre.

Al mismo tiempo, se sabe que los pacientes con hemdlisis extravascular, por ejemplo incluyendo los diagnésticos
anemia hemolitica autoinmunitaria del tipo mediada por IgC caliente y anemia hemolitica inducida por farmacos,
tienen afectacion de sus funciones renales. Es probable que también padezcan un aumento del estrés oxidativo
basado en las grandes cantidades de hemoglobina y hemo que tienen que procesar cuando su sistema
reticuloendotelial, incluyendo macréfagos en el bazo, fagocitan miles de millones de gldbulos rojos extra en
comparacién con el estado estacionario. Es posible que también estos pacientes podrian beneficiarse de la terapia
antioxidante mediante A1M.

Transfusion de sangre. Los datos preliminares muestran que A1M previene la hemdlisis (figura 9) y protege los
glébulos rojos frente a hemoglobina’hemo libre ya formado in vitro. Al mismo tiempo, las disoluciones de
almacenamiento actuales para glébulos rojos para transfusién no tienen en cuenta el problema del dafio oxidativo
durante el almacenamiento. Por tanto, se han realizado experimentos en los que se anadié A1M a tubos de sangre o
incluso al medio de almacenamiento de unidades de sangre completa (no mostrado).
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Mejora de la calidad de unidades de glébulos rojos: Como medida preventiva para aumentar la calidad de glébulos
rojos para transfusién, se propone por tanto afiadir A1M antes y/o después del almacenamiento, dependiendo de
qué clase de hemoderivado sea. Esto seria un esquema de dosis Unica, proactivo para cada unidad de sangre. De
manera 6ptima, se anadiria ATM al medio de almacenamiento aunque actualmente esto es dificil debido a los
procedimientos de calentamiento que se usan para esterilizarla. Por tanto, podria afiadirse A1M por separado 1)
antes de que se inicie el periodo de almacenamiento (profilactico); 2) como agente de rejuvenecimiento tras haber
pasado un determinado periodo de tiempo (interactivo); o 3) antes de enviar la unidad de sangre a la sala (enfoque
"terapéutico”/ “de limpieza”). El propésito seria poder suministrar a los pacientes un hemoderivado mejor mediante la
adicion de dosis adecuadas de una proteina enddgena, no inmundgena. Seria especialmente atractivo en la
situacion de irradiacion gamma de sangre puesto que esas unidades tienden dafarse mas que la sangre comun
para transfusion.

La terapia en el caso de una reaccién transfusional hemolitica retardada o aguda: Aln otra aplicacién de A1M en
relacién con la transfusion de diferentes hemoderivados (glébulos rojos, plaquetas y plasma) es tratar pacientes que
han experimentado una reaccién transfusional hemolitica tras la administracion de una o mas unidad(es)
incompatible(s). Actualmente, no hay ningun tratamiento especifico para evitar los efectos téxicos de la hemoglobina
libre que resulta de la lisis mediada por anticuerpos de globulos rojos. Todas las terapias disponibles son
inespecificas, amplias y no muy satisfactorias debido al hecho de que no se dirigen a los problemas, la hemoglobina
libre y el hemo en plasma asi como el estrés oxidativo general que crean. En cambio, los enfoques farmacéuticos
tradicionales han sido contrarrestar los efectos biolégicos de estas sustancias. Se propone usar A1M como una
adicion a esteroides, adrenalina y otros agentes en el arsenal terapéutico actual.

La lisis puede ser de uno de dos tipos: 1) activa, lo que significa que se transfunden glébulos rojos de donante
incompatibles, se recubren con los anticuerpos de los receptores y se lisan, de manera o bien intravascular o bien
extravascular; y 2) pasiva, que se producen cuando se lisan los propios gldbulos rojos del paciente debido a la
administracion de plasma incompatible que contiene anticuerpo anti-A o anti-B que se producen de manera natural.
Este escenario es menos peligroso que 1) pero puede producirse tras la transfusiéon tanto de unidades de plasma
como de plaquetas. Aunque se supone que el plasma siempre se administra de manera compatible, pueden
producirse errores en ese caso asi como en 1). Sin embargo, para las plaquetas es comdn administrar plaquetas de
tipo O a pacientes de todos los grupos sanguineos lo que significa que pueden transferirse anticuerpo anti-A o anti-B
en alto titulo al paciente y provocar hemodlisis incluso si esto no se debe a un error.

Tratamiento con sustitutos de la sangre. Puede administrarse A1M como adicién al propio HBOC, o bien en forma
libre o bien como proteina de fusién con el HBOC para disminuir adicionalmente cualquier posible efecto adverso de
la hemoglobina extracelular.

Por tanto, se ha propuesto proporcionar A1M a pacientes como medio de hacer frente a las consecuencias
negativas y al estrés oxidativo inducido por hemoglobina libre y hemo. Un método preferible es la administracion
intravenosa de proteina tan pronto como sea posible tras el incidente (cuando se constate el error, o si el paciente
comienza a miccionar orina de color rojo o se queja de sintomas como dolor de espalda, fiebre, sudoracién y
nauseas). Esto seria una aplicacion terapéutica de dosis Unica o multiples dosis. Todavia tendrian que probarse
otros tratamientos no especificos como esteroides, adrenalina y diuresis forzada.

Puede aplicarse A1M en terapia para prevenir el estrés oxidativo debido a sobrecarga de hierro tras la transfusion o
en el caso de hemocromatosis, enfermedad de Wilson (sobrecarga de iones de cobre) y otras enfermedades
similares en las que se acumulan iones metalicos en el cuerpo del paciente. En los pacientes transfundidos de
manera cronica u otros estados en los que se acumulan iones metélicos, se propone complementar la terapia de
quelacion (mediante la que se unen iones divalentes por una sustancia infundida) con infusiones de A1M para
disminuir el estrés oxidativo que se ha documentado en estos pacientes.

D) Estrés oxidativo como resultado de factores derivados de alimentos y ambientales

Radioterapia contra el cancer dirigida. El cancer puede tratarse con irradiacion, cuyo propoésito es destruir las células
tumorales. Puede dirigirse la irradiacion, es decir enfocarse mas o menos en los tumores. Por supuesto, un
problema de esto es que también se afecta el tejido sano. Por este motivo, ha de mantenerse la dosis baja, limitando
el efecto de la radioterapia. En este caso, puede usarse A1M para prevenir la destruccion de células y componentes
tisulares vecinos, permitiendo que se use una dosis de irradiacion mucho mayor. Esta aplicacion de A1M es de dosis
Unica, local y proactiva.

E) Trastornos de la piel relacionados con estrés oxidativo

Irradiacion con UV. Puede usarse A1M para prevenir el dafo del tejido inducido por irradiacion con UV. Puesto que
partes del dafio estan mediadas por estrés oxidativo, la combinacion de las propiedades antioxidantes, de
eliminacion de radicales, de reparacion de la oxidacion y de “sumidero de radicales” de A1M hace que la proteina
sea un agente Unico y potente para minimizar el dafio del tejido durante la irradiacion con luz UV. Por ejemplo,
puede emplearse ATM como sustancia de “pantalla solar” de la piel para proteger frente a efectos agudos de la luz
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UV asi como efectos a largo plazo tales como el desarrollo de cancer de piel. Puede afadirse A1M a agentes de
proteccion de la piel existentes tales como 6xido de zinc. La aplicacion de A1M es de dosis Unica, local y proactiva.

Modificacion de la piel relacionada con la edad. Varias propiedades de A1M, tal como se describié anteriormente,
sugieren que puede promover la reparacién de los componentes extracelulares colageno y ECM, incluyendo
modificaciones oxidativas inducidas por la edad (pigmentacién, carbonilacién, hidroxilacion, reticulacion, etc.). Puede
anadirse la proteina a la piel por lo demés sana en varios sitios de inyeccion o como aplicacion local sobre la piel
intacta. La aplicacion de A1M puede repetirse en dosis Unicas locales.

Dermatitis atdpica y psoriasis. Puede usarse A1M para inhibir el estrés oxidativo asociado con la inflamacion en la
piel en estos estados. Esto incluye proteccién de las células y reparacion de las células, colageno y ECM. La
aplicaciéon de A1M puede repetirse en dosis Unicas locales.

Heridas crdnicas en las piernas. Las heridas cronicas, la mayoria de las cuales se localizan en las piernas,
representan un importante problema para la salud y una carga creciente, sustancial para los profesionales sanitarios
y sus financiadores. Se encuentra A1M en heridas crénicas en las piernas al unirse activamente a hemo y se localiza
conjuntamente con hemo principalmente alrededor de los vasos sanguineos. También se observa una produccion
continua de t-A1M en el liquido de Ulcera. Esto sugiere que A1TM es un mecanismo de defensa activado en la
cicatrizacion de heridas endogena. La hemoglobina, el hemo y hierro excesivos, no unidos o eliminados por ATM,
pueden ser un importante componente de la inflamacion cronica mediante induccién de ROS. Por tanto, se propone
el tratamiento de las heridas cronicas con A1M para proporcionar un enfoque para una cicatrizacion de Ulceras mas
rapida y mas eficaz que los tratamientos disponibles actualmente. La combinacién de las propiedades antioxidantes,
de eliminacién de radicales, de reparacion de la oxidacion y de “sumidero de radicales” de A1M hace que la proteina
sea un agente Unico y potente para el tratamiento de heridas crénicas en las piernas. La aplicacion de A1M puede
consistir en varias dosis Unicas, si se aplica de manera local en la herida, o incluso proporcionarse como una parte
intrinseca del vendaje como agente terapéutico.

Cicatrizacion de heridas agudas mejorada incluyendo cicatrizacion de heridas quirtrgicas. Las propiedades de
promocién de ECM (molecular y genética) asi como los efectos antiinflamatorios y de reparacién de A1M sugieren
que puede usarse la proteina en la cicatrizacion de heridas, por ejemplo de manera posoperatoria. Ademas, puede
reducir los efectos negativos de la sangre que queda tras la operacién y también evitar la infeccién mediante unién a
hierro libre etc.

F) Estrés oxidativo y reproduccion

A través de una administracién de A1M de modo ciclico, o bien de manera sistémica o bien como supositorios
vaginales, pudo tratarse la dismenorrea. La esterilidad es un problema comln que podria ser una indicacién
importante para el tratamiento con A1M. Esto podria realizarse de modo ciclico como ayuda en embarazos asistidos,
es decir IVF, transferencia de embriones, inseminacién, ICSI etc.

Los partos prematuros pueden ser una indicacién importante para el uso de A1M. De nuevo, la administracion de
manera sistémica o como supositorios vaginales puede ser un modo eficaz de detener el estrés oxidativo que
desencadena la dilatacién del cuello uterino y las contracciones prematuras.

G) Estrés oxidativo en la medicina neonatal

Todos los componentes de la maquinaria del estrés oxidativo (figura 5), estan representadas en la fisiopatologia de
la mayor parte de las complicaciones neonatales. Podria usarse A1M en las mascaras respiratorias para proteger los
pulmones inmaturos y en las formulas de sustitucién de la leche para proteger el intestino.

Las hemorragias cerebrales incluyendo hemorragia intraventricular (IVH) son indicaciones para el tratamiento con
A1M. En primer lugar, los efectos antihemoliticos descritos anteriormente (figura 9) conduciran a una disminucién de
las concentraciones de hemoglobina libre tras los incidentes de sangrado. En segundo lugar, las propiedades de
reduccion, eliminacién y reparacion de A1M lograran un efecto de proteccion y eliminacion inmediato frente al dafio
de células y tejidos inducido por hemoglobina, hemo y ROS. Puede inyectarse A1M directamente en los ventriculos
cuando se obtengan indicaciones de sangrado mediante ecografia de rutina de recién nacido prematuro en la zona
de riesgo.

La enfermedad hemolitica del feto/recién nascido siempre estd mediada por inmunoglobulina G (IgG), puesto que las
moléculas de IgM no atraviesan la placenta de la madre al feto sino que s6lo lo hace la IgG. Por tanto esta situacion
es similar a las anemias hemoliticas autoinmunitarias calientes comentadas en el parrafo anterior. Se propone que
puede usarse el tratamiento con A1M para ayudar al feto sensible a hacer frente al alto nivel de estrés oxidativo
provocado por los aloanticuerpos maternos (a menudo anticuerpos anti-Rh) que destruyen los glébulos rojos fetales
y que liberan su contenido en hemoglobina. Este tratamiento podria ser prenatal (mediante infusion tras
cordocentesis) o posnatal como infusion continua o junto con el intercambio sanguineo durante el cual se transfunde
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sangre del grupo O RhD neg. junto con plasma AB RhD neg. A este Ultimo podrian afadirsele cantidades conocidas
con altos niveles de A1M para ayudar a reducir el nivel de estrés oxidativo en estos bebés.

Modelos in vitro para investigar el efecto de A1M

Modelo de perfusién placentaria

Actualmente, no hay modelos animales adecuados para PE (preeclampsia). Con el fin de estudiar los efectos de la
hemoglobina libre, se usa el modelo de perfusién placentaria doble. La perfusién placentaria doble es un modelo
bien establecido para estudiar el flujo sanguineo placentario in vitro (figura 18). Recientemente, se usé el modelo
para imitar a PE induciendo la formacion de ROS con xantina y xantina oxidasa. Datos muy recientes de este
estudio indican que la placenta, perfundida con xantina tiene un perfil génico similar a las placentas con PE, lo que
indica que el modelo es adecuado para estudiar PE in vitro. Ademas, se han obtenido perfiles de placentas que se
han perfundido con medios que contienen glébulos rojos completos. Debido a hemdlisis de los glébulos rojos, el
nivel de hemoglobina libre aumentd durante la perfusién provocando dafio oxidativo, reflejado por la regulacion por
incremento de la expresién génica de hemo oxigenasa y superdxido dismutasa. En un experimento reciente, se tenia
como objetivo imitar la situacion observada en PE, mediante perfusidn del circuito fetal con hemoglobina fetal libre (2
y 4 ug/ml). De manera interesante, la presién de perfusion (tension arterial), aumenté de manera dependiente de la
dosis y se escapd gradualmente hemoglobina a la circulacién materna. Se continuard usando el modelo para
estudiar la expresion de proteinas y genes especificos tras perfusion con hemoglobina y evaluar el papel protector
de A1M (figura 15).

Modelos in vivo para investigar el efecto de A1M

Se usara un modelo de oveja para imitar a PE mediante infusidon de hemoglobina libre en ovejas prefiadas. En un
estudio piloto, se infundi6 a ovejas prefiadas hemoglobina libre, provocando una tendencia para un aumento en la
tension arterial. Se continuara usando el modelo para estudiar la perfusién con hemoglobina y evaluar el papel
protector de A1M.

Se usara el modelo de lechdn para la evaluacién del tratamiento de IVH con A1M. El lechén es un animal ideal para
el estudio del cerebro neonatal humano. En cerebro tanto de ser humano como de lechén, la velocidad de
crecimiento es mayor desde unas pocas semanas antes del nacimiento hasta unas pocas semanas después del
nacimiento. Por tanto, el lechdn replica el estado vulnerable del ser humano durante el periodo de crecimiento del
cerebro.

Ejemplos:

Propiedades antioxidantes de la alfa-1-microglobulina

El papel fisioldgico de la A1M es proteger células y tejidos frente al dafio inducido por ROS y hemo-hemoglobina
(figura 4). A continuacion se presenta una descripcion de resultados que soportan este concepto.

1. Reduccion. A1M tiene propiedades deshidrogenasa y reductasa enzimaticas con un amplio espectro de sustratos
organicos e inorganicos. La proteina reduce las proteinas de hemo, hierro libre y el compuesto sintético azul de
nitrotetrazolio (NBT), usando los donadores de electrones bioldgicos ascorbato y NADH/NADPH como cofactores
(9). El grupo tiol de Cys34 y los tres residuos lisilo de K92, K118 y K130 se encuentran en el sitio activo (9). A1M
también reduce rapidamente el radical sintético ABTS (10). A1M, afiadida al medio de cultivo de células, reduce el
citosol celular y grupos tiol en la proteina citosélica (no mostrado). A1M también reduce los productos de oxidacion
formados en colageno, lipoproteinas y membranas de eritrocitos mediante hemo, hemoglobina, perdxido de
hidrégeno y radicales hidroxilo.

Ejemplo 1.A

Para medir la oxidacion intracelular en células, se afiadié la sonda sensible a redox H.DCFDA a 0,5 - 1,0x10° células
K562 /ml en medio libre de suero hasta una concentracion final de 3 uM. Tras 30 min, se lavaron las células dos
veces en solucién salina tamponada con fosfato (PBS, fosfato de Na 10 mM pH 7,4, NaCl 125 mM) y se suspendi6
en medio reciente. Se afiadi® hemo, peréxido de hidrégeno, ascorbato, AIM o AGP tal como se indica en las
leyendas de figura para la figura 10 y se incubaron las células durante diversos tiempos. Tras la incubacion se
cuantificd la intensidad de fluorescencia de la suspension usando citometria de flujo (BD FACSAria™, BD
Biosciences, Palo Alto, CA, EE.UU.). Se realizé el andlisis con 10000 células usando un laser de estado soélido
Coherent® Sapphire™ (excitacion: 488 nm, emision: filtro de paso de banda 530/30 nm).

Se cultivaron células K562 con diferentes concentraciones de hemo (5-20 uM) durante 2 h, y se evalud la generacién

de ROS midiendo la cantidad de H.DCFDA citosélica oxidada (figura 10A). Se observ6 un ligero pero significativo
aumento de la intensidad de fluorescencia relativa con hemo 5 uM, y se observé un claro aumento con 10 y 20 uM.
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Se estudio la dependencia del tiempo de la oxidacién del citosol usando hemo 10 uM (figura 10B). La adicién de
hemo indujo un rapido aumento en la intensidad de fluorescencia relativa, que se mantuvo durante todo el periodo
de incubacién. A partir de los experimentos de dosis y tiempo se eligi6 hemo 10 uM durante 2 h para experimentos
de oxidacion adicionales. Se examinaron los efectos de A1M afiadiendo A1M 2,5 6 10 uM a las células K562, antes
de la adicién de hemo (figura 10C). Entonces se afadié hemo diez micromolar y se incubaron las células durante
2 h. Se observd una reduccion dependiente de la dosis en la fluorescencia relativa en hasta aproximadamente el
90% cuando se anadi6 ATM. En experimentos de control no se observé inhibicidon de la fluorescencia con la
lipocalina AGP en las mismas concentraciones que A1M, y el ascorbato 10 pM redujo la fluorescencia en
aproximadamente el 50% (figura 10C).

Los resultados demuestran que A1M inhibe la oxidacién de citosol mediante hemo. También se investigd el efecto
de reparacion de A1M, es decir si A1M podia reducir el citosol en células que se habian incubado previamente con
hemo (figura 10D). Se incubaron las células con hemo 10 uM durante 30 min y se retir6 mediante lavado todo el
hemo no unido. Se afadié A1M (2, 5 6 10 uM) y se incubaron las células durante 2 h. Los resultados revelaron que
A1M pudo reducir significativamente la oxidacion de citosol de una manera dependiente de la dosis. Para someter a
prueba si A1M podia reducir el citosol de las células no estimuladas “en reposo”, se incubaron con A1M (10 uM)
durante un periodo de 2 h (figura 10E). La adicién de A1M a las células dio como resultado una clara reduccién en la
intensidad de fluorescencia en comparacion con las células sin ATM. Hemo, por otro lado, aument6 la fluorescencia
tal como se esperaba. No se observé la reduccion de la oxidacién del fondo no especifica observada con A1TM
cuando se anadio la proteina de control, AGP.

Se investig6 si los efectos antioxidantes de A1M se limitaban a células oxidadas con hemo, o también podian
dirigirse contra otros oxidantes. Se us6 H»O> (50-250 uM) para inducir la oxidacién durante un periodo de 0-20 h
(figura 11A). H202 indujo niveles elevados de HoDCFDA hasta un pico a las 6 h después de lo cual los niveles
disminuyeron. La incubacién simultanea de células con ATM (10 6 20 uM) y H202 50 uM durante 6 h mostr6 una
reduccion dependiente de la dosis en la fluorescencia inducida por H2O», demostrando los efectos de inhibicion de
A1M (figura 11 B).

Ejemplo 1.B

Para medir la posible reduccién de A1M sobre grupos tiol, se llevaron a cabo experimentos con proteinas con tiol
oxidado.

Se realiz6 el marcaje fluorescente de proteinas con tiol oxidado lavando y suspendiendo células K564 en PBS a 0,5
- 1,0x10° células/ml y se incubaron con hemo, NH4Fe(SOu)., peroxido de hidrégeno, ascorbato o A1M tal como se
indica en las leyendas de figura. Entonces se monitorizaron las proteinas con tiol oxidado de manera reversible tal
como se describe en la bibliografia. En resumen, se bloquearon los tioles de las proteinas en su estado reducido
resuspendiendo en un tampoén que contenia NEM (N-etilmaleimida) 100 mM e incubando a temperatura ambiente
durante 15 min. Tras el lisado de las células, se retir6 la NEM en exceso mediante desalacion a través de una
columna de cromatografia Micro Bio-Spin® 6 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Entonces se redujeron los tioles
oxidados con DTT (ditiotreitol) 1 mM y se marcaron los tioles de las proteinas libres resultantes afiadiendo 5-1AF
200 uM. Se retird el 5-IAF en exceso desalando a través de una columna de cromatografia Micro Bio-Spin® 6 y se
hicieron pasar muestras que contenian 60 pg de proteina en un SDS-PAGE al 10%. Se llevé a cabo la electroforesis
en gel tal como se describe en Laemmli [25] en la oscuridad, con una tension constante de 200 V. Tras completar la
electroforesis, se examinaron los geles usando un sistema Molecular Imager® FX (Bio-Rad, excitacion: 488 nm,
emision: 530 nm). Se cuantificaron las proteinas con tiol oxidado midiendo la densidad de pixeles de bandas
relevantes, usando el programa Adobe Photoshop CS3.

Tal como se describié anteriormente, se midieron los efectos antioxidantes de A1M sobre la oxidacién de tiol de
proteinas intracelulares. Se afadié A1M dos, cinco y diez micromolar antes de la adicion de hemo 10 uM a células
K562 y entonces se incubaron durante 6 h. Se separaron proteinas intracelulares marcadas con la sonda
fluorescente especifica de disulfuro 5-IAF mediante SDS-PAGE. Se visualizaron los tioles oxidados mediante
fluorimetria (figuras 11C y 11D) y se cuantificaron las bandas mas intensas midiendo la densidad de pixeles (figuras
11Ey 11F).

Hemo indujo un aumento en la oxidacién de tiol de proteina (figura 11C,E) y se inhibi6 la intensidad de marcador de
tiol de las cuatro bandas mas intensas (que migran como 50, 55, 60 y 66 kDa; marcado por flechas) mediante A1M
de una manera dependiente de la dosis hasta el nivel de células en reposo. Por tanto A1TM muestra fuertes
propiedades de reduccién sobre los grupos tiol oxidados. Las bandas débilmente tefidas mostraron menos
regulacion por incremento mediante hemo y menos inhibicion mediante A1M (no mostrado), quizas debido a la union
no especifica de la sonda. Ademas, A1M también inhibié tioles de proteina no inducidos por hemo: se us6 una
mezcla de Fe®*, ascorbato y peréxido de hidrégeno (10 uM, 100 pM y 20 uM, respectivamente) para generar
radicales hidroxilo mediante la reaccion de Fenton. La mezcla dio como resultado un aumento en el nivel de tioles de
proteina oxidados (figura 11D,F) y la intensidad del marcador de tiol de las cinco bandas mas intensas (que migran
como 50, 60, 66, 80 y 120 kDa; marcado por flechas) disminuyé mediante la adicién de A1M.
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2. Eliminacién de radicales. A1M puede reaccionar con pequefios radicales organicos usando una combinacion de
actividad reductasa enzimatica (véase anteriormente) y unién covalente a cadenas laterales de aminoacidos
(“atrapamiento”). Hemo, quinurenina y el radical tirosilo son ejemplos fisiolégicos de radicales eliminados por A1M
(6-8,10). Por tanto, los cromoforos de A1M pueden ser productos de degradacion hemo y quinurenina, y quizas
también otros productos similares. La unién a, y degradacién de, hemo se potencian mucho mediante escision
proteolitica de A1M, una reacciéon que se induce mediante hemoglobina y da como resultado la eliminacién de los
cuatro aminoacidos C-terminales de A1M, leucina-isoleucina-prolina-arginina (7). La forma mas corta (truncada), que
por tanto tiene propiedades de degradacion de hemo potenciadas, se denomina t-A1M. La antioxidacion mediante la
eliminacion de hemo probablemente no se limita a hemoglobina. Una reacciéon entre MPO y A1M da como resultado
la formacion de t-A1M y la transferencia del grupo hemo desde MPO hasta A1M (no mostrado). Por tanto, A1M
puede funcionar como inhibidor de los efectos dafinos del estallido oxidativo de granulocitos neutréfilos (véase
anteriormente) sobre componentes tisulares vecinos.

Ejemplo 2.A

Ensayo de ABTS: Se analiz6 la actividad reductasa de A1M mediante reaccion con el radical acido 2,2’-azinobis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (radical ABTS) tal como se describié anteriormente. En resumen, se preparé el radical
ABTS mediante oxidacién de ABTS 7 mM con disulfito de potasio 2,45 mM en agua durante al menos 5 h en la
oscuridad, y usando la disolucién del radical ABTS resultante en el plazo de 24 h. Se incubd hemo (50 uM) con 0,5 -
1,Ox106 células K562, se lavaron las células y entonces se incubaron 2 h con A1M 10 uM tal como se indica en las
leyendas de figura. Entonces se afadieron alicuotas de sobrenadante (> 5 ul) a una disoluciéon 35 uM de radical
ABTS en fosfato de Na 25 mM, pH 8, proporcionando una concentracion final de ATM 3 uM. Se ley6 la absorbancia
del radical ABTS cada 10 s a 735 nm, durante un total de 3 min (figura 12B). Se estimd la velocidad de reduccion del
radical ABTS mediante regresion lineal de los primeros cinco puntos, es decir 40 s de la reaccion, incluyendo el
punto de tiempo cero.

Se realizdé un examen de absorbancia de células K562 solubilizadas lavando y suspendiendo las células en PBS a
0,5 - 1,0x10° células/ml y se incubaron con hemo o proteinas en diversas etapas tal como se indica en las leyendas
de figura. Tras la incubacion, se guard6 el medio y se lavaron las células y se solubilizaron con tampén que contenia
Tris-HCI 50 mM, pH 8,0; EDTA 2 mM; NP-40 al 1%; pepstatina 1 pg/ul; antipaina 5 pg/ul; leupeptina 10 pg/pl.
Entonces se analizaron tanto las células solubilizadas como el medio visualmente y mediante espectrofotometria
leyendo los espectros de absorbancia (300-700 nm).

Cromatografia en gel: Se lavaron células K562, y se incubaron (0,5 - 1,0x10° células/ml) con tampén o hemo 50 pM,
entonces se lavaron y se incubaron 2 h con tampén o A1M 10 uM tal como se indica en las leyendas de figura. Tras
la incubacién, se separaron las células y el medio de cultivo mediante centrifugacion y se analizé el medio de cultivo
mediante cromatografia en gel tal como se comenta en parrafos posteriores a continuacion. Se realizé esto en una
columna Superose 12 HR 10/30 de 25 ml (GE Healthcare) usando un aparato de cromatografia de liquidos de rapida
resolucion (FPCL) (Bio-Rad) equipado con un bucle de inyeccién de muestra de 0,5 ml, monitorizando el eluato a
280 y 405 nm y recogiendo fracciones de 0,5 ml. Se equilibr6é la columna y se eluy6 con Tris-HCI 20 mM, pH 8,5;
NaCl 0,1 M; NaN3 al 0,02%.

Se mostré recientemente que ATM puede reducir el radical ABTS, un radical organico estable, de manera semi-
catalitica, conduciendo a formacion de ABTS reducido libre, y unién covalente a grupos laterales de la proteina [10].
Se investig6 esta propiedad de la proteina tras la incubacion con células y/o hemo. Se observé la desaparicion del
radical ABTS (abs. 735 nm) con A1M sola, o A1M incubada con hemo o hemo mas células (figura 12B). La velocidad
de reduccion (reaccidén) aumento ligera pero significativamente cuando se incubé A1M con células cargadas con
hemo o con hemo 10 uM (P< 0,05) (figura 12C). Se observo actividad de fondo, es decir una desaparicién muy lenta
del radical ABTS, con los controles.

La mayor parte del hemo (abs. 405 nm) eluy6 conjuntamente con la proteina (abs. 280 nm), lo que sugiere que se
une a A1M. Ademas, se observaron cantidades aumentadas de agregados diméricos y de orden mayor de A1M tras
la unién a hemo, en comparacion con A1M incubada con células pero sin hemo (figura 12A).

Para estudiar el mecanismo de eliminacion de radicales, se caracteriz6 en detalle la reaccién entre A1M y el radical
ABTS libre modelo, sintético. Se mostr6 que A1M reducia 5-6 moléculas del radical ABTS en una reaccién semi-
catalitica rapida, y atrapd de manera covalente 3 radicales ABTS adicionales mediante unién en las cadenas
laterales de tirosilo en una forma oxidada, modificada, proporcionando a la proteina un color parpura (10). Se
identificaron dos de los residuos Tyr modificados (Y22, Y132) y se localizaron en la molécula de A1M mediante
espectrometria de masas (figura 6).

Es importante en este contexto que la A1M, tras unirse a una carga maxima de radicales, no presenta ningun estrés
oxidativo frente a componentes tisulares, es decir tanto los radicales como la propia proteina ATM son
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electroneutros. En otras palabras, ROS, radicales y otros oxidantes se eliminan completamente mediante A1M, de
ahi la metéafora “sumidero de radicales”.

Ejemplo 2.B

Se estudiaron adicionalmente mecanismos de eliminacion de hemo de A1M analizando las interacciones entre la
proteina y el hemo unido a células. Se incubaron las células con hemo 10 uM durante 30 min, se eliminé mediante
lavado el hemo en exceso y se anadid A1M o la proteina de control AGP a una concentracion de 2 6 10 uM y se
incubaron durante 2 h. Se guardaron los medios de cultivo, se lavaron las células y se solubilizaron, y se analizaron
tanto los medios como las células solubilizadas mediante espectrofotometria (figura 7A) y visualmente (figura 7B).
Se observd el hemo incorporado a las células como una coloracién marrén intensa de las células; se detecto el
espectro de absorbancia tipico con un pico no diferenciado alrededor de 400 nm. Cuando se afadié A1M, se retird
casi completamente el hemo de las células y en su lugar se encontr6 en el medio. La proteina de control AGP a las
mismas concentraciones molares tuvo mucho menos efecto sobre el hemo unido a las células (figura 7B).

3. Inhibicién del dafo oxidativo del tejido biolégico

Ejemplo 3.A

También se mostré6 que A1M inhibia la propagacion de muerte celular inducida por irradiacion con particulas
cargadas de monocapas de células HepG2. Se irradiaron las células con una dosis baja de particulas alfa a un area
de aproximadamente 50 umz. Se destruyeron las células directamente afectadas y las células periféricas al area de
irradiacion, no afectadas directamente por las particulas (=células vecinas), mostraron una necrosis de acumulacion
retardada y lenta hasta 5 dias tras la irradiacién. Ademas, se observé un aumento significativo en la apoptosis,
grupos carbonilo de proteina, y expresion de genes de respuesta al estrés hemo oxigenasa-1, en la poblacion de
células completas (figura 8 A-C). La adicién de A1M redujo la cantidad de células muertas en aproximadamente el
50% en células irradiadas y el 100% en células testigo, e inhibi6 completamente la apoptosis inducida por
irradiacion, formacién de grupos carbonilo y regulacion por incremento de hemo oxigenasa-1 (figura 8 A-C). La
irradiacion indujo una regulaciéon por incremento de sintesis enddgena y secrecién de A1M y un aumento en la
captacién de A1M a partir del medio. Un posible mecanismo para la destrucciéon de células vecinas es mediante
produccion de ROS y oxidante, y un posible mecanismo para la inhibicién por A1M es mediante la antioxidacién y
eliminacion de radicales.

Ejemplo 3.B

A1M inhibi6 la oxidacion de lipoproteina de baja densidad (LDL) mediante hemo, peréxido de hidrégeno y radicales
hidroxilo, la oxidacion de membranas de eritrocitos mediante radicales hidroxilo, y la oxidacion de monémeros de
coldgeno mediante hemo y perdéxido de hidrégeno (no mostrado). La modificacion oxidativa de colageno y
lipoproteinas de baja densidad (LDL) esta implicada en la patogénesis de artritis, diabetes y enfermedades
cardiovasculares. El colageno es especialmente sensible al estrés oxidativo debido a que las moléculas tienen una
tasa de recambio muy lenta, es decir las fibrillas pueden durar toda la vida. Por tanto, la oxidacién de colageno esta
implicada en la patogénesis de artritis, diabetes y enfermedades cardiovasculares. El colageno también es un
constituyente principal de las membranas basales de los vasos sanguineos, la barrera de filtracién glomerular y la
barrera hematoencefalica y por tanto el dafio oxidativo del colageno afecta a la funcién de estas barreras (véase a
continuacion).

Para investigar las propiedades protectoras de células de A1M frente al estrés oxidativo exdgeno, en lineas celulares
humanas, se incubd la linea celular eritroide K562 en medio de crecimiento libre de suero y se expuso a estrés
oxidativo ex6geno mediante cultivo de las células con diferentes concentraciones de hemo (5-20 uM) (figura 10A, B).
Tal como se muestra en la figura 10C, la adicion de A1M al medio de crecimiento presenta un efecto antioxidante
dependiente de la dosis inverso en el que el estrés oxidativo disminuye con cantidades crecientes de A1M. Los
resultados demuestran que A1M no sélo puede inhibir el estrés oxidativo durante su formacion, sino que ademas (tal
como se muestra en la figura 10 D) elimina el estrés oxidativo tras la incubacion de las células con estrés oxidativo
en medio que contiene hemo.

Para ilustrar la gravedad sobre la viabilidad celular, se sometié a prueba el efecto de hemo y A1M afadiendo hemo
20-500 uM a células K562 durante 4 horas y posteriormente sometiendo a prueba la viabilidad mediante tincién con
PI (yoduro de propidio) y andlisis de FACS. Para someter a ensayo la viabilidad de las células K562, se lavaron las
células y se suspendieron en PBS a 0,5 - 1,0x10° células/ml y se incubaron con hemo, A1M humana y/o AGP tal
como se indica en las leyendas de figura. Tras la incubacion se anadié el colorante de tinciéon de ndcleo Pl hasta una
concentracion final de 10 uM y se cuantificé la intensidad de fluorescencia de la suspension usando citometria de
flujo (BD FACSAria™, BD Biosciences, Palo Alto, CA, EE.UU.). Se realiz6 el andlisis con 10000 células usando un
laser de estado solido Coherent® Sapphire™ ( PE- chanel, ajuste del filiro 556 LP y 576/26 BP).
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Se observé una clara dependencia de la dosis de la muerte celular (figura 13B) hasta casi el 100% a hemo 500 pM.
No se observd ningun efecto usando cantidades correspondientes del disolvente hemo, DMSO (no mostrado). Se
examiné la capacidad de A1M de rescatar células de la muerte afiadiendo A1M (2, 5 6 10 uM) o AGP (10 uM) a las
células, antes de la adicién de hemo 200 uM e incubando durante 4 h. Pudieron rescatarse aproximadamente el
70% de las células muertas con la adicion de A1M a las concentraciones mas altas (figura 13C). No se observo
ningun efecto significativo con AGP.

Ejemplo 3.C

Para someter a prueba el papel de la A1M intracelular, se adquirieron tres nucleétidos de A1M que seleccionan
como diana ARNip de Sigma-Aldrich y se evaluaron para determinar su capacidad de inhibir/silenciar la expresion de
A1M en células K562 humanas. Se obtuvieron los mejores resultados, evaluados mediante andlisis de PCR en
tiempo real de la raz6n de ARNm de A1M/gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3DPH) (véase a continuacién),
con el par de ARNp de AIM (NM_001633/1): 5-CCUAUGUGGUCCACACCAA-3 y 5-
UUGGUGUGGACCACAUAGG-3'. Se usaron posteriormente estas especies de ARNip para todos los experimentos.
Se realiz6 la transfeccion de ARNip segun el protocolo de OZ Biosciences (Marsella, Francia). En resumen, se diluyo
ARNip en medio de cultivo, que contenia reactivo de transfeccion de ARNip Lullaby® (OZ Biosciences), hasta una
concentracién final de 5 nM. Se incubé esta disolucion durante 20 min a temperatura ambiente y se afadidé a un
sedimento de 2x10° células gota a gota. Entonces se cultivaron las células en condiciones convencionales. Tras
24 h, se lavaron las células, se cargaron con H:DCFDA, se oxidaron con hemo y se analizaron con citometria de
flujo tal como se describid anteriormente. Alternativamente, se resuspendieron las células en medio libre de suero
con o sin hemo, segun las leyendas de figura, y se analizaron con PCR en tiempo real.

Se silencié el gen de A1M anadiendo ARNip especifico de A1M y se expusieron las células a hemo 20 uM. Se
silencié parcialmente el ARNm de A1M (figura 13E, panel izquierdo), dando como resultado un aumento significativo
de oxidantes de citosol tal como se mide por la sonda H.DCFDA (figura 13E, panel derecho). Ademas, la A1M
anadida al medio de cultivo inhibié la oxidacion de citosol y la expresién de hemo oxigenasa-1 mediante hemo,
peroxido de hidrégeno y radicales hidroxilo (no mostrado).

Ejemplo 3.D

Microscopia de fluorescencia de las células K562, que se lavaron y se suspendieron en PBS a 0,5 - 1,0 x 10°
células/ml y se incubaron con A1M humana tal como se indica en las leyendas de figura. Se lavaron las células, se
pusieron en hielo y se resuspendieron en disolucién de bloqueo (KCI 5,4 mM; KH2PO4 1,2 mM; MgSO4 0,8 mM; D-
glucosa 5,6 mM; NaCl 127 mM; Hepes 10 mM; CaCl, 1,8 mM; pH 7,3; BSA al 1%; suero de cabra al 5%) durante
15 min. En primer lugar, se llevé a cabo tincion de la superficie celular incubando durante 15 min en hielo con
anticuerpos monoclonales de raton frente a A1M (5 ug/ml). Esto estuvo seguido por lavado e incubacién durante
15 min en hielo con fragmentos F(ab’), de IgG de cabra anti-ratén (Alexa Fluor® 594; Invitrogen, Eugene, OR,
EE.UU.). Tras el lavado, se realizé la tincién total de las células (superficie celular + citosol) suspendiendo en medio
de Na enfriado con hielo, fijacion con BD CellFIX al 1% (BD Biosciences, Bélgica) en hielo durante 15 min y a
temperatura ambiente durante 45 min, seguido por permeabilizacion en Triton-X al 0,02% y bloqueo en BSA al 1%,
suero de cabra al 5%, Tween-20 al 0,2%. Entonces se tifieron las células a 4°C durante la noche con anticuerpos
monoclonales de ratén contra A1M a 5 ug/ml. Posteriormente, se aplicaron fragmentos F(ab’). de IgG de de cabra
anti-raton (Alexa Fluor® 488; Invitrogen, Eugene, OR, EE.UU.), durante 1 h a temperatura ambiente. Se montaron
las células usando el reactivo ProLong Gold AntiFade con DAPI (Invitrogen). Se realiz6 inspeccion visual y registro
de imagenes usando un microscopio de fluorescencia invertido Eclipse TE300 de Nikon equipado con una camara
CCD enfriada C4742-95 de Hamamatsu, usando un objetivo Plan Apochromat 100 x.

Puesto que se secreta A1M producida de manera enddgena desde las células, tanto esta como la A1M afadida de
manera exdgena se encuentra en el medio celular, fuera de las células. Tal como se describié anteriormente,
usando microscopia de fluorescencia, se ha investigado la localizacién celular de A1M. Se detect6 la mayor parte de
la proteina enddégena como tincidn irregular sobre la superficie de las células, tal como se muestra mediante
incubacién con anticuerpo anti-A1M antes y después de la permeabilizacion y fijacion. También se observé una
tincion débil de compartimientos intracelulares después de la permeabilizaciéon. Aproximadamente el 60% de las
células eran positivas para la tincién de A1M. Sin embargo, se obtuvo una tincion mucho mas intensa después de
que se hubieron incubado las células con A1M exdgena, y también en este caso se ubicé la mayor parte de la tincién
en la superficie celular (aproximadamente el 90% de las células) en un patrén irregular, tal como se muestra
mediante incubacién con anticuerpo anti-A1M antes y después de la permeabilizacion y fijacion.

Se presenta el analisis estadistico de los resultados de experimentos por triplicado como la media + DE. Se realizé
un andlisis estadistico en el programa informatico Origin (Microcal Software, Inc., version 6), comparando grupos con
la prueba de la t de Student.

4. Inhibicion de la lisis celular y la reparacion celular
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Ejemplo 4.A

Se inhibi6 mediante A1M la muerte celular de células HepG2 irradiadas, tal como se describié anteriormente
(ejemplificado en la figura 8A). A1M también inhibi6 la lisis inducida por hemo de células K562. Por ejemplo, hemo
200 uM destruy6 el 50% de las células pero afadiendo A1M 2 uM se redujo el nimero de células muertas al 15%, es
decir en aproximadamente el 70% (ejemplificado en las figuras 13B, C). A1M también puede inhibir la lisis de
glébulos rojos por ROS (peroxido de hidrégeno y radicales hidroxilo). Esto se ejemplifica en la figura 9A. Los
radicales hidroxilo, generados por la reaccion de Fenton, indujeron la lisis de glébulos rojos y pudo inhibirse la lisis
por ATM.

5. Reparacion de la modificacion oxidativa

Tal como se mencion6 anteriormente, A1M puede reducir las modificaciones oxidativas en células y moléculas
después de su formacién y retirada (lavado) de los agentes de oxidacion. Esto puede ser un resultado de la
reduccion, eliminacion de radicales o ambos. Por ejemplo, hemo libre, que es una molécula hidréfoba que puede
atravesar las membranas celulares, se absorbe por células y se encuentra principalmente en el citosol (figuras 7C,
D) en el que induce la oxidacién. La adicion de A1M a células cargadas con hemo retira de manera eficaz el hemo
(figuras 7C-D) y la oxidacion del citosol (figura 7A).

Ejemplo 5.A

Como otro ejemplo de tal reparacion, la A1M invirtié la inhibicion de la formacién de fibrillas de colageno (medido
mediante EM) inducida por hemo y ROS (figura 14). A1M se une a colageno (no mostrado) y estos resultados
muestran que probablemente estéd implicado en la proteccién fisioldgica de las fibrillas frente a la oxidacion. Estos
resultados también sugieren que puede usarse ATM en aplicaciones terapéuticas para restaurar o reparar tejidos
danados por oxidacion inducida por hemoglobina o ROS.

6. Regulacion por incremento de la expresion génica in vitro e in vivo

Ejemplo 6.A

Para investigar la regulacion transcripcional de A1M, se aplicé PCR en tiempo real. Para la PCR en tiempo real, se
aislo6 ARN total de células K562 usando el método de fenol-cloroformo-guanidinio &cido suministrado por QIAGEN
Sciences (Maryland, EE.UU.). La razén de DO (densidad 6ptica a 260 nm/280 nm) de ARN fue siempre mayor de
1,8. Se realiz6 transcripcién inversa con 3 pg de ARN total a 42°C durante 60 min en presencia de 0,5 pg de cebador
oligo(dT)1s, 200 U de transcriptasa inversa y 20 U de inhibidor de ribonucleasa RiboLock™ en tampdn de reaccion
(kit de sintesis de ADNc de primera hebra negativa H RevertAid™, Fermentas GMBH, St. Leon-Rot, Alemania). Se
us6 PCR en tiempo real para examinar la expresién del ARNm de A1M y hemo oxigenasa-1 (HO-1) en células K562
expuestas a hemo, peréxido de hidrégeno o una mezcla de (NH4)Fe(SO.)2, perdxido de hidrogeno y ascorbato. Se
us6 G3DPH humano para normalizar la expresion de A1M y HO-1 que se representan en la figura como AACt. Se
disenaron cebadores en consecuencia: A1M, cebador directo 5-CACTCGTTGGCGGAAAGG-3', cebador inverso 5'-
ACTCATCATAGTTGGTGTGGAC-3’; HO-1, cebador directo 5-CAACAAAGTGCAAGATTCTG-3’, cebador inverso
5'-AAAGCC-CTACAGCAACTG-3’; G3DPH, cebador directo 5-TGGTATCGTGGAAGGACTC-3’, cebador inverso 5-
AGTAGAGGCAGGGATGATG-3'. Se analizd la expresién usando iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad). Se realizé
amplificacion a 55°C durante 40 ciclos en un ciclador térmico iCycler (Bio-Rad) y se analizaron los datos usando el
software de sistema optico iCycler iQ.

El gen de la hemo oxigenasa 1 (HO-1) esta regulado por incremento en células K562 como resultado de la
exposicion a hemo. Se ha analizado el efecto de A1M sobre la expresién de HO-1 inducida por oxidante (figura 13A).
Tal como se esperaba, HO-1 estaba regulada por incremento mediante hemo 10 pM, H2O> 50 uM o una mezcla de
Fe** 10 uM, H»02 20 uM y ascorbato 100 puM, y se revertié la regulacion por incremento mediante A1M 10 pM. La
expresion del gen de mantenimiento G3DPH no se vio afectada por ninguna de las adiciones.

Se mostré anteriormente que se secretan pequefias cantidades de A1M desde células K562, y que aumenté la
secreciéon después de la incubacion con hemoglobina o ROS. La figura 13D muestra el andlisis de PCR en tiempo
real de ARNm de A1M en células K562 incubadas con medio, hemo 10 pM, HO2 50 uM o una mezcla de Fe**
10 uM, H202 20 uM y ascorbato 100 uM. Todos estos oxidantes indujeron un aumento en los niveles de ARNm de
A1M.

La expresion de A1M se aumenta mediante la exposicidn de células a hemoglobina, hemo y ROS en lineas celulares
de hepatocitos, histiocitos y eritrocitos. También se observa una regulacién por incremento de A1M en queratinocitos
y fibroblastos en respuesta a hemoglobina y ROS (no mostrado). Esto puede ser importante para la defensa
antioxidante en la piel en la que los queratinocitos constituyen el principal tipo de célula. Ademas, la A1M producida
de manera enddgena se localiza sobre la superficie de las células K562, probablemente después de la secrecion y
captacién por receptores de superficie celular (no mostrado), y también se encuentra A1M afiadida de manera
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exdgena principalmente sobre la superficie celular (no mostrado). Por tanto, pueden protegerse las células
periféricas tanto por A1M plasmatica producida por el higado como por A1M sintetizada de manera local.

7. Estimulacion del crecimiento de la matriz extracelular

Tal como se describié anteriormente, A1M tiene efectos protectores y de reparaciéon sobre colageno durante estrés
oxidativo. El colageno es un componente molecular fundamental de la matriz extracelular (ECM) por ejemplo en
membranas basales y tejido de la piel. Los nuevos resultados experimentales también indican que A1M tiene efectos
positivos sobre el crecimiento de ECM (tabla 3). Se perfundieron placentas humanas in vitro con A1M o con tampén
Unicamente y entonces se tomaron muestras del tejido para la investigacion de los niveles de ARNm usando la
técnica de alineamiento de genes (tabla 3) y la ultraestructura usando microscopia electrénica (figura 14). Tal como
se muestra en la tabla 3, muchos grupos de genes de la matriz extracelular estaban regulados por incremento
mediante perfusion de A1M. La microscopia electrénica mostrd una clara diferencia en la estructura del colageno en
los dos grupos. La perfusién con tampén dio como resultado la descomposicion de los haces de colageno, fibrillas
mas delgadas y una abundancia de mondémeros dispersos, mientras que la perfusion con A1M proporcioné el
resultado opuesto: un aumento en el grosor y el numero de fibrillas (figura 14). Por tanto se contempla que puede
aplicarse A1M de manera local mediante una formulaciéon en la que A1M se incluye en un parche, se impregna en
vendajes o se incluye en lociones.

Tabla 3. Grupos de genes con aumento en los niveles de expresion en la perfusion con A1M en comparacion con el
medio so6lo.

Categoria Nombre del grupo Recuento Valorde  Vecesde
P cambio
G0:0005581 Colageno 4 0,00035 28,49
GO0:0044421 Parte de region extracelular 10 0,00124 3,65
GO0:0006817 Transporte de fosfato 4 0,00416 12,10
G0:0006820 Transporte de aniones 5 0,00479 7,18
G0:0005201 Constituyente estructural de ECM 4 0,00504 11,33
G0:0005578 ECM proteica 6 0,00526 5,22
G0:0031012 ECM 6 0,00566 5,13
G0:0044420 Parte de ECM 4 0,00619 10,50
GO:0005576 Region extracelular 11 0,01127 2,438
G0:0003886 Actividad ADN (citosina-5)-metil-transferasa 2 0,01290 1515
G0:0005496 Unién a esteroides 3 0,01568 15,41
G0:0009008 Actividad ADN-metiltransferasa 2 0,01610 121,1
GO0:0015698 Transporte de aniones inorganicos 4 0,01836 7,02
G0:0005887 Integrado en la membrana plasmatica 10 0,01890 2,401
GO:0031226 Intrinseco en la membrana plasmatica 10 0,02038 2,371
GO:0005615 Espacio extracelular 6 0,02749 3,45
GO:0006807 Proceso metabdlico de compuesto de 6 0,02770 3,44
nitrégeno

G0:0007423 Desarrollo de los 6rganos sensoriales 3 0,04335 8,89
G0:0006783 Proceso de biosintesis de hemo 2 0,04726 40,6

Se llevaron a cabo perfusiones placentarias, exiracciones y mediciones en tejidos placentarios a_ término de
individuos sanos tal como se describe (Centlow M, Junus K, Nystrém H, May K, Larsson |, Olsson MG, Akerstrém B,
Sager R, Schneider H, Hansson SR. Perfusion of the human placenta with red blood cells mimics preeclampsia in
vitro. Z Geburtshilfe und Neonatologie, en imprenta) con ATM 10 uM en medio de cultivo tisular NCTC-135, se diluy6
con tampon de Earle que contenia albumina sérica bovina 40 g/l, dextrano 40 10 g/l, glucosa 1,33 g/l, 2500 U/l de
heparina y Clamoxyl 250 mg/l o medio sélo. Se prepar6 A1M tal como se describe (Kwasek A, Osmark P, Allhorn M,
Lindgvist A, Akerstrom B, Wasylewski Z. Production of recombinant human A1M and mutant forms involved in
chromophore formation. Protein Expr Purif 2007;53(1):145-52). Los valores comparan extractos de tejido placentario
después de la perfusion. Recuento: nimero total de perfusiones de A1M y control analizadas, valor de p:
significacién de la diferencia, veces de cambio: valores de perfusiones de A1M dividido entre valores de perfusiones
de control.

Ejemplo 7.A

Para investigar el potencial de uso de microglobulinas en general y A1M en particular, para el tratamiento de
enfermedades inflamatorias dermatoldgicas, se realiz6 un experimento de penetracion en la piel. Las enfermedades
dermatoldgicas de interés son enfermedades inflamatorias que implican alteracién de la funcién como barrera tales
como dermatitis atépica y psoriasis. El modelo usado tiene en cuenta la alteracion de la funcién como barrera y se
describe en la bibliografia, U. Jacobi y K. Engel, et.al. en “Penetration of Pollen Proteins into the Skin” Skin
Pharmacol Physiol 2007;20:297, como modelo relevante para la determinacién de la administracion de proteina a
través de la piel en pacientes con dermatitis atopica.
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Se usa una unidad de difusion de celda de Bronaugh. El equipo consiste en 14 células y cada célula tiene una parte
inferior a través de la cual se bombea el medio receptor, TRIS 20 mM, NaCl 0,1 N a pH 8, a una tasa de 1,4 ml/hora
y una parte superior en la que se administra el producto, en este caso una disolucién de A1M al 3% p/p. Las partes
inferior y superior estan separadas por una membrana de piel de oreja de cerdo.

Las membranas usadas son piel de la parte interna de la oreja de cerdo doméstico. EI motivo es una larga
experiencia que da lugar a pequefas variaciones en el comportamiento de penetracion y el hecho de que la A1M
porcina puede separarse de la humana de igual forma mediante radioinmunoensayo, RIA. Se separan con cinta
adhesiva las membranas 25 6 50 veces respectivamente antes del experimento de penetracion.

Para las células que tienen membranas que se separan con cinta adhesiva 25 veces, se muestran los datos de
penetracion en la tabla 1 mientras que en la tabla 2 aparecen los datos de penetracion de membranas que se han
separado con cinta adhesiva 50 veces. Se termind el experimento tras 24 horas. En las tablas 2 y 3, se enumeran la
cantidad absorbida, la cantidad que atraviesa la piel y la concentracién en tejido, que se encuentra en el tejido.

Tabla 2

Numero de células 1 2 3 4 5 6 7 Promedio

% absorbido 1,658 0,863 1,015 0,136 0,217 0,131 0,431

Grosor de membrana 0,851 0,734 0,658 0,955 0,896 0,727 0,514

(mm)

Volumen de membrana 0,054 0,046 0,041 0,060 0,056 0,046 0,032

mi

Cantidad absorbida (ug) 3,015 1,568 1,846 0,246 0,395 0,238 0,783

Conc. en tejido (ug/ml) 56,23 33,91 4452 4,10 7,00 5,21 24,17 25,02
Tabla 2.

NUmero de células 8 9 10 11 12 13 14 Promedio

% absorbido 0,45 1,20 0,76 0,84 0,86 0,47 0,19

Grosor de 0,851 0,734 0,658 0,955 0,896 0,727 0,514

membrana (mm)

Volumen de 0,054 0,046 0,041 0,060 0,056 0,046 0,032

membrana ml

Cantidad 0,823 2,173 1,377 1,636 1,556 0,847 0,337

absorbida (ug)

Conc. en tejido 15,35 46,99 33,23 25,53 27,57 18,50 10,40 25,37

(ng/ml)

Aunque la variacién es grande, lo que es normal en este tipo de experimentos de administracion Unica, los
resultados indican que se genera una concentracion en tejido de aproximadamente 25 ug/ml o 1 uM tras una
administracion Unica. Se ha mostrado anteriormente que esta concentracion tiene un efecto bioldgico y es
comparable a la concentracién en el plasma sanguineo humano. La administracién adicional de A1M generara
mayores concentraciones en tejido. Por tanto puede concluirse que se administrara A1M al tejido y puede utilizarse
el efecto en el tratamiento de enfermedades inflamatorias de la piel que implican una alteracién de la funcion como
barrera.

Ejemplos de composiciones farmacéuticas que comprenden A1M

Los ejemplos a continuacion se incluyen solamente para inspiracién y no pueden considerarse limitativos en ningin
contenido. Las formulaciones pueden combinarse, ajustarse y aplicarse por el usuario de cualquier modo que
respalde el tratamiento 6ptimo y el cumplimiento del paciente.

Los ejemplos incluyen formulaciones para aplicacion tépica o mucosa, formulaciones para la aplicacién parenteral y
ejemplos para vias de administracién alternativas.

Ejemplo 1

Composicién topica

Se prepararan composiciones que comprenden los siguientes componentes

Componente Funcién Intervalo de concentracion
A1M Principio activo 10-40% p/p
Potenciador(es) de la penetracion 0-10% p/p

29



ES 2571956 T3

Solubilizante(s)

2,5-20% p/p

Base de pomada,

suspension o base de emulsién

base de | 30-87,5% p/p

Ejemplo 2
Composicion parenteral
5
Se prepararan composiciones que comprenden los siguientes componentes
Componente Funcién Intervalo de concentracién
A1M Principio activo 5-40% p/p
Solubilizante(s) 0-10% p/p
Disolvente(s) Hasta el 100% p/p
Ejemplo 3
10
Pomada, vaselina hidréfila
Componente Cantidad
A1M 5-30% p/p, en particular 10-20% p/p
Colesterol 2-10% p/p, en particular 3% p/p
Alcohol estearilico 2-10% p/p, en particular 3% p/p
Cera blanca 5-15% p/p, en particular 8% p/p
Vaselina blanca 70-90% p/p, en particular 86% p/p
Ejemplo 4
15
Pomada hidréfila
Componente Cantidad
A1M 5-30% p/p, en particular 10-20% p/p
Metilparabeno 0,01-0,05% p/p, en particular 0,025% p/p
Propilparabeno 0,005-0,03% p/p, en particular 0,015% p/p
Laurilsulfato de sodio 0,5-5% p/p, en particular 1% p/p
Propilenglicol 5-20% p/p, en particular 12% p/p
Alcohol estearilico 10-50% p/p, en particular 25% p/p
Vaselina blanca 10-50% p/p, en particular 25% p/p
Agua purificada 25-75% p/p, en particular 37% p/p
Ejemplo 5
20

Liguido para la administracién parenteral (por ejemplo, administracion intramuscular, intravenosa, subcutdnea o
intradérmica). Los intervalos de concentracién son recomendaciones y pueden superarse si es relevante.

Funcién Ejemplo Cantidad normal

Farmaco activo AIM 1-50%

Disolvente por ejemplo etanol, glicerol, | 0-30%
propilenglicol o Macrogol 400

Solubilizante por ejemplo polisorbato 80 0-5%

Emulsionante por ejemplo lecitina 0-2%

Compuestos que | por ejemplo NaCl o glucosa 0-0,9%

proporcionan isotonicidad

Formador de complejo por ejemplo Sodiomedetat 0-0,1%

Ajuste del pH por ejemplo HCl o NaOH -

Tampén por ejemplo tampon citrato, acetato | 0-5%
o fosfato

Conservantes por ejemplo fenol, clorocresol, | 0-2%
parabeno(s), alcohol bencilico o
tiomersal

Ajuste de la viscosidad por ejemplo metilcelulosa, | 0-1%
carboximetilcelulosa sédica, glicerol
0 Macrogol
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Leyendas de las figuras
Figura 1. La salud humana depende de un equilibrio entre oxidantes y antioxidantes.

Los oxidantes se producen de manera continua dentro del organismo como resultado del metabolismo normal y se
introducen desde el exterior a través del alimento, aire, etc. Los antioxidantes se producen por el organismo y, de
manera menos importante, a través del alimento. Puede provocarse el desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes
por el aumento de produccion o captacion de oxidantes exégenos o la disminucion de produccién de antioxidantes
enddgenos. Esto da como resultado estrés oxidativo y diversas enfermedades tal como se describe en el texto.

Figura 2.A. Mecanismos antioxidantes principales. 1. Reduccion catalitica de oxidante usando electrones derivados
de metabolismo celular u otras fuentes. 2. Reduccién no catalitica de oxidantes usando electrones derivados del
propio antioxidante, pero regenerando el antioxidante con electrones derivados del metabolismo celular u otras
fuentes. 3. Eliminaciéon de oxidante mediante unién covalente al antioxidante. Cuando la reaccion de eliminacién es
oxidativa, los electrones se derivan del metabolismo celular u otras fuentes. Circulo grande: antioxidante; ameba
pequeria: oxidante perjudicial (radical); circulo pequefo: oxidante desintoxicado (radical). B. Mecanismos
antioxidantes de A1M.1. Reduccion catalitica de oxidante usando electrones derivados de metabolismo celular u
otras fuentes. 2. Reduccién no catalitica de oxidantes usando electrones derivados de la propia A1M. 3. Eliminacién
de oxidante mediante unién covalente al antioxidante. La reaccion de eliminacion es reductora, es decir se producen
electrones mediante la reaccion. 4. Reparacién de modificaciones oxidativas.

Circulo grande: A1M; ameba pequefa: oxidante perjudicial (radical) o modificaciéon oxidativa de célula o molécula;
circulo pequerio: oxidante detoxificado (radical) o modificacién reducida de célula o molécula.

Figura 3. Modelo de la estructura de A1M. Se preparé el modelo tal como se describe (ref 29). Las ocho hebras B,
mostradas como cintas, forman un cilindro ligeramente en forma de cono con un interior hidr6fobo: la “cavidad de
lipocalina”. Un lado de la cavidad de lipocalina esta abierto (mostrado por la flecha), es decir permite la entrada de
pequerias moléculas. El lado opuesto estd cerrado. Se muestran dos a-hélices como cilindros. Se muestran las
posiciones de tres grupos de hidrato de carbono (T5; N17; N96) y cuatro cadenas laterales implicadas en la actividad
reductasa (C34; K92; K118; K130).

Figura 4. Propiedades antioxidantes de A1M. Los oxidantes, ejemplificados por hemo y hemoglobina, inducen la
formacion de radicales libres y especies reactivas del oxigeno (ROS). Esto provoca dafio oxidativo mediante
reacciones de oxidacion perjudiciales con componentes tisulares. A1M interfiere con este proceso = Antioxidacion.
La hemoglobina y los oxidantes estimulan la sintesis de A1M. El dafio oxidativo esta implicado en el desarrollo de
enfermedades, ejemplificado por preeclampsia. A1M esta implicada en las enfermedades mediante antioxidacion y
su sintesis se estimula por oxidantes durante la enfermedad. Lineas rojas: inhibiciones; flechas azules: efectos
positivos.

Figura 5. La maquinaria de estrés oxidativo mostrada como rueda roja, girada por diferentes engranajes, metabolitos
sanguineos (en rojo), isquemia (verde), inflamacion (amarillo) y factores ambientales (azul).

Figura 6. Mecanismo orientativo de las reacciones entre A1M y radical ABTS. La figura ilustra esquematicamente el
flujo de electrones, el mecanismo de reaccién y la relacién estructural entre cadenas laterales de aminoacidos
reactivas del mecanismo de eliminacion de radicales de A1M. Se representa A1M por un barril de “lipocalina” (véase
la figura 2) con Y132 y el grupo tiolato de C34 destacado. Este ultimo esta ubicado en un bucle flexible, grande. El
grupo tiolato de C34 reacciona con el radical ABTS, y un radical tiolilo y se forma ABTS reducido. Entonces se
regenera el tiolato mediante reaccion intramolecular con Y132, produciendo un radical tirosilo. Posteriormente, el
radical tirosilo reacciona con otro radical ABTS, formando un aducto tyr-ABTS de color purpura estable. También se
propone la misma reaccién para Y22, y una tirosina adicional con una ubicacion desconocida.

Figura 7. A1M limpia las células K562 del hemo depositado. A: Se cultivaron células K562 con tampén o hemo
10 uM durante 30 minutos, se lavaron y se incubaron con A1M durante 2 horas, se lavaron y se solubilizaron
suspendiendo en NP-40 al 1%. Entonces se analizaron el medio de cultivo y la suspension celular leyendo los
espectros de absorbancia. B: Se incubaron las células con tampén o hemo 10 uM durante 30 min (etapa 1), se
lavaron y entonces se incubaron con tampén, ATM 10 uM o AGP 10 uM durante 2 horas (etapa 2). Se tomaron
fotografias por separado de sobrenadantes y células, solubilizadas en NP-40 al 1%.

Figura 8. Inhibicion de muerte celular inducida por irradiacién. A: Se hicieron crecer células de hepatoma humano
(HepG2) hasta la confluencia y se irradiaron con particulas alfa de 1,3 Gy y entonces se cultivaron durante 3 dias. La
zona de irradiacién era de 50 um. Se midié la muerte celular en el punto de irradiacion (“células irradiadas”) 0 0,5 cm
del punto de irradiacion (“células vecinas”) mediante captacion de yoduro de propidio, usando microscopia de
fluorescencia en diversos puntos de tiempo tras la irradiacion. Se realiz6 irradiacion sobre células cultivadas en
medio (e), sobre células cultivadas en el medio + A1TM 5 uM (A). No se irradiaron células control (m) cultivadas en
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medio. B y C: Se hicieron crecer células de hepatoma humano (HepG2) hasta la confluencia y se irradiaron con
particulas alfa de 0,2 Gy. Se anadié medio recién preparado con A1M 0 o 10 uM y se incubaron las células durante
0-72 horas. En el punto final de todas las incubaciones se recogieron las células y se analizaron las concentraciones
del grupo carbonilo de proteina (B) y los niveles de ARNm de HO-1 (C) mediante ELISA y PCR en tiempo real,
respectivamente. Se realizaron todas las etapas, excepto la irradiacion, con cultivos control idénticos. Se
investigaron los cultivos incubados con ATM 10 uM (V) o sélo medio (o) y cultivos no irradiados con A1TM 10 uM (A).
Se ajustaron los cultivos celulares no irradiados a cero. Se normalizaron los valores de ciclo umbral de HO-1 frente a
G3DPH y se calcul6 AACt mediante normalizacion frente a cultivos celulares no irradiados. Se presentan los
resultados de los experimentos por triplicado como media = DE. Se prepar6 la comparacion estadistica entre los
grupos usando la prueba de la t de Student. *P< 0,05; ***P <0,001.

Figura 9. Efectos antihemoliticos de A1M. Se prepararon globulos rojos mediante centrifugacion de gradiente de
densidad, se lavaron con PBS y se suspendieron al 1% en PBS. A y B: Se incubaron las alicuotas 20 h a 37°C con
tampo6n (control), Fe3* 50 uM, H>O, 20 uM y ascorbato 250 uM (reactivos de reaccién de Fenton), reactivos de
reaccion de Fenton + A1M 2 uM, o reactivos de reaccién de Fenton+ A1M 10 uM. Tras la centrifugacion, se leyé la
absorbancia de luz del sobrenadante mediante espectrofotometria de barrido (A) y se determind la concentracion de
LDH mediante un ensayo colorimétrico (B). C: Se incubaron las células durante 5 min, 1 h'y 20 h a 37°C con tamp6n
(“control”), Fe** 50 uM, H>O> 20 uM y ascorbato 250 uM (“Fenton”), reactivos de reaccién de Fenton + A1M
recombinante 5 uM (“a-microglobulina”), o reactivos de reaccion de Fenton + AGP 5 uM (“orosomucoide”). Tras la
centrifugacion, se leyé la absorbancia de luz del sobrenadante mediante espectrofotometria de barrido y se trazé la
absorbancia a 415 nm frente al tiempo.

Figura 10. Oxidacion intracelular inducida por hemo. Se marcaron células K562 con 3 uM de la sonda sensible a
oxidacion HoDCFDA durante 30 min, se lavaron y se resuspendieron en medio recién preparado. A: Se cultivaron las
células con hemo (5-20 pM) durante 2 h y se analizaron con citometria de flujo. B: Se incubaron las células en
tampon sélo (A) o con hemo 10 uM (o). Se recogi6 la suspension celular tras 0, 2, 6 6 20 h y se analiz6 con
citometria de flujo. C: Se afadieron A1M (2, 5 6 10 uM), AGP (2, 5 6 10 uM) o ascorbato (10 uM) a las células antes
de la adicion de hemo10 uM. Se incubaron las células durante 2 h y se analizaron con citometria de flujo. D: Se
incubaron las células con hemo 10 uM durante 30 min, se lavaron dos veces con PBS y entonces se incubaron con
A1M (2, 5 6 10 uM) durante 2 h y se analizaron con citometria de flujo. E: Se cultivaron las células durante un
periodo de 2 h con o bien medio de cultivo sélo, hemo (10 uM), ATM (10 uM) o bien AGP (10 uM). Se recogi6 la
suspension celular y se analizd con citometria de flujo. Se traz6 la intensidad de fluorescencia relativa de 10000
células (excitacion de 488 nm, emision de 530 nm) como media de valores por triplicado +/- DE, definiéndose el
100% como la intensidad de fluorescencia media (MFI) inducida por hemo 10 uM. Se realizd andlisis estadistico en
el programa informatico Origin (Microcal Software, Inc., version 6), comparando los grupos con la prueba de la t de
Student. *P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001.

Figura 11. Inhibicion de oxidacion intracelular inducida por H20- y reaccién de Fenton. A y B: Se marcaron células
K562 con 3 uM de la sonda sensible a oxidacion H.DCFDA durante 30 min, se lavaron y se resuspendieron en
medio recién preparado. Se cultivaron las células con H20, (50-250 uM) durante un periodo de 0-20 h y se analiz6 la
suspensién celular con citometria de flujo (A). Se afadié6 A1M diez o veinte micromolar a las células antes de la
adicion de H202 50 uM. Se cultivaron las células durante 6 h y se analiz6 la suspension celular con citometria de
flujo (B). Se trazo la intensidad de fluorescencia relativa de 10000 células (excitacién de 488 nm, emision de 530 nm)
como media de valores por triplicado +/- DE, definiéndose el 100% como la intensidad de fluorescencia media (MFI),
inducida por H202 250 uM (A) o 50 uM (B). Se realizé analisis estadistico en las figuras A y B en el programa
informatico Origin (Microcal Software, Inc., versién 6), comparando los grupos con la prueba de la t de Student.*P<
0,05; **P< 0,01. C a F: Se midio la oxidacion del tiol de la proteina Intracelular mediante SDS-PAGE segun Baty et al
(7), descrito en Materiales y Métodos. Se afnadié A1M, 2-10 uM a las células antes de la adicién de hemo 10 uM y se
visualizd6 mediante fluorimetria (C) y se cuantific6 mediante andlisis de intensidad de pixel (E). Se anadié A1M, 2-
10 uM antes de la adicién de una mezcla que contenia (NH4)Fe(SO4)2 10 uM + ascorbato 100 uM + H>O, 20 uM
(mostrado como Fe en la figura) y se visualizé mediante fluorimetria (D) y se cuantific6 mediante analisis de
intensidad de pixel (F). Se muestra un experimento representativo en las figuras Cy E, y D y F, respectivamente.

Figura 12. Propiedades bioquimicas y redox del complejo A1M-hemo. Se incubaron células K562 (0,5-1 x 106) con
tampo6n o hemo 50 uM durante 30 min, se lavaron y entonces se incubaron con A1M 10 uM durante 2 h. Tras la
centrifugacién, se analizaron los sobrenadantes. A: Se realiz6 filtracién en gel sobre una columna de Superose 12
HR 10/30 de 25 ml usando un aparato de cromatografia de liquidos de rapida resolucion (FPCL) equipado con un
asa de inyeccion de muestra de 0,5 ml, monitorizando el eluato a 280 (linea continua) y 405 nm (linea de puntos) y
recogiendo fracciones de 0,5 ml. Se equilibré la columna y se eluy6 con Tris-HCI 20 mM, pH 8,5; NaCl 0,1 M; NaNs
al 0,02%. B: Se midi6 la actividad de reduccién de radical ABTS mezclando sobrenadantes celulares (A: células +
hemo; e: células + A1M; o: células + hemo + A1M), proporcionando una concentracién final de A1M 3 puM, con
radical ABTS 35 M en fosfato de Na 25 mM, pH 8, leyendo la absorbancia a 735 nm en intervalos regulares.
Reaccion de control: ATM 3 uM + hemo 10 uM sin células (m). C: Se calcularon las tasas de reaccion como los
valores absolutos de las pendientes de una recta dibujada mediante analisis de regresion de los puntos durante los
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primeros 40 s, incluyendo el punto de tiempo cero. Se usaron nimeros idénticos de células para la comparacion de
las tasas de reduccion de ABTS. Todos los valores representan la media y DE de tres experimentos separados. Se
realizé andlisis estadistico en el programa informatico Origin (Microcal Software, Inc., version 6), comparando los
grupos con la prueba de la t de Student.*P< 0,05.

Figura 13.A: Inhibicion de la expresion de HO-1 inducida por oxidante. Se usé PCR en tiempo real para examinar la
expresion del ARNm de HO-1 en células K562 expuestas a hemo, perdxido de hidrogeno o una mezcla de
(NH4)Fe(SOs4)2, perdxido de hidrégeno y ascorbato (reaccién de Fenton). También se analiz6 la expresion de HO-1
con la adicién de A1M en todas las condiciones. B-C: Inhibicion de muerte celular inducida por hemo. Se cultivaron
las células K562 con hemo, con o sin ATM o AGP durante 4 h. Se recogi6 la suspension celular, se mezclé con
PI 10 uM (concentracién final) y se analizd con citometria de flujo. Se trazé el porcentaje de células positivas para Pl
(= células muestras) de 10000 células (PE-chanel, ajuste del filtro 556 LP y 576/26 BP) como media de valores por
triplicado +/- DE. D: Regulacién por incremento de A1M. Se us6 PCR en tiempo real para examinar la expresién del
ARNmM de A1M en células K562 expuestas a hemo, perdxido de hidrégeno o una mezcla de (NH4)Fe(SOs)2, perdxido
de hidrégeno y ascorbato (reaccion de Fenton). E: Silenciamiento de la expresion de A1M. Se transfectaron células
K562 con ARNip especifico de A1M 5 nM, se cultivaron durante 24 h, se lavaron, se cargaron con H.DCFDA tal
como se describe en Materiales y Métodos (panel derecho) y se expusieron a hemo 20 uM durante 2 h. Entonces se
analizaron las células mediante PCR en tiempo real (panel izquierdo) o citometria de flujo (panel derecho). Se
realizé la extraccion de ARN, preparacién de ADNc y amplificacion por PCR tal como se describe en Materiales y
Métodos. Se trazd la intensidad de fluorescencia relativa de 10000 células (excitacion de 488 nm, emisidén de
530 nm) como media de valores por triplicado +/- DE, definiéndose el 100% como la intensidad de fluorescencia
media (MFI) inducida por A1M en células expuestas por hemo20 uM. Se normalizaron todos los niveles de expresién
frente a GsDPH y se representan en la figura como AACt. Se realizd analisis estadistico en el programa informatico
Origin (Microcal Software, Inc., version 6), comparando los grupos con la prueba de la t de Student. *P< 0,05; **P<
0,01.

Figura 14. Reparacion de fibrillas de colageno oxidado visualizadas mediante tincion negativa y EM de transmision.
Se formaron fibrillas mediante incubacién de colageno | (0,4 mg/ml) durante 24 h a 37°C. Entonces se incubaron las
fibrillas durante 24 h a 37°C con tampén (A) o radicales hidroxilo generados por la reaccion de Fenton: Fe** 100 uM,
H>0- 200 uM, ascorbato 1 mM (reaccion de Fenton) (B). Entonces se afadié A1M (7 uM) y se incub6 durante 24 h a
37°C (C).

Figura 15. A1M estimula el crecimiento de ECM. A: muestra haces de colageno bien organizados (flechas) en una
placenta de control. B: muestra una placenta perfundida con Hb libre, obsérvense los haces de colageno difusos. C:
muestra como la perfusion de A1M induce la produccién de colageno.

Figura 16. llustra el sistema de perfusion de placenta doble. El sistema consiste en una placenta (évalo) con una
circulacion materna (derecha) y una fetal (izquierda).

Figural7. muestra la lista de secuencias de las secuencias mencionadas en el presente documento.
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LISTA DE SECUENCIAS

<120> Uso médico de la alfa 1-microglobulina antioxidante y eliminadora de radicales

<130> P13535 PC

<160>5

<170> PatentIn versién 3.5

<210> 1
<211>1

83

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 1
Gly
1
Asn
Thr
Leu
Thr
65
LYS
Ile
Ile
Ala
145

Phe

Glu

<210>2
<211>2

Pro

Ile

Cys

val

50

Arg

Thr

Thr

Phe

Lys

Phe

Thr

Pro

01

<212> PRT
<213> Homo sapiens

val
Ser
Pro
35

Leu
Trp
ASp
Met
Leu
115
Leu
Arg

Met

Ile

Pro
Arg
20

Trp

Gly

Arg

Thr

Glu

100

Thr

Tyr

val

Ala

Leu
180

Thr
Ile
Leu
Glu
Lys
Asp
85

ser
Lys
Gly
val

Asp

Ile

Pro

Tyr

Lys

Gly

Gly

70

Gly

Tyr

Lys

Arg

Ala

150

Arg

Pro

Pro

Gly

Lys

Ala

55

val

Lys

val

Phe

Ala

GIn

Gly

Arg

Asp

Lys

Ile

40

Thr

Cys

Phe

val

Ser

120

Pro

Gly

Glu

Asn

Trp
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Met

Glu

Glu

Leu

His

105

Arg

Gln

val

cys

Ile

10

Tyr

ASp

Ala

Glu

Tyr

Thr

His

Leu

Gly

val
170

Gln

Asn

Arg

Glu

Thr

75

His

Asn

His

Arg

Ile

Pro

35

val

Leu

Met

Ile

Gln
Ala

Thr

45

Ser

60 .

Ser

Lys

Tyr

Gly

Glu

140

Pro

Gly

Gly

ser

Asp

Pro

125

Thr

Glu

Glu

Glu

Ile

30

val

Met

Ala

LYys

Glu

110

Thr

Leu

ASp

Gln

ASn

15

Gly

Ser

Thr

Tyr

Trp

95

Tyr

Ile

Leu

Ser

Glu
175

Phe

ser

Thr

Ser

Glu

80

Asn

Ala

Thr

Gln

Ile

160

Pro
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<400> 2

Met His
1

Gly Arg

Asn Phe

Gly Ser
50

Ser Thr
65

Thr Ser

Tyr Glu

Trp Asn

Tyr Ala

130

ITe Thr
145
Leu GIn

ser Ile

Glu Pro

<210> 3
<211> 549

<212> ADN

His

Gly

ASNn

35

Thr

Leu

Thr

Lys

Ile

115

Ile

Ala

ASp

Phe

Glu
195

His

Pro

20

Ile

Cys

val

Arg

Thr

100

Thr

Phe

Lys

Phe

Thr

180

Pro

<213> Homo sapiens

<400> 3

ggccctgtge caacgccgecc cgacaacatc caagtgcagg aaaacttcaa tatctctcgg

His

val

ser

Pro

Leu

Trp

85

ASp

Met

Leu

Leu

Arg

165

Met

Ile

His

Pro

Arg

Trp

Gly

70

Arg

Thr

Glu

Thr

Tyr

150

val

Ala

Leu

His
Thr
Ile
Leu
55

Glu
Lys
ASp

Ser

Gly
val
Asp

Ile

His

Pro

TYyr

40

Lys

Gly

Gly

Gly

TYyr

120

Lys

Arg

Ala

Arg

Pro
200
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His

Pro

25

Gly

Lys

Ala

val

Lys

105

val

Phe

Ala

GIn

Gly

Arg

Gly
10

Asp
Lys

Ile

Thr

val

Ser

Pro

Gly

Glu

Gly

Asn

Trp

Met

Glu

75

Glu

Leu

His

Arg

Gln

155

val

Cys

Gly

Ile

Tyr

Asp

60

Ala

Glu

Tyr

Thr

His

140

Leu

Gly

val

36

Gly

Gln

Asn

45

Arg

Glu

Thr

His

Asn

125

His

Arg

Ile

Pro

Gly

val

30

Leu

Met

Ile

Ser

Lys

110

TYyr

Gly

Glu

Pro

Gly

Ile

15

GlIn

Ala

Thr

ser

Gly

95

ser

ASp

Pro

Thr

Glu

175

Glu

Glu

Glu

Ile

val

Met

80

Ala

Lys

Glu

Thr

Leu

160

ASp

Gln

60



10

15

20

atctatggga agtggtacaa
atggacagga tgacagtgag
agcatgacca gcactcgttg
aaaacagata ctgatgggag
tcctatgtgg tccacaccac
cgccatcatg gacccaccat
actctcctge aggacttcag
ttcaccatgg ctgaccgagg

atcccgaga

<210>4

<211> 603

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4

atgcatcacc atcaccatca
gtgccaacgc cgcccgacaa
gggaagtggt acaacctggc
aggatgacag tgagcacgct
accagcactc gttggcggaa
gatactgatg ggaggtttct
gtggtccaca ccacctatga
catggaccca ccattactge
ctgcaggact tcagagtggt
atggctgacc gaggtgaatg

aga

<210>5

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

cctggecatc
cacgctggty
gcggaaaggt
gtttctctat
ctatgatgag
tactgccaag
agtggttgec
tgaatgtgtc

ccatcacggt
catccaagtg
catcggttcc
ggrgctggga
aggtgtctgt
ctatcacaaa
tgagtatgcc
caagctctac
tgcccagggt
tgtccctggg

ES 2571956 T3

ggttccacct
ctgggagagg
gtctgtgagg
cacaaatcca
tatgccattt
ctctacgggce
cagggtgtag
cctggggage

§99299agggg
caggaaaact

acctgccect
gagggcgcta
gaggagacgt
tccaaatgga
atttttctga
gggcgggcgce
gtgggcatcc

gagcaggaac

gcccctgget
gcgctacaga
agacgtctgg
aatggaacat
ttctgaccaa
gggcgccgea
gcatecctga

aggaaccaga

gtatcgaggg
tcaatatctc

ggctgaagaa
cagaggcgga
ctggagctta
acataaccat
ccaagaaatt
cgcagctgag
ctgaggactc

cagagcccat

<223> para silenciar la expresion de la alfa-1-microglobulina

ccuauguggu ccacaccaa

37

gaagaagatc
ggcggagatc
agcttatgag
aaccatggag
gaaattcagc
gctgagggaa
ggactccatc

gcccatctta

cecgeggeect
tcggatctat
gatcatggac
gatcagcatg
tgagaaaaca
ggagtcctat
cagccgecat
ggaaactctc
catcttcacc

cttaatcceg

120
180
240
300
360
420
480
540
549

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
603
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REIVINDICACIONES

Alfa-1-microglobulina para su uso en el tratamiento o la profilaxis de una enfermedad o un estado que
implica estrés oxidativo mediante la reparacion o la prevencion del dafio oxidativo mediante una
combinacién de reduccidén enzimatica, reduccién no enzimatica y eliminaciéon de radicales, con la condicién
de que la enfermedad o el estado no sea preeclampsia.

Alfa-1-microglobulina para su uso segun la reivindicacion 1, en la que la enfermedad o el estado esta
asociado con la presencia de hemoglobina libre en un liquido corporal.

Alfa-1-microglobulina segun la reivindicacion 1 6 2, que tiene una identidad de al menos el 60% con la alfa-
1-microglobulina humana (SEQ NO: 1).

Alfa-1-microglobulina para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la alfa-1-
microglobulina es alfa-1-microglobulina humana (SEQ NO: 1).

Alfa-1-microglobulina para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en la que la alfa-1-
microglobulina tiene una identidad de al menos el 60% con la alfa-1-microglobulina recombinante humana
(SEQ NO: 2).

Alfa-1-microglobulina para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2, 5, en la que la alfa-1-
microglobulina es alfa-1-microglobulina recombinante humana (SEQ ID NO: 2).

Alfa-1-microglobulina para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que la alfa-1-
microglobulina se administra por via parenteral.

Alfa-1-microglobulina para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que la alfa-1-
microglobulina se administra de manera local por ejemplo a una cavidad corporal o a la piel.

Alfa-1-microglobulina para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la alfa-1-
microglobulina se administra en forma de una composicion que comprende alfa-1-microglobulina y un
excipiente farmacéuticamente aceptable.

Alfa-1-microglobulina para su uso segun la reivindicacion 9, en la que el excipiente farmacéuticamente
aceptable se selecciona de disolventes, agentes de ajuste del pH, agentes osmoéticamente activos,
codisolventes, agentes de solubilizacion, agentes emulsionantes, agentes de suspension, agentes
tensioactivos, agentes humectantes, etc.
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Fig. 16
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LISTA DE SECUENCIAS

= L]

<110> Akerstrm, Bo FI 1 7
Hansson, Stefan g; .

<120> Uso meédico de la alfa 1-microglobuling antioxidants y eliminadora de radicales

<130> P13535 PC
<160> 5

<170> Patentlnversion 3.5
<210> 1

<211> 183

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Gly Pro Val Pro Thr Pro Pro Asp Asn Ile Gln Val Gln Glu Asn Phe
1 5 10 15

Asn Ile Ser Arg Ile Tyr Gly Lys Trp Tyr Asn Leu Ala Ile Gly Ser
20 25 30

Thr Cys Pro Trp Leu Lys Lys Ile Met Asp Arg Met Thr Val Ser Thr
35 40 45

Leu Val Leu Gly Glu Gly Ala Thr Glu Ala Glu Ile Ser Met Thr Ser
50 55 60

Thr Arg Trp Arg Lys Gly Val Cys Glu Glu Thr Ser Gly Ala Tyr Glu
65 70 75 80

Lys Thr Asp Thr Asp Gly Lys Phe Leu Tyr His Lys Ser Lys Trp Asn

Ile Thr Met Glu Ser Tyr Val Val His Thr Asn Tyr Asp Glu Tyr Ala
100 105 110

Ile Phe Leu Thr Lys Lys Phe Ser Arg His His Gly Pro Thr Ile Thr
115 120 125

Ala Lys Leu Tyr Gly Arg Ala Pro Gln Leu Arg Glu Thr Leu Leu Gln
130 135 140

Asp Phe Arg Val Val Ala Gln Gly Val Gly Ile Pro Glu Asp Ser Ile
145 150 © 155 160

Fhe Thr Met Ala Asp Arg Gly Glu Cys Val Pro Gly Glu Gln Glu Pro
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Zlu Pro Ile
<Z210> 2
<211> 201
<212 PRT
«<213> Homo
<400> 2

Met His His

1

Gly Arg

Asn Fhe

Gly Ser
50

Ser Thr
65

Thr Ser

Tyr Glu

Trp Asn

Tvr Ala

130
Ile Thr
145
Leu Gln

Sar Ile

Glu Pro

Gly

Asn

35

Thr

Leu

Thr

Lys

Tle

115

Ile

Asp

Phe

Glu
195

Leu
180

sapi

His

Pro

20

Ile

Cys

Val

Arg

Thr

100

Thr

Phe

Lys

Fhe

Thr

180

Fro

165

Ile

ens

His

5

Val

Ser

Pro

Leu

Trp

85

Asp

Met

Leu

Leu

Arg

165

Ile

Pro

His
Pro
Lrg
Trp
Gly
70

Arg
Thr
Glu
Thr
Tyr
150
Val

Ala

Leu

ES 2571956 T3

Arg

His

Thr

Ile

Leu

55

Glu

Lys

Asp

Ser

Lys

135

Gly

Val

Asp

Ile

His

Pro

Tyr

40

Lys

Gly

Gly

Gly

Tyr

120

Lys

Arg

Ala

Arg

Pro
200

Hisg

Pro

25

Gly

Lys

Ala

Val

Lys

105

Val

Fhe

Ala

Gln

Gly

185

Arg

58

Gly

Asp

Lys

Ile

Thr

Cys

Q0

Fhe

Val

Ser

Pro

Gly

170

Glu

Gly

Asn

Trp

Met

Glu

75

Glu

Leu

His

Arg

Gln

155

Val

Cys

Gly

Ile

Tyr

Asp

60

Ala

Glu

Tyr

Thr

His

140

Leu

Gly

val

Gly

Gln

Asn

45

Arg

Glu

Thr

His

Asn

125

His

Arg

Ile

Fro

Gly

Val

30

Leu

Met

Ile

Ser

Lys

110

Tyr

Gly

Glu

Pro

Gly
190

175

Ile

15

Gln

Ala

Thr

Ser

Gly

95

Ser

Asp

Pro

Thr

Glu

175

Glu

Glu

Glu

Ile

Val

Met

80

hla

Glu

Thr

Leu

160

Asp

Gln



<210> 3

<211> 549
<212> ADN
<213>

<400> 3

ggcecctgtge
atctatggga
atggacagga
agcatgacca
aaaacagata
tcctatgtgyg
cgccatcatg
actectectge
ttcaccatgyg
atcccgaga

<210> 4

<211> 603
<Z212>  ADN
<213

<400> 4
atgcatcace
gtgccaacgce
gggaagtggt
aggatgacag
accagcactc
gatactgatg
gtggtccaca
catggaccca
ctgcaggact
atggctgacc
aga

<210> 5
<211> 19
<212> ARN

Homo sapiens

caacgcocgoo
agtggtacaa
tgacagtgag
gcactcgttg
ctgatgggag
tccacaccac
gacccaccat
aggacttcag
ctgaccgagyg

Homo sapiens

atcaccatca
cgcocccgacaa
acaacctggce
tgagcacgct
gttggcggaa
ggaggtttct
ccacctatga
ccattactgco
tcagagtggt
gaggtgaatg

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>
400> 5§
couauguggu

ccacaccaa

ES 2571956 T3

cgacaacatc
cctggeocatce
cacgctggtyg
gocggaaaggt
gtttctctat
ctatgatgag
tactgccaag
agtggttgcce
tgaatgtgtc

ccatcacgot
catccaagtg
catcggttec
ggtgctggyga
aggtgtctagt
ctatcacaaa
tgagtatgcec
caagctctac
tgecccaggat
tgtececctggg

caagtgcagg
ggttccacct
ctgggagagyg
gtctgtgagg
cacaaatcca
tatgccattt
ctctacgggce
cagggtgtgy
cctggggagce

ggaggagggg
caggaaaact
acctgcccct
gagggcgcta
gaggagacgt
tccaaatgga
atttttctga
gggcgggcgce
gtgggcatce
gagcaggaac

para silenciar la expresion de |a alfa-1-microglobulina

59

aaaacttcaa
gececectgget
gocgctacaga
agacgtctgg
aatggaacat
ttctgaccaa
gggocgocgca
gcatccocctga
aggaaccaga

gtatcgaggg
tcaatatecte
ggctgaagaa
cagaggcgga
ctggagctta
acataaccat
ccaagaaatt
cgcagctgag
ctgaggactce
cagagcccat

tatctctcgg
gaagaagatc
ggcggagate
agcttatgag
aaccatggag
gqaaattcagc
getgagggaa
ggactccate
gocccatcoctta

cogoggooct
tocggatctat
gatcatggac
gatcagcatg
tgagaaaaca
ggagtcctat
cagccgeceat
ggaaactcte
catcttcace
cttaatcceog

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
549

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
603
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