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DESCRIPCION
Antagonista de VLA-1 para su utilizacién en el tratamiento de un accidente cerebrovascular
ANTECEDENTES

El accidente cerebrovascular es una causa frecuente de muerte y discapacidad en el mundo. Aproximadamente 700
000 estadounidenses tendran un accidente cerebrovascular este afio. En los Estados Unidos, el accidente
cerebrovascular es la tercera causa mas frecuente de muerte y una causa frecuente de discapacidad grave a largo
plazo.

RESUMEN

La presente invencion se define en las reivindicaciones. La presente invencion se basa, en parte, en la observacion
de que la modulaciéon de VLA-1 puede usarse para tratar una lesidon isquémica, por ejemplo, accidente
cerebrovascular. Por consiguiente, en un aspecto, la presente invencion proporciona un antagonista de VLA-1 para
utilizar en la prevencion de un accidente cerebrovascular en un sujeto, en el que el sujeto ha experimentado un
ataque isquémico transitorio (AIT), en el que el antagonista de VLA-1 es un anticuerpo anti-VLA-1 o fragmento de
unioén a antigeno del mismo. Ademas, la presente invencién se refiere a un antagonista de VLA-1 para utilizar en el
tratamiento de un sujeto que ha experimentado un AIT, en el que el antagonista de VLA-1 es para la administracion
en 48 horas del AIT, en el que el antagonista de VLA-1 es un anticuerpo anti-VLA-1 o fragmento de unién a antigeno
del mismo. El antagonista de VLA-1 es un anticuerpo anti-VLA-1 o fragmento de unién a antigeno del mismo. El
anticuerpo anti-VLA-1 puede ser un anticuerpo monoclonal, o un fragmento de unién al antigeno del mismo. El
anticuerpo anti-VLA-1 puede ser de longitud completa (por ejemplo, una IgG (por ejemplo, una IgG1, 19G2, 1gG3,
IgG4), IgM, IgA (por ejemplo, IgAl, IgA2), IgD e IgE, o puede incluir solo un fragmento de unién al antigeno (por
ejemplo, un fragmento Fab, F(ab")2 o scFv, o una o0 mas CDR). Un anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno del
mismo, puede incluir inmunoglobulinas de dos cadenas pesadas e inmunoglobulinas de dos cadenas ligeras, o
puede ser un anticuerpo monocatenario. El anticuerpo puede, opcionalmente, incluir una region constante elegida de
un gen de la regién constante kappa, lambda, alfa, gamma, delta, épsilon o mu. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti-VLA-1 incluye una regiéon constante de la cadena pesada y ligera sustancialmente de un anticuerpo
humano, por ejemplo, una regién constante de IgG1l humana o una porcién de la misma. En algunas realizaciones,
el anticuerpo anti-VLA-1 es un anticuerpo humano.

En otras realizaciones, el anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno del mismo, es un anticuerpo quimérico o
humanizado. Como se trata en el presente documento, los anticuerpos pueden estar injertados en CDR, ser
humanizados, o mas generalmente, anticuerpos que tienen CDR de un anticuerpo no humano y una region
estructural que se selecciona como menos inmunogénica en seres humanos, por ejemplo, menos antigénica que la
region estructural murina en la que se produce naturalmente una CDR murina.

En una realizacion preferida, el anticuerpo anti-VLA-1 es un anticuerpo que no se produce naturalmente, por
ejemplo, un anticuerpo quimérico, injertado en CDR o humanizado que tiene al menos CDR3 de cadena pesada, y
preferentemente todas las CDR de cadena pesada, méas preferentemente las tres CDR de cadena pesada y las tres
CDR de cadena ligera de un anticuerpo no humano, por ejemplo, un anticuerpo no humano descrito en el presente
documento. En una realizacion preferida, las CDR pueden diferenciarse de una CDR citada en el presente
documento en 1, 2 6 3 residuos de aminoacidos, por ejemplo, la CDR3 de cadena pesada puede ser de una fuente
descrita en el presente documento, pero por otra parte otra CDR puede variar como se describe en el presente
documento.

Los anticuerpos anti-VLA-1 preferidos incluyen, por ejemplo, un anticuerpo AQC2 humanizado (por ejemplo,
producido por un hibridoma que tiene el n.° de depésito ATCC PTA-3274), AJH10 (ATCC PTA-3580), hAQC2 (ATCC
PTA-3275), haAQC2 (ATCC PTA-3274), hsAQC2 (ATCC PTA-3356), mAQC2 (ATCC PTA-3273) y el anticuerpo
monoclonal 1B3 (ATCC HB-10536). En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-VLA-1 puede unirse al mismo
epitope que AQC2, AJH10, hAQC2, haAQC2, hsAQC2, mAQC2 y/o 1B3. En algunas realizaciones, el anticuerpo
anti-VLA-1 compite con AQC2, AJH10, hAQC2, haAQC2, hsAQC2, mAQC?2 y/o 1B3 para unirse a VLA-1.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-VLA-1 se une a la subunidad al de VLA-1, por ejemplo, el dominio al-I
de VLA-1.

En una realizacion, el antagonista de VLA-1 es un polipéptido, por ejemplo, laminina o colageno I, 1ll o IV, o un
péptido de unién a VLA-1 de laminina o colageno |, lll o IV descritos en el presente documento. En una realizacion,
el antagonista de VLA-1 es un péptido VLA-1, por ejemplo, un fragmento de la subunidad al, por ejemplo, un
fragmento del dominio a 1-1 que contiene la secuencia de aminoacidos VQRGGR o una secuencia de aminoacidos
similar con las sustituciones conservativas de aminodacidos. Los péptidos laminina, colageno o VLA-1 bloquean la
funcién de VLA-1 tal como se ha analizado, por ejemplo, por su capacidad de inhibir la adhesién dependiente de
K562-al a colageno IV, tal como se describe en el presente documento.
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En una realizacién, el antagonista de VLA-1 es un inhibidor de la expresion o traducciéon de un acido nucleico de
VLA-1, tal como una molécula de ARN de dobla cadena (dsARN), una molécula antisentido, una ribozima, una
molécula de triple hélice, un aptamero, o cualquier combinacién de los mismos.

En una realizacién, el antagonista de VLA-1 es una molécula pequefia descrita en el presente documento (por
ejemplo, un agente quimico que tiene un peso molecular de menos de 2500 Da, preferiblemente, menos de 1500
Da), o una molécula quimica, por ejemplo, una molécula organica pequefia.

En una realizacioén, el antagonista de VLA-1 se puede administrar en una cantidad y/o durante un tiempo suficiente
para reducir el dafio isquémico en tejido neuronal en el cerebro.

El sujeto normalmente es un mamifero, por ejemplo, ser humano, perro, gato, mono, conejo o mamifero agricola (por
ejemplo, caballo, vaca, cerdo, etc.). Por ejemplo, el sujeto es un ser humano, por ejemplo, un hombre o una mujer.
El sujeto puede tener al menos 18, 25, 30, 45, 50, 55, 60 6 70 afos de edad.

En una realizacion, el sujeto ha sufrido un accidente cerebrovascular. El accidente cerebrovascular puede ser un
accidente cerebrovascular hemorragico, accidente cerebrovascular isquémico o un ataque isquémico transitorio
(AIT).

En una realizacion, el sujeto ha sufrido un accidente cerebrovascular en el plazo de 48 horas, por ejemplo, en el
plazo de 2, 3, 5, 8, 12, 20 6 30 horas desde el tratamiento. En otra realizacion, el sujeto ha sufrido un accidente
cerebrovascular hace mas de 48 horas, pero en el plazo de las tres o dos semanas Ultimas semanas, desde el
tratamiento.

En otra realizacion, el sujeto esta en riesgo de accidente cerebrovascular, por ejemplo, ha sufrido o esta sufriendo
afecciones que crean un riesgo de accidente cerebrovascular. Ejemplos de tales afecciones incluyen hipertensién
arterial; consumo de tabaco; diabetes mellitus; enfermedad de las arterias carétidas u otras arterias; enfermedad de
las arterias periféricas; fibrilacion auricular; otra enfermedad cardiaca; ataques isquémicos transitorios (AIT); ciertos
trastornos de la sangre (por ejemplo, alto nimero de eritrocitos; drepanocitosis); colesterolemia alta; inactividad
fisica y obesidad; consumo excesivo de alcohol; algunas drogas ilegales; un accidente cerebrovascular previo; o
infarto de miocardio previo.

En una realizacion, el sujeto presenta uno o mas de los siguientes sintomas: insensibilidad repentina o debilidad de
la cara, insensibilidad repentina o debilidad de un brazo; repentina insensibilidad o debilidad de una pierna;
confusién repentina; problemas repentinos para hablar; problemas repentinos de entendimiento; problemas
repentinos de visién en uno 0 ambos ojos; problemas repentinos al caminar; mareos repentinos; pérdida repentina
del equilibrio o coordinacion; cefalea repentina y severa sin causa conocida. En algunas realizaciones, al sujeto se le
ha diagnosticado que ha sufrido un accidente cerebrovascular.

En una realizacion, el antagonista de VLA-1 se administra en una cantidad suficiente para reducir el tamafio del
infarto, por ejemplo, al menos el 5, 10, 15, 20, 40, 50, 60, 70 o el 80 % o mas, en tejido neuronal en el cerebro, con
respecto al tamafio del infarto en un sujeto no tratado. La cantidad suficiente para reducir el tamafio del infarto puede
evaluarse usando un modelo animal, por ejemplo, como se describe en el presente documento.

En una realizacion, el antagonista de VLA-1 se administra en una cantidad suficiente para mejorar los sintomas en
uno o mas criterios de evaluacion del accidente cerebrovascular, por ejemplo, un criterio o escala descrito en el
presente documento, al menos el 5, 10, 15, 20, 40, 50, 60, 70 o el 80 % o mas, o media etapa o etapa completa en
la escala. Por ejemplo, la puntuaciéon de la escala de Rankin modificada puede reducirse al menos 1 etapa, por
ejemplo, al menos 2, 3 6 4 etapas, y/o la puntuacion puede disminuirse a, por ejemplo, 4, 3, 2, 1 6 0. La puntuacién
NIHSS puede reducirse al menos 1 etapa, por ejemplo, al menos 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 16, 18, 20 etapas o
mas, y/o la puntuacién puede disminuirse a, por ejemplo, 15, 13, 12, 10,9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 6 0. La puntuacién de
la escala de Barthel puede aumentarse al menos 5 etapas, por ejemplo, al menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,
55, 60 etapas o0 mas, y/o la puntuacion puede aumentarse a, por ejemplo, 50, 60, 70, 75, 80, 85, 90, 95 6 100.

En una realizacién, antagonista de VLA-1 se administra en una dosificaciéon de 0,025 mg/kg por dia a 30 mg/kg por
dia, por ejemplo, 0,1 a 5 mg/kg, por ejemplo, 0,3 a 3 mg/kg. En una realizacién, el antagonista de VLA-1 se
administra al menos dos veces en el plazo de un periodo de 14 dias después de un accidente cerebrovascular, por
ejemplo, al menos 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13 6 14 veces en el plazo de un periodo de 14 dias después de un
accidente cerebrovascular. El antagonista puede administrarse, por ejemplo, una vez al dia, una vez cada dos dias,
dos veces a la semana, una vez a la semana, o una vez al dia durante 1 dia, por ejemplo, durante 2, 3, 4,5, 6, 7, 14
6 28 dias. El antagonista de VLA-1 puede administrarse intravenosamente o parenteralmente.

En una realizacién, el antagonista de VLA-1 se administra en combinacién con un tratamiento para accidente
cerebrovascular. Por ejemplo, el tratamiento incluye administrar un segundo agente que proporciona un beneficio
terapéutico a un paciente que tiene o esta en riesgo de accidente cerebrovascular. Segundos agentes a modo de
ejemplo incluyen, por ejemplo, un agente trombolitico (por ejemplo, estreptocinasa, complejo activador de
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plasminégeno-estreptocinasa acilado (APSAC), urocinasa, activador de urocinasa-plasminégeno monocatenario
(scu-PA), agentes antiinflamatorios, enzimas similares a trombina de venenos de serpiente tales como ancrod,
inhibidores de la trombina, activador tisular del plasminégeno (t-PA) y variantes biolégicamente activas de cada uno
de los anteriores); un anticoagulante (por ejemplo, warfarina o heparina); farmaco antiplaquetario (por ejemplo,
aspirina); un inhibidor de la glicoproteina IlIb/llla; un glicosaminoglicano; cumarina; GCSF; melatonina; un inhibidor
de la apoptosis (por ejemplo, inhibidor de caspasa), un antioxidante (por ejemplo, NXY-059); y un neuroprotector
(por ejemplo, un antagonista de receptores de NMDA o un antagonista de cannabinoides).

En una realizacion preferida, el antagonista de VLA-1 y el segundo agente se administran al mismo tiempo. En una
realizacién preferida, el antagonista de VLA-1 se administra primero en el tiempo y el segundo agente va a
administrarse segundo en el tiempo. En una realizacién preferida, el segundo agente va a administrarse primero en
el tiempo y el antagonista de VLA-1 se administra segundo en el tiempo.

Como se usa en el presente documento, “administrado en combinacién” significa que dos o mas agentes (por
ejemplo, el antagonista de VLA-1 y el segundo agente) van a administrarse a un sujeto al mismo tiempo o en el
plazo de un intervalo, de forma que haya solapamiento de un efecto de cada agente en el paciente.
Preferentemente, las administraciones del primer y segundo agente estan separadas suficientemente préximas entre
si de manera que se logre un efecto combinatorio. El intervalo puede ser un intervalo de horas, dias o semanas.
Generalmente, los agentes estan simultaneamente biodisponibles, por ejemplo, detectables, en el sujeto. En una
realizacién preferida se hace al menos una administracién de uno de los agentes, por ejemplo, el primero agente,
mientras que el otro agente, por ejemplo, el antagonista de VLA-1 esta todavia presente a un nivel terapéutico en el
sujeto.

En una realizacion, el procedimiento también incluye evaluar el sujeto para un criterio después de accidente
cerebrovascular, por ejemplo, un criterio de evaluaciéon del accidente cerebrovascular o escala descrita en el
presente documento. En algunas realizaciones, la evaluacién se realiza al menos 1 hora, por ejemplo, al menos 2, 4,
6, 8, 12, 24 6 48 horas, 0 al menos 1 semana, 2 semanas, 4 semanas, 10 semanas, 13 semanas, 20 semanas 0
mas, después de la administracion del antagonista de VLA-1. El sujeto puede evaluarse en uno o mas de los
siguiente periodos: antes de empezar el tratamiento; durante el tratamiento; o después de que se hayan
administrado uno o mas elementos del tratamiento. La evaluacion puede incluir evaluar la necesidad de tratamiento
adicional con el mismo antagonista de VLA-1 o de tratamiento adicional con agentes adicionales. En una realizacién
preferida, si se obtiene un resultado preseleccionado de la evaluacion, se realiza una etapa adicional, por ejemplo, al
sujeto se le va a administrar otro tratamiento o va a realizarse otra evaluacion o prueba.

En otra realizacion, el procedimiento incluye adicionalmente una etapa de identificar un sujeto que tiene un accidente
cerebrovascular (por ejemplo, accidente cerebrovascular isquémico, accidente cerebrovascular hemorragico o
ataque isquémico transitorio) o sintomas de un accidente cerebrovascular.

En un aspecto, la divulgaciéon incluye un procedimiento para tratar un sujeto, incluyendo el procedimiento (a)
determinar si un paciente tiene isquemia, por ejemplo, isquemia pos-accidente cerebrovascular; (b) determinar si el
accidente cerebrovascular u otro acontecimiento que causa la isquemia es en el plazo de un tiempo
preseleccionado, por ejemplo, un tiempo descrito en el presente documento; y, si (a) y (b) se cumplen, administrar al
sujeto un antagonista de VLA-1 en una cantidad eficaz para tratar la isquemia.

En un aspecto, la divulgacion incluye un antagonista de VLA-1 para su utilizacion en el tratamiento de un accidente
cerebrovascular, por ejemplo, tal como se describe en el presente documento. El antagonista puede ser un
antagonista de VLA-1 descrito en el presente documento, por ejemplo, un anticuerpo de VLA-1 descrito en el
presente documento. En otro aspecto, la divulgacién incluye la utilizacién de un antagonista de VLA-1 para la
fabricacién de un medicamento para tratar un accidente cerebrovascular, por ejemplo, tal como se describe en el
presente documento. El antagonista puede ser un antagonista de VLA-1 descrito en el presente documento, por
ejemplo, un anticuerpo de VLA-1 descrito en el presente documento.

En un aspecto, la divulgacion incluye un recipiente que incluye un antagonista de VLA-1, por ejemplo, un anticuerpo
anti-VLA-1, y una etiqueta con instrucciones para la utilizacion del antagonista en el tratamiento de accidente
cerebrovascular.

En un aspecto, la divulgacién incluye procedimientos de tratamiento de una lesion isquémica en un sujeto, por
ejemplo, una lesion isquémica descrita en el presente documento, procedimiento que incluye administrar al sujeto un
antagonista de VLA-1, por ejemplo, un anticuerpo anti-VLA-1 descrito en el presente documento, en una cantidad
eficaz para tratar la lesién isquémica. En otro caso, la divulgacién incluye procedimientos de tratamiento de lesién
por isquemia-reperfusiéon en un sujeto, procedimiento que incluye administrar al sujeto un antagonista de VLA-1, por
ejemplo, un anticuerpo anti-VLA-1 descrito en el presente documento, en una cantidad eficaz para tratar la lesion por
isquemia-reperfusion.

En otro aspecto, la divulgacién incluye procedimientos de tratamiento de lesion cerebral trauméatica (LCT) en un
sujeto. El procedimiento incluye administrar al sujeto un antagonista de VLA-1 en una cantidad eficaz para tratar
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LCT.

En una realizacion, el antagonista de VLA-1 es un anticuerpo anti-VLA-1, o fragmento de unién al antigeno del
mismo. El anticuerpo anti-VLA-1 puede ser un anticuerpo monoclonal, o un fragmento de unién al antigeno del
mismo. El anticuerpo anti-VLA-1 puede ser de longitud completa (por ejemplo, una IgG (por ejemplo, una lgG1,
1gG2, 1gG3, IgG4), IgM, IgA (por ejemplo, IgAl, IgA2), IgD e IgE, o puede incluir solo un fragmento de unién al
antigeno (por ejemplo, un fragmento Fab, F(ab')2 0 scFv, o una o0 mas CDR). Un anticuerpo, o fragmento de unién al
antigeno del mismo, puede incluir inmunoglobulinas de dos cadenas pesadas e inmunoglobulinas de dos cadenas
ligeras, o puede ser un anticuerpo monocatenario. El anticuerpo puede, opcionalmente, incluir una regién constante
elegida de un gen de la region constante kappa, lambda, alfa, gamma, delta, épsilon o mu. En algunas realizaciones,
el anticuerpo anti-VLA-1 incluye una regiéon constante de la cadena pesada y ligera sustancialmente de un
anticuerpo humano, por ejemplo, una region constante de IgG1 humana o una porciéon de la misma. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-VLA-1 es un anticuerpo humano.

En otras realizaciones, el anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno del mismo, es un anticuerpo quimérico o
humanizado. Como se trata en el presente documento, los anticuerpos pueden estar injertados en CDR, ser
humanizados 0 mas generalmente anticuerpos que tienen CDR de un anticuerpo no humano y una regién estructural
que se selecciona como menos inmunogénica en seres humanos, por ejemplo, menos antigénica que la region
estructural murina en la que se produce naturalmente una CDR murina.

En una realizacion preferida, el anticuerpo anti-VLA-1 es un anticuerpo que no se produce naturalmente, por
ejemplo, un anticuerpo quimérico, injertado en CDR o humanizado que tiene al menos CDR3 de cadena pesada, y
preferentemente todas las CDR de cadena pesada, méas preferentemente las tres CDR de cadena pesada y las tres
CDR de cadena ligera de un anticuerpo no humano, por ejemplo, un anticuerpo no humano descrito en el presente
documento. En una realizacion preferida, las CDR pueden diferenciarse de una CDR citada en el presente
documento en 1, 2 6 3 residuos de aminoacidos, por ejemplo, la CDR3 de cadena pesada puede ser de una fuente
descrita en el presente documento, pero por otra parte otra CDR puede variar como se describe en el presente
documento.

Los anticuerpos anti-VLA-1 preferidos incluyen, por ejemplo, un anticuerpo AQC2 humanizado (por ejemplo,
producido por un hibridoma que tiene el n°® de depdsito ATCC PTA-3274), AJH10 (ATCC PTA-3580), hAQC2 (ATCC
PTA-3275), haAQC2 (ATCC PTA-3274), hsAQC2 (ATCC PTA-3356), mAQC2 (ATCC PTA-3273) y el anticuerpo
monoclonal 1B3 (ATCC HB-10536). En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-VLA-1 puede unirse al mismo
epitope que AQC2, AJH10, hAQC2, haAQC2, hsAQC2, mAQC2 y/o 1B3. En algunas realizaciones, el anticuerpo
anti-VLA-1 compite con AQC2, AJH10, hAQC2, haAQC2, hsAQC2, mAQC?2 y/o 1B3 para unirse a VLA-1.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-VLA-1 se une a la subunidad al de VLA-1, por ejemplo, el dominio al-I
de VLA-1.

En una realizacién, el antagonista de VLA-1 es un polipéptido, por ejemplo, laminina o colageno I, 1l o IV, o0 un
péptido de unién a VLA-1 de laminina o colageno I, Il o IV descritos en el presente documento. En una realizacion,
el antagonista de VLA-1 es un péptido VLA-1, por ejemplo, un fragmento de la subunidad al, por ejemplo, un
fragmento del dominio a 1-1 que contiene la secuencia de aminoacidos VQRGGR o una secuencia de aminoacidos
similar con las sustituciones conservativas de aminoacidos. Los péptidos laminina, colageno o VLA-1 bloquean la
funcién de VLA-1 tal como se ha analizado, por ejemplo, por su capacidad de inhibir la adhesién dependiente de
K562-01 a colageno IV, tal como se describe en el presente documento. En una realizacion, el antagonista de VLA-
1 es un inhibidor de la expresion o traduccion de un acido nucleico de VLA-1, tal como una molécula de ARN de
doble cadena (dsARN), una molécula antisentido, una ribozima, una molécula de triple hélice, un aptamero, o
cualquier combinacion de los mismos.

En una realizacién, el antagonista de VLA-1 es una molécula pequefia descrita en el presente documento (por
ejemplo, un agente quimico que tiene un peso molecular de menos de 2500 Da, preferiblemente, menos de 1500
Da), o una molécula quimica, por ejemplo, una molécula organica pequefa.

En una realizacion, el antagonista de VLA-1 puede administrarse en una cantidad y/o durante un tiempo suficiente
para tratar LCT, por ejemplo, para curar, sanar, aliviar, mitigar, alterar, remediar, mejorar, corregir o afectar LCT, por
ejemplo, uno o mas sintomas de LCT descritos en el presente documento.

El sujeto normalmente es un mamifero, por ejemplo, ser humano, perro, gato, mono, conejo o mamifero agricola (por
ejemplo, caballo, vaca, cerdo, etc.). Por ejemplo, el sujeto es un ser humano, por ejemplo, un hombre o una mujer.
El sujeto puede tener al menos 18,25, 30, 45, 50, 55, 60 6 70 afios de edad.

La LCT puede ser, por ejemplo, una contusion, magulladura, laceracion o hematoma. En algunas realizaciones, el
antagonista de VLA-1 se administra para tratar una LCT primaria. En algunas realizaciones, el antagonista de VLA-1
se administra para tratar o prevenir una LCT secundaria.
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En una realizacion, el sujeto ha sufrido una LCT en el plazo de 48 horas, por ejemplo, en el plazo de 2, 3, 5, 8, 12,
20 6 30 horas desde el tratamiento. En otra realizacion, el sujeto ha sufrido una LCT hace mas de 48 horas, pero en
el plazo de las tres o dos Ultimas semanas, desde el tratamiento.

En una realizacion, el antagonista de VLA-1 se administra en una cantidad suficiente para mejorar los sintomas en
uno o mas criterios de evaluacion de LCT, por ejemplo, un criterio descrito en el presente documento, al menos el 5,
10, 15, 20, 40, 50, 60, 70 o0 el 80 % o mas.

En una realizacion, el antagonista de VLA-1 se administra en una dosificacién de 0,025 mg/kg por dia a 30 mg/kg
por dia, por ejemplo, 0,1 a 5 mg/kg, por ejemplo, 0,3 a 3 mg/kg. En una realizacion, el antagonista de VLA-1 se
administra al menos dos veces en el plazo de un periodo de 14 dias después de un accidente cerebrovascular, por
ejemplo, al menos 3, 4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13 6 14 veces en el plazo de un periodo de 14 dias después de un
accidente cerebrovascular. El antagonista puede administrarse, por ejemplo, una vez al dia, una vez cada dos dias,
dos veces a la semana, una vez a la semana, o una vez por dia durante 1 dia, por ejemplo, durante 2, 3, 4, 5, 6, 7,
14 6 28 dias. El antagonista de VLA-1 puede administrarse intravenosamente o parenteralmente.

En una realizacién, el antagonista de VLA-1 se administra en combinacién con un tratamiento para LCT. Por
ejemplo, el antagonista de VLA-1 puede administrarse conjuntamente con cirugia y/o tratamientos para otras
lesiones e infeccidon. En una realizacién preferida, el antagonista de VLA-1 y el segundo agente se administran al
mismo tiempo. En una realizacion preferida, el antagonista de VLA-1 se administra primero en el tiempo y el
segundo agente se administra segundo en el tiempo. En una realizacion preferida, el segundo agente se administra
primero en el tiempo y el antagonista de VLA-1 se administra segundo en el tiempo.

En una realizacién, el procedimiento también incluye evaluar al sujeto para un criterio de LCT descrito en el presente
documento. En algunas realizaciones, la evaluacion se realiza al menos 1 hora, por ejemplo, al menos 2, 4, 6, 8, 12,
24 6 48 horas, o al menos 1 semana, 2 semanas, 4 semanas, 10 semanas, 13 semanas, 20 semanas 0 mas,
después de la administracion del antagonista de VLA-1. El sujeto puede evaluarse en uno o mas de los siguientes
periodos: antes de empezar el tratamiento; durante el tratamiento; o después de que se hayan administrado uno o
mas elementos del tratamiento. La evaluacion puede incluir evaluar la necesidad de tratamiento adicional con el
mismo antagonista de VLA-1 o de tratamiento adicional con agentes adicionales. En una realizacion preferida, si se
obtiene un resultado preseleccionado de la evaluacion, se realiza una etapa adicional, por ejemplo, al sujeto se le va
a administrar otro tratamiento o va a realizarse otra evaluacion o prueba.

En un aspecto, la divulgacién incluye un antagonista de VLA-1 para su utilizacién en el tratamiento de LCT, por
ejemplo, tal como se describe en el presente documento. El antagonista puede ser un antagonista de VLA-1 descrito
en el presente documento, por ejemplo, un anticuerpo anti-VLA-1 descrito en el presente documento. En otro
aspecto, la divulgacion incluye la utilizacién de un antagonista de VLA-1 para la fabricacion de un medicamento para
tratar LCT, por ejemplo, tal como se describe en el presente documento. El antagonista puede ser un antagonista de
VLA-1 descrito en el presente documento, por ejemplo, un anticuerpo anti-VLA-1 descrito en el presente documento.

En un aspecto, la divulgacion incluye un recipiente que incluye un antagonista de VLA-1, por ejemplo, un anticuerpo
anti-VLA-1 y una etiqueta con instrucciones para la utilizacion del antagonista en el tratamiento de LCT.

En otro aspecto, la divulgacion incluye procedimientos de tratamiento de una lesién de la médula espinal (LME) en
un sujeto. El procedimiento incluye administrar al sujeto un antagonista de VLA-1 en una cantidad eficaz para tratar
LME.

En una realizacién, el antagonista de VLA-1 es un anticuerpo anti-VLA-1, o fragmento de unién al antigeno del
mismo. El anticuerpo anti-VLA-1 puede ser un anticuerpo monoclonal, o un fragmento de unién al antigeno del
mismo. El anticuerpo anti-VLA-1 puede ser de longitud completa (por ejemplo, una IgG (por ejemplo, una IgG1,
1gG2, 1gG3, 1gG4), IgM, IgA (por ejemplo, IgAl, I1gA2), IgD e IgE, o puede incluir solo un fragmento de unién al
antigeno (por ejemplo, un fragmento Fab, F(ab')2 0 scFv, o una o0 mas CDR). Un anticuerpo, o fragmento de unién al
antigeno del mismo, puede incluir inmunoglobulinas de dos cadenas pesadas e inmunoglobulinas de dos cadenas
ligeras, o puede ser un anticuerpo monocatenario. El anticuerpo puede, opcionalmente, incluir una regién constante
elegida de un gen de la region constante kappa, lambda, alfa, gamma, delta, épsilon o mu. En algunas realizaciones,
el anticuerpo anti-VLA-1 incluye una regiéon constante de la cadena pesada y ligera sustancialmente de un
anticuerpo humano, por ejemplo, una regién constante de IgG1l humana o una porcién de la misma. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-VLA-1 es un anticuerpo humano.

En otras realizaciones, el anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno del mismo, es un anticuerpo quimérico o
humanizado. Como se trata en el presente documento, los anticuerpos pueden estar injertados en CDR, ser
humanizados, o mas generalmente, anticuerpos que tienen CDR de un anticuerpo no humano y una region
estructural que se selecciona como menos inmunogénica en seres humanos, por ejemplo, menos antigénica que la
region estructural murina en la que se produce naturalmente una CDR murina.

En una realizacion preferida, el anticuerpo anti-VLA-1 es un anticuerpo que no se produce naturalmente, por

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2685802 T3

ejemplo, un anticuerpo quimérico, injertado en CDR o humanizado que tiene al menos CDR3 de cadena pesada, y
preferentemente todas las CDR de cadena pesada, méas preferentemente las tres CDR de cadena pesada y las tres
CDR de cadena ligera de un anticuerpo no humano, por ejemplo, un anticuerpo no humano descrito en el presente
documento. En una realizacion preferida, las CDR pueden diferenciarse de una CDR citada en el presente
documento en 1, 2 6 3 residuos de aminoacidos, por ejemplo, la CDR3 de cadena pesada puede ser de una fuente
descrita en el presente documento, pero por otra parte otra CDR puede variar como se describe en el presente
documento.

Los anticuerpos anti-VLA-1 preferidos incluyen, por ejemplo, un anticuerpo AQC2 humanizado (por ejemplo,
producido por un hibridoma que tiene el n° de depésito ATCC PTA-3274), AJH10 (ATCC PTA-3580), hAQC2 (ATCC
PTA-3275), haAQC2 (ATCC PTA-3274), hsAQC2 (ATCC PTA-3356), mAQC2 (ATCC PTA-3273) y el anticuerpo
monoclonal 1B3 (ATCC HB-10536). En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-VLA-1 puede unirse al mismo
epitope que AQC2, AJH10, hAQC2, haAQC2, hsAQC2, mAQC2 y/o 1B3. En algunas realizaciones, el anticuerpo
anti-VLA-1 compite con AQC2, AJH10, hAQC2, haAQC2, hsAQC2, mAQC?2 y/o 1B3 para unirse a VLA-1.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-VLA-1 se une a la subunidad al de VLA-1, por ejemplo, el dominio al-I
de VLA-1.

En una realizacion, el antagonista de VLA-1 es un polipéptido, por ejemplo, laminina o colageno I, 1ll o IV, o un
péptido de unién a VLA-1 de laminina o colageno |, Il o IV descritos en el presente documento. En una realizacion,
el antagonista de VLA-1 es un péptido VLA-1, por ejemplo, un fragmento de la subunidad al, por ejemplo, un
fragmento del dominio a 1-1 que contiene la secuencia de aminoacidos VQRGGR o una secuencia de aminoacidos
similar con las sustituciones conservativas de aminodacidos. Los péptidos laminina, colageno o VLA-1 bloquean la
funciéon de VLA-1 tal como se ha analizado, por ejemplo, por su capacidad de inhibir la adhesion dependiente de
K562-al a colageno IV, tal como se describe en el presente documento. En una realizacion, el antagonista de VLA-1
es un inhibidor de la expresion o traduccién de un acido nucleico de VLA-1, tal como una molécula de ARN de doble
cadena (dsARN), una molécula antisentido, una ribozima, una molécula de triple hélice, un aptamero o cualquier
combinacion de los mismos.

En una realizacién, el antagonista de VLA-1 es una molécula pequefia descrita en el presente documento (por
ejemplo, un agente quimico que tiene un peso molecular de menos de 2500 Da, preferiblemente, menos de 1500
Da), o una molécula quimica, por ejemplo, una molécula organica pequefia.

En una realizacion, el antagonista de VLA-1 se puede administrar en una cantidad y/o durante un tiempo suficiente
para tratar LME, por ejemplo, para curar, sanar, aliviar, mitigar, alterar, remediar, mejorar, corregir o afectar LME, por
ejemplo, uno o mas sintomas de LME descritos en el presente documento.

El sujeto normalmente es un mamifero, por ejemplo, ser humano, perro, gato, mono, conejo 0 mamifero agricola (por
ejemplo, caballo, vaca, cerdo, etc.). Por ejemplo, el sujeto es un ser humano, por ejemplo, un hombre o una mujer.
El sujeto puede tener al menos 18, 25, 30, 45, 50, 55, 60 6 70 afios de edad.

En algunas realizaciones, el antagonista de VLA-1 se administra para tratar una LME primaria. En algunas
realizaciones, el antagonista de VLA-1 se administra para tratar o prevenir una LME secundaria.

En una realizacién, el sujeto ha sufrido una LME en el plazo de 48 horas, por ejemplo, en el plazo de 2, 3, 5, 8, 12,
20 6 30 horas, desde el tratamiento. En otra realizacion, el sujeto ha sufrido una LME hace mas de 48 horas, pero en
el plazo de las tres o dos Ultimas semanas, desde el tratamiento.

En una realizacion, el antagonista de VLA-1 se administra en una cantidad suficiente para mejorar los sintomas en
uno o mas criterios de evaluacién de LME, por ejemplo, un criterio descrito en el presente documento, al menos el 5,
10, 15, 20, 40, 50, 60, 70 o el 80 % 0 mas.

En una realizacion, el antagonista de VLA-1 se administra en una dosificacién de 0,025 mg/kg por dia a 30 mg/kg
por dia, por ejemplo, 0,1 a 5 mg/kg, por ejemplo, 0,3 a 3 mg/kg. En una realizacion, el antagonista de VLA-1 se
administra al menos dos veces en el plazo de un periodo de 14 dias después de un accidente cerebrovascular, por
ejemplo, al menos 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13 6 14 veces en el plazo de un periodo de 14 dias después de un
accidente cerebrovascular. El antagonista puede administrarse, por ejemplo, una vez al dia, una vez cada dos dias,
dos veces a la semana, una vez a la semana, o una vez por dia durante 1 dia, por ejemplo, durante 2, 3, 4, 5, 6, 7,
14 6 28 dias. El antagonista de VLA-1 puede administrarse intravenosamente o parenteralmente.

En una realizacién, el antagonista de VLA-1 se administrar en combinacion con un segundo agente para el
tratamiento para LME. El segundo agente puede ser, por ejemplo, un corticosteroide o un glucocorticoide tal como
metilprednisolona. En una realizacién preferida, el antagonista de VLA-1 y el segundo agente van a administrarse al
mismo tiempo. En una realizacién preferida, el antagonista de VLA-1 se administra primero en el tiempo y el
segundo agente se administrar segundo en el tiempo. En una realizacion preferida, el segundo agente se administra
primero en el tiempo y el antagonista de VLA-1 se administra segundo en el tiempo.

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2685802 T3

En una realizacién, el procedimiento también incluye evaluar el sujeto para un criterio de LME descrito en el
presente documento. En algunas realizaciones, la evaluacion se realiza al menos 1 hora, por ejemplo, al menos 2, 4,
6, 8, 12, 24 6 48 horas, o al menos 1 semana, 2 semanas, 4 semanas, 10 semanas, 13 semanas, 20 semanas o
mas, después de la administracién del antagonista de VLA-1 . El sujeto puede evaluarse en uno o mas de los
siguientes periodos: antes de empezar el tratamiento; durante el tratamiento; o después de que se hayan
administrado uno 0 méas elementos del tratamiento. La evaluacion puede incluir evaluar la necesidad de tratamiento
adicional con el mismo antagonista de VLA-1, o de tratamiento adicional con agentes adicionales. En una realizacién
preferida, si se obtiene un resultado preseleccionado de la evaluacion, se realiza una etapa adicional, por ejemplo, al
sujeto se le va a administrar otro tratamiento o va a realizarse otra evaluacion o prueba.

En un aspecto, la divulgacion incluye un antagonista de VLA-1 para su utilizacion en el tratamiento de LME, por
ejemplo, tal como se describe en el presente documento. El antagonista puede ser un antagonista de VLA-1 descrito
en el presente documento, por ejemplo, un anticuerpo de VLA-1 descrito en el presente documento. En otro aspecto,
la divulgacion incluye la utilizacion de un antagonista de VLA-1 para la fabricacién de un medicamento para tratar
LME, por ejemplo, tal como se describe en el presente documento. El antagonista puede ser un antagonista de VLA-
1 descrito en el presente documento, por ejemplo, un anticuerpo de VLA-1 descrito en el presente documento.

En un aspecto, la divulgacion incluye un recipiente que incluye un antagonista de VLA-1, por ejemplo, un anticuerpo
anti-VLA-1, y una etiqueta con instrucciones para la utilizacion del antagonista en el tratamiento de LME.

Como se usa en el presente documento, el término “tratamiento”, “tratar” o “tratando” se refiere a administrar una
terapia en una cantidad, manera y/o modo eficaz para mejorar una afeccion, sintoma o parametro asociado a un
trastorno (por ejemplo, accidente cerebrovascular, LCT o LME) o para reducir la aparicion, progresion o
exacerbacion del trastorno (incluyendo lesidon secundaria producida por el trastorno, por ejemplo, accidente
cerebrovascular, LCT o LME), a tanto un grado estadisticamente significativo como a un grado detectable para un
experto en la materia. Por consiguiente, el tratamiento puede lograr beneficios terapéuticos y/o profilacticos. Una
cantidad eficaz, manera o modo puede variar dependiendo del sujeto y puede adaptarse al sujeto. Como se usa en
el presente documento, “tratamiento” también engloba el tratamiento profilactico de sujetos con un elevado riesgo de
accidente cerebrovascular, por ejemplo, un sujeto que ha sufrido un ataque isquémico transitorio. En una realizacién
preferida, el antagonista de VLA-1 se administra después de la lesion isquémica. En una realizacion preferida, el
antagonista de VLA-1 se administra después de que el sujeto haya tenido un accidente cerebrovascular.

Como se usa en el presente documento, “una cantidad eficaz para tratar”, o una “cantidad terapéuticamente eficaz”,
se refiere a una cantidad de un antagonista de VLA-1 que es eficaz, tras administraciones de dosis Unicas o
multiples a un sujeto, para mejorar o tratar profilacticamente una afeccién, sintoma o parametro asociado a un
trastorno o para reducir la aparicion, progresion o exacerbacion del trastorno, a tanto un grado estadisticamente
significativo como a un grado detectable para un experto en la materia. Por ejemplo, en el contexto de accidente
cerebrovascular, “una cantidad eficaz para tratar” es una cantidad suficiente para reducir el tamafio del infarto, por
ejemplo, al menos el 5, 10, 15, 20, 40, 50, 60, 70 o el 80 % o0 mas, en tejido neuronal en el cerebro, con respecto al
tamafo del infarto en un sujeto no tratado. Alternativamente, “una cantidad eficaz para tratar” es una cantidad
suficiente para mejorar los sintomas en uno o mas criterios de evaluacion de accidente cerebrovascular, LCT o LME
descritos en el presente documento al menos el 5, 10, 15, 20, 40, 50, 60, 70 o el 80 % o mas.

Como se usa en el presente documento, “accidente cerebrovascular” es un término general que se refiere a
afecciones producidas por la oclusiéon o hemorragia de uno o0 mas vasos sanguineos que suministran al cerebro,
conduciendo a muerte celular. “Accidente cerebrovascular isquémico”, como se usa en el presente documento, se
refiere al accidente cerebrovascular producido por una oclusion de uno o mas vasos sanguineos que suministran al
cerebro. Los tipos de accidente cerebrovascular isquémico incluyen, por ejemplo, accidente cerebrovascular
embodlico, accidente cerebrovascular cardioembolico, accidente cerebrovascular trombotico, trombosis de grandes
vasos, infarto lacunar, accidente cerebrovascular arteria-arteria y accidente cerebrovascular criptogénico. “Accidente
cerebrovascular hemorragico”, como se usa en el presente documento, se refiere al accidente cerebrovascular
producido por la hemorragia de uno 0 mas vasos sanguineos que suministran al cerebro. Los tipos de accidente
cerebrovascular hemorragico incluyen, por ejemplo, accidente cerebrovascular subdural, accidente cerebrovascular
intraparengquimatoso, accidente cerebrovascular epidural y accidente cerebrovascular subaracnoideo.

Como se usa en el presente documento, “lesion cerebral traumatica” o “LCT" se refiere a la lesién al cerebro
producida por fuerza fisica o traumatismo. La LCT puede ser primaria o secundaria. La “LCT primaria” se produce
inmediatamente tras la fuerza fisica o traumatismo y puede producir, por ejemplo, expansion del hematoma,
hemorragia subaracnoidea, edema cerebral, presién intracraneal elevada e hipoxia cerebral. La “LCT secundaria”
puede producirse durante un periodo de horas a dias tras la fuerza fisica o traumatismo y puede conducir a
acontecimientos secundarios graves (por ejemplo, accidente cerebrovascular). La LCT se define como “leve” cuando
un paciente puntla entre 13 y 15 en la escala de coma de Glasgow (GCS). La LCT leve puede asociarse a una
pérdida de consciencia (PC) durante 5 minutos o menos después de la fuerza fisica o traumatismo y/o amnesia
durante un periodo de 10 minutos 0 menos después de la fuerza fisica o traumatismo. La LCT se define como
“moderada a grave” cuando un paciente puntida menos de 13 en la GCS.
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Como se usa en el presente documento, “lesion de la médula espinal” o “LME” se refiere a una lesion traumatica
sufrida por la médula espinal y/o el area a su alrededor. La médula espinal puede comprimirse, seccionarse o
contusionarse, conduciendo a lesion fisica o fisiolégica a los axones y afectando a la conduccion de impulsos
neuroeléctricos a lo largo de la longitud de los axones afectados. Pueden morir grandes poblaciones de axones, que
incluyen sus cuerpos celulares asociados, causando la pérdida de comunicacién entre el cerebro y los nervios
periféricos. La LME conduce asi a pérdida repentina de la funcibn motora completa o parcial, cuyo grado depende
de la localizacion de la lesion. La LME superior (cervical) puede producir pérdida total de la funcién motora,
cuadriplejia, pérdida del control respiratorio y/o colapso cardiovascular. La LME inferior (toracica) puede producir
paraplejia sin implicar disfuncion de los brazos o respiratoria.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La fig. 1A es una gréafica de evaluacion del comportamiento después de OACC.

La fig. 1B es una grafica del porcentaje del hemisferio infartado en ratones de control y tratados con anticuerpo anti-
VLA-1 tras OACC.

La fig. 1C es una gréafica de volumen de infarto en ratones de control y tratados con anticuerpo anti-VLA-1 tras
OACC.

La fig. 1D es una gréfica de porcentaje de edema en ratones de control y tratados con anticuerpo anti-VLA-1 tras
OACC.

La fig. 2A es una grafica de volumen de infarto en ratones de control y tratados con anticuerpo anti-VLA-1 tras
OACC.

La fig. 2B es una grafica de porcentaje de edema en ratones de control y tratados con anticuerpo anti-VLA-1 tras
OACC.

DESCRIPCION DETALLADA

Los resultados presentados en el presente documento muestran que un bloqueo del anticuerpo para VLA-1 puede
reducir el tamafio del infarto in vivo en un modelo de isquemia cerebral. Los resultados demuestran, entre otras
cosas, que la administraciéon de un antagonista de VLA-1, por ejemplo, un anticuerpo para VLA-1, puede reducir la
lesién isquémica en el SNC, particularmente la lesion isquémica traumatica. Por consiguiente, un antagonista de
VLA-1, por ejemplo, un anticuerpo para VLA-1, puede administrarse para tratar accidente cerebrovascular, lesion
cerebral traumatica (LCT) y lesion de la médula espinal (LME), por ejemplo, solo o en combinacién con otro
tratamiento, ademas de otras lesiones isquémicas.

VLA-1

Las integrinas son una superfamilia de receptores de la superficie celular que median en la adhesién célula-célula y
célula-matriz. Se muestra que estas proteinas proporcionan anclaje, ademas de sefiales para el crecimiento,
migracion y diferenciacion celular, durante el desarrollo y la reparacién de tejido. Participan en procesos inmunitarios
e inflamatorios.

Las integrinas son proteinas heterodiméricas compuestas por dos cadenas no covalentemente enlazadas de
polipéptidos, a y B. El extremo amino de cada cadena forma una cabeza globular que contribuye al enlace entre
cadenas y a la unién al ligando. Las cabezas globulares estan conectadas a los segmentos transmembrana por
tallos. Las colas citoplasmicas son normalmente inferiores a 50 residuos de aminoacidos de longitud. Las subfamilias
de la integrina se definieron originalmente basandose en qué unidad B se uso6 para formar los heterodimeros. Las
integrinas que contienen B1 también se llaman moléculas VLA, con referencia a antigenos de “activacién muy
tardia”. VLA-1 a VLA-6 se refieren a los miembros de la subfamilia 1 que contienen al a a6 (es decir, CD49a a
CDA49f), respectivamente. Para una revision general véase Cellular and Molecular Immunology, eds. Abul K. Abbas y
col., W. B. Saunders Company, Philadelphia, PA, 2000.

El colageno (ambos tipos | y IV) y la laminina son ligandos conocidos de la integrina al1p1 (es decir, VLA-1). VLA-1
participa en la adhesién y migracion celular sobre el colageno (Keely y col., 1995, J. Cell Sci. 108: 595-607; y
Gotwals y col., 1996, J. Clin. Invest. 97: 2469-2477); en promover la contraccion y reorganizacion de matrices de
colageno, un componente critico de la cicatrizacién (Gotwals y col., arriba; y Chiro, 1991, Cell 67 : 403-410); y en
regular la expresion de genes que participan en la remodelacién de la matriz extracelular (Riikonen y col., 1995, J.
Biol. Chem. 270: 1-5; y Langholz y col., 1995, J. Cell Biol. 131: 1903-1915).

Antagonistas de VLA-1

Puede usarse una variedad de agentes como antagonistas de VLA-1 para tratar accidente cerebrovascular. Tales
agentes incluyen anticuerpos para VLA-1 o para una parte de VLA-1, por ejemplo, para la subunidad al de VLA-1.
Algunos agentes preferidos incluyen los anticuerpos anti-VLA-1 desvelados en las solicitudes de patente de EE.UU.
60/283.794, presentada el 14 de abril de 2001, y 60/303.689, presentada el 6 de julio de 2001 y descritos en el
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documento WO 02/083854. Otros agentes incluyen moléculas pequefias que bloquean la interaccion de VLA-1 con
su ligando, por ejemplo, colageno o laminina, 0 modulan la sefializaciéon de células de integrina para reducir una
actividad celular o funcion bioquimica asociada a VLA-1. Agentes Utiles en los procedimientos desvelados en el
presente documento también incluyen aquellos que reducen la expresion de VLA-1, tal como por terapia génica y
tecnologia antisentido.

Anticuerpos anti-VLA-1

Antagonistas de VLA-1 a modo de ejemplo incluyen anticuerpos que se unen a VLA-1. En una realizacion, el
anticuerpo inhibe la interaccién entre VLA-1 y un ligando de VLA-1 (por ejemplo, colageno), por ejemplo, bloqueando
fisicamente la interaccién, disminuyendo la afinidad de VLA-1 y/o un ligando de VLA-1 para su homdlogo, alterando
o desestabilizando complejos de VLA-1, secuestrando VLA-1 o eligiendo VLA-1 como diana para la degradacion. En
una realizacion, el anticuerpo puede unirse a VLA-1 en uno o mas residuos de aminoacidos que participan en la
superficie de separacion de unién VLA-1/ligando. Tales residuos de aminoacidos pueden identificarse, por ejemplo,
por cribado con alanina. En otra realizacién, el anticuerpo puede unirse a residuos que no participan en la unién
VLA-1/ligando. Por ejemplo, el anticuerpo puede alterar una conformacion de VLA-1 y asi reducir la afinidad de
union, o el anticuerpo puede impedir estéricamente la unién VLA-1/ligando. En una realizacion, el anticuerpo puede
reducir la activacion de un acontecimiento o actividad mediada por VLA-1.

Como se usa en el presente documento, el término “anticuerpo” se refiere a una proteina que incluye al menos una
region variable de inmunoglobulina, por ejemplo, una secuencia de aminoacidos que proporciona un dominio
variable de inmunoglobulina o una secuencia del dominio variable de inmunoglobulina. Por ejemplo, un anticuerpo
puede incluir una region variable de la cadena pesada (H) (abreviada en el presente documento VH) y una region
variable de la cadena ligera (L) (abreviada en el presente documento VL). En otro ejemplo, un anticuerpo incluye dos
regiones variables de la cadena pesada (H) y dos regiones variables de la cadena ligera (L). El término “anticuerpo”
engloba fragmentos de unién al antigeno de anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos monocatenarios, fragmentos Fab,
fragmentos F(ab)., fragmentos Fd, fragmentos Fv y fragmentos dAb), ademas de anticuerpos completos, por
ejemplo, inmunoglobulinas intactas y/o de longitud completa de los tipos IgA, 1gG (por ejemplo, IgG1, 1gG2, IgG3,
IgG4), IgE, IgD, IgM (ademas de subtipos de las mismas). Las cadenas ligeras de la inmunoglobulina pueden ser de
los tipos kappa o lambda. En una realizacion, el anticuerpo esta glicosilado. Un anticuerpo puede ser funcional para
citotoxicidad dependiente de anticuerpo y/o citotoxicidad mediada por el complemento, o puede ser no funcional
para una o ambas de estas actividades.

Las regiones VH y VL pueden subdividirse adicionalmente en regiones de hipervariabilidad, llamadas “regiones
determinantes de la complementariedad” (“CDR”"), intercaladas con regiones que estan mas conservadas, llamadas
“regiones estructurales” (FR). El grado de las FR y CDR se ha definido con precision (véase, Kabat, E.A. y col.
(1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, quinta edicion, US Department of Health and Human
Services, Publicacion del NIH n® 91-3242; y Chotia, C. y col. (1987) J. Mol. Biol. 196:901-917). En el presente
documento se usan las definiciones de Kabat. Cada VH y VL normalmente esta compuesta por tres CDR y cuatro
FR, dispuestas de extremo amino a extremo carboxilo en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3,
FR4.

Un “dominio de inmunoglobulina” se refiere a un dominio del dominio variable o constante de moléculas de
inmunoglobulina. Los dominios de inmunoglobulina normalmente contienen dos hojas B formadas de
aproximadamente siete cadenas 3, y un enlace disulfuro conservado (véase, por ejemplo, A. F. Williams y A. N.
Barclay (1988) Ann. Rev Immunol. 6:381-405). Una “secuencia del dominio variable de inmunoglobulina” se refiere a
una secuencia de aminoacidos que puede formar una estructura suficiente para poner las secuencias de CDR en
una conformacion adecuada para la unién al antigeno. Por ejemplo, la secuencia puede incluir toda o parte de la
secuencia de aminoacidos de un dominio variable que se produce naturalmente. Por ejemplo, la secuencia puede
omitir uno, dos o mas aminoacidos del extremo N o C, aminoacidos internos, puede incluir una o0 mas inserciones o
aminoacidos terminales adicionales, o puede incluir otras alteraciones. En una realizacién, un polipéptido que incluye
una secuencia del dominio variable de inmunoglobulina puede asociarse con otra secuencia del dominio variable de
inmunoglobulina para formar una estructura de unién a la diana (o “sitio de unién al antigeno”), por ejemplo, una
estructura que interacciona con VLA-1.

La cadena VH o VL del anticuerpo puede incluir adicionalmente toda o parte de una region constante de la cadena
ligera o pesada, para asi formar una cadena de inmunoglobulina pesada o ligera, respectivamente. En una
realizacién, el anticuerpo es un tetramero de dos cadenas de inmunoglobulina pesadas y dos cadenas de
inmunoglobulina ligeras. Las cadenas de inmunoglobulina pesadas y ligeras pueden conectarse por enlaces
disulfuro. La regién constante de la cadena pesada normalmente incluye tres dominios constantes, CH1, CH2 y
CH3. La regidn constante de la cadena ligera normalmente incluye un dominio CL. La regién variable de las cadenas
pesadas y ligeras contiene un dominio de unién que interacciona con un antigeno. Las regiones constantes de los
anticuerpos normalmente median en la union del anticuerpo a tejidos o factores huésped, que incluyen diversas
células del sistema inmunitario (por ejemplo, células efectoras) y el primer componente (C1lq) del sistema del
complemento clasico.
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Una o mas regiones de un anticuerpo pueden ser humanas, eficazmente humanas, o humanizadas. Por ejemplo,
una o mas de las regiones variables pueden ser humanas o eficazmente humanas. Por ejemplo, una o0 mas de las
CDR, por ejemplo, CDR1 de HC, CDR2 de HC, CDR3 de HC, CDR1 de LC, CDR2 de LC y CDR3 de LC, pueden ser
humanas. Cada una de las CDR de la cadena ligera pueden ser humanas. CDR3 de HC puede ser humana. Una o
mas de las regiones estructurales pueden ser humanas, por ejemplo, FR1, FR2, FR3 y FR4 de HC o LC. En una
realizacion, todas las regiones estructurales son humanas, por ejemplo, derivadas de una célula somatica humana,
por ejemplo, una célula hematopoyética que produce inmunoglobulinas o una célula no hematopoyética. En una
realizacién, las secuencias humanas son secuencias de la linea germinal, por ejemplo, codificadas por un acido
nucleico de la linea germinal. Una o mas de las regiones constantes pueden ser humanas, eficazmente humanas o
humanizadas. En otra realizacion, al menos el 70, 75, 80, 85, 90, 92, 95 o el 98 % de las regiones estructurales (por
ejemplo, FR1, FR2 y FR3, conjuntamente, o FR1, FR2, FR3 y FR4, conjuntamente) o el anticuerpo entero puede ser
humano, eficazmente humano o humanizado. Por ejemplo, FR1, FR2 y FR3 pueden ser conjuntamente al menos el
70, 75, 80, 85, 90, 92, 95, 98 0 el 99 % idénticas, o completamente idénticas, a una secuencia humana codificada
por una segmento de la linea germinal humana.

Una region variable “eficazmente humana” de inmunoglobulina es una region variable de inmunoglobulina que
incluye un nimero suficiente de posiciones de aminoacidos de la region estructural humana de forma que la region
variable de inmunoglobulina no provoque una respuesta inmunogénica en un ser humano normal. Un anticuerpo
“eficazmente humano” es un anticuerpo que incluye un nimero suficiente de posiciones de aminoacidos humanas
de forma que el anticuerpo no provoque una respuesta inmunogénica en un ser humano normal.

Una region variable “humanizada” de inmunoglobulina es una region variable de inmunoglobulina que se modifica de
forma que la forma modificada provoque menos de una respuesta inmunitaria en un ser humano que la forma no
modificada, por ejemplo, se modifica para incluir un namero suficiente de posiciones de aminoacidos de la region
estructural humana de forma que la region variable de inmunoglobulina no provoque una respuesta inmunogénica en
un ser humano normal. Descripciones de inmunoglobulinas “humanizadas” incluyen, por ejemplo, las patentes de
EE.UU. n° 6.407.213 y 5.693.762. En algunos casos, las inmunoglobulinas humanizadas pueden incluir un
aminoacido no humano en una o mas posiciones de aminoacidos de la region estructural.

Los anticuerpos anti-VLA-1 también pueden ser anticuerpos quiméricos, por ejemplo, generados por manipulacion
de un anticuerpo relacionado (por ejemplo, murino, rata o conejo). Por ejemplo, un anticuerpo relacionado puede
alterarse por tecnologia de ADN recombinante de forma que parte o toda la bisagra y/o regiones constantes de las
cadenas pesadas y/o ligeras se sustituyan por los componentes correspondientes de un anticuerpo de otra especie
(por ejemplo, humano). Generalmente, los dominios variables del anticuerpo manipulado siguen siendo idénticos o
sustancialmente en cuanto a los dominios variables del anticuerpo relacionado. Un anticuerpo manipulado tal se
llama un anticuerpo quimérico y es menos antigénico que el anticuerpo relacionado cuando se administra a un
individuo de la especie de la que se deriva la bisagra y/o region constante (por ejemplo, una humana). Los
procedimientos de preparacion de anticuerpos quiméricos son muy conocidos en la técnica. Regiones constantes
preferidas incluyen, pero no se limitan a, aquellas derivadas de IgG1 e 1gG4.

Anticuerpos anti-VLA-1 a modo de ejemplo Utiles en los procedimientos descritos en el presente documento
incluyen, por ejemplo, anticuerpo monoclonal AJH10 (ATCC PTA-3580; depositado el 2 de agosto de 2001 en la
Biblioteca Americana de Cultivos Tipo, 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209), hAQC2 (ATCC
PTA-3275; depositado el 18 de abril de 2001), haAQC2 (ATCC PTA-3274; depositado el 18 de abril de 2001),
hsAQC2 (ATCC PTA-3356; depositado el 4 de mayo de 2001) y mAQC2 (ATCC PTA-3273). Todos estos
anticuerpos se depositaron bajo el Tratado de Budapest. Otros anticuerpos anti-VLA-1 incluyen, por ejemplo, el
anticuerpo monoclonal 1B3 (ATCC HB-10536) descrito en las patentes de EE.UU. 5.391.481 y 5.788.966, y Ha31/8.

Generacion de anticuerpos

Los anticuerpos que se unen a VLA-1 pueden generarse mediante una variedad de medios, que incluyen
inmunizacion, por ejemplo, usando un animal, o procedimientos in vitro tales como expresién en fago. Todos o parte
de VLA-1 pueden usarse como inmunogén o como diana para la seleccion. Por ejemplo, VLA-1 o un fragmento del
mismo, por ejemplo, todo o una parte de una subunidad al de VLA-1, por ejemplo, un dominio al-l. En una
realizacién, el animal inmunizado contiene células productoras de inmunoglobulina con sitios de inmunoglobulina
naturales, humanos o parcialmente humanos. En una realizacién, el animal no humano incluye al menos una parte
de un gen de inmunoglobulina humana. Por ejemplo, es posible manipular cepas de raton deficientes en la
produccién de anticuerpos de ratén con grandes fragmentos de los sitios de Ig humana. Usando la tecnologia de
hibridomas, pueden producirse y seleccionarse anticuerpos monoclonales especificos de antigeno derivados de los
genes con la especificidad deseada. Véanse, por ejemplo, XENOMOUSE™, Green y col. (1994) Nat. Gen. 7:13-21;
documento US 2003-0070185; patente de EE.UU. n.° 5.789.650; y documento WO 96/34096.

También pueden producirse anticuerpos no humanos para VLA-1, por ejemplo, en un roedor. El anticuerpo no

humano puede humanizarse, por ejemplo, como se describe en el documento EP 239 400; patentes de EE.UU. n.°
6.602.503; 5.693.761; y 6.407.213, desinmunizarse, o modificarse de otro modo para hacerlo eficazmente humano.
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El documento EP 239 400 (Winter y col.) describe alterar anticuerpos por sustitucién (dentro de una region variable
dada) de sus regiones determinantes de la complementariedad (CDR) para una especie con aquellos de otra.
Normalmente, las CDR de un anticuerpo no humano (por ejemplo, murino) estan sustituidas en las regiones
correspondientes en un anticuerpo humano usando tecnologia de acidos nucleicos recombinantes para producir
secuencias que codifican el anticuerpo sustituido deseado. Pueden afiadirse segmentos de genes de la regién
constante humana del isotipo deseado (nhormalmente gamma | para CH y kappa para CL) y los genes de las
cadenas pesadas y ligeras humanizadas pueden co-expresarse en células de mamifero para producir anticuerpo
humanizado soluble. También pueden usarse otros procedimientos de humanizacién de anticuerpos. Por ejemplo,
otros procedimientos pueden explicar la estructura tridimensional del anticuerpo, posiciones de la regién estructural
que estan en proximidad tridimensional para unirse a determinantes y secuencias de péptidos inmunogénicas.
Véanse, por ejemplo, el documento WO 90/07861; patentes de EE.UU. n.° 5.693.762; 5.693.761; 5.585.089; y
5.530.101; Tempest y col. (1991) Biotechnology 9:266-271 y patente de EE.UU. n.° 6.407.213.

A veces, la transferencia directa de CDR a una region estructural humana conduce a una pérdida de afinidad de
union al antigeno del anticuerpo resultante. Esto es debido a que, en algunos anticuerpos relacionados, ciertos
aminoacidos dentro de las regiones estructurales interaccionan con las CDR vy asi influyen en la afinidad de unién al
antigeno global del anticuerpo. En tales casos seria critico introducir “retromutaciones” en las regiones estructurales
del anticuerpo aceptor con el fin de retener la actividad de unién al antigeno del anticuerpo relacionado. El enfoque
general de preparacién de retromutaciones se conoce en la técnica. Por ejemplo, Queen y col. (arriba), Co y col.,
Proc. Nat. Acad. Sci. USA 88 : 2869-2873(1991) y el documento WO 90/07861 (Protein Design Labs Inc.) describen
un enfoque que implica dos etapas clave. Primera, las regiones estructurales V humanas se eligen por analisis
informatico para la homologia de secuencias de proteinas 6ptima con la region estructural V del anticuerpo murino
relacionado. Entonces, la estructura terciaria de la regiéon V murina se modela por ordenador con el fin de visualizar
residuos de aminoacidos de la region estructural que es probable que interaccionen con las CDR murinas, y estos
residuos de aminoacidos murinos se superponen entonces sobre la region estructural humana homologa. Bajo este
enfoque de dos etapas hay varios criterios para disefiar anticuerpos humanizados. El primer criterio es usar como
aceptor humano la regién estructural de una inmunoglobulina humana particular que es normalmente homdéloga a la
inmunoglobulina donante no humana, o usar una regién estructural consenso de muchos anticuerpos humanos. El
segundo criterio es usar el aminoacido donante en vez del aceptor si el residuo aceptor humano es inusual y el
residuo donante es tipico para secuencias humanas en un residuo especifico de la regién estructural. El tercer
criterio es usar el residuo de aminoacido de la regién estructural donante en vez del aceptor en las posiciones
inmediatamente adyacentes a las CDR.

También puede usarse un enfoque diferente como se describe en, por ejemplo, Tempest, Biotechnology 9: 266-271
(1991). Bajo este enfoque, las regiones estructurales V derivadas de cadenas pesadas y ligeras de NEWM y REI,
respectivamente, se usan para injertar CDR sin introduccién de radicales de residuos de ratén. Una ventaja de
utilizacion de este enfoque es que las estructuras tridimensionales de las regiones variables de NEWM y REI son
conocidas de la cristalografia de rayos X y asi pueden modelarse facilmente interacciones especificas entre CDR y
residuos de la regién estructural V.

Pueden producirse anticuerpos monoclonales completamente humanos que se unen a VLA-1, por ejemplo, usando
esplenocitos humanos sensibilizados in vitro, como se describe por Boerner y col. (1991) J. Immunol. 147:86-95.
También pueden prepararse por clonacién de repertorios como se describe por Persson y col. (1991) Proc. Nat.
Acad. Sci. USA 88:2432-2436 o por Huang y Stollar (1991) J. Immunol. Methods 141:227-236; también la patente de
EE.UU. n.° 5.798.230. También pueden usarse grandes bibliotecas de expresion en fago humano no inmunizado
para aislar anticuerpos de alta afinidad que pueden desarrollarse como terapéuticos humanos usando tecnologia de
fagos estandar (véase, por ejemplo, Hoogenboom y col. (1998) Immunotechnology 4:1-20; Hoogenboom y col.
(2000) Immunol Today 2:371-8; y US 2003-0232333). Otros procedimientos para producir anticuerpos
completamente humanos implican la utilizaciéon de animales no humanos que tienen sitios de Ig enddgena inactivada
y son transgénicos para genes de la cadena pesada y cadena ligera de anticuerpos humanos no reorganizados.
Tales animales transgénicos pueden inmunizarse con al-l o un fragmento antigénico deseado de los mismos, y
entonces se preparan hibridomas de linfocitos B derivados de los mismos. Estos procedimientos se describen en,
por ejemplo, las diversas publicaciones/patentes de GenPharm/Medarex (Palo Alto, CA) referentes a ratones
transgénicos que contienen minisitios de Ig humana (por ejemplo, patente de EE.UU. 5.789.650); las diversas
publicaciones/patentes de Abgenix (Fremont, CA) con respecto a XENOMICE (por ejemplo, patentes de EE.UU.
6.075.181; 6.150.584 y 6.162.963; Green y col., Nature Genetics 7: 13-21 (1994); y Mendez y col., 15 (2): 146-56
(1997)); y las diversas publicaciones/patentes de Kirin (Japén) referentes a ratones “transémicos” (por ejemplo,
documento EP 843 961, y Tomizuka y col., Nature Genetics 16: 133-1443 (1997)).

Produccién de anticuerpos y proteinas

Los anticuerpos y otras proteinas descritas en el presente documento pueden producirse en células procariotas y
eucariotas. En una realizacion, los anticuerpos (por ejemplo, scFv) se expresan en una célula de levadura tal como
Pichia (véase, por ejemplo, Powers y col. (2001) J. Immunol. Methods 251:123-35), Hansenula o Saccharomyces.

Los anticuerpos, particularmente anticuerpos de longitud completa, por ejemplo, IgG, pueden producirse en células
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de mamifero. Células huésped de mamifero a modo de ejemplo para la expresién recombinante incluyen ovario de
hamster chino (células CHO) (incluyendo células CHO dhfr-, descritas en Urlaub y Chasin (1980) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 77:4216-4220, usadas con un marcador de seleccion DHFR, por ejemplo, como se describe en Kaufman y
Sharp (1982) Mol. Biol. 159:601-621), lineas celulares linfociticas, por ejemplo, células de mieloma NSO y células
SP2, células COS, K562, y una célula de un animal transgénico, por ejemplo, un mamifero transgénico. Por ejemplo,
la célula es una célula epitelial mamaria.

Ademas de la secuencia de acidos nucleicos que codifica el dominio de inmunoglobulina, los vectores de expresion
recombinantes pueden llevar secuencias de acidos nucleicos adicionales, tales como secuencias que regulan la
replicacién del vector en células huésped (por ejemplo, origenes de replicacion) y genes marcadores de seleccion.
El gen marcador de seleccion facilita la seleccion de células huésped en las que el vector se ha introducido (véanse,
por ejemplo, las patentes de EE.UU. n.° 4.399.216; 4.634.665; y 5.179.017). Genes marcadores de seleccion a
modo de ejemplo incluyen el gen dihidrofolato reductasa (DHFR) (para su utilizacion en células huésped dhfr - con
seleccidén/amplificacidon con metotrexato) y el gen neo (para seleccion con G418).

En un sistema a modo de ejemplo para la expresion recombinante de un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo de
longitud completa o una porcién de unién al antigeno del mismo), un vector de expresion recombinante que codifica
tanto la cadena pesada del anticuerpo como la cadena ligera del anticuerpo se introduce en células CHO dhfr- por
transfeccién mediada por fosfato de calcio. Dentro del vector de expresion recombinante, los genes de cadena
pesada y ligera del anticuerpo estan cada uno operativamente ligados a elementos reguladores
potenciadores/promotores (por ejemplo, derivados de SV40, CMV, adenovirus y similares, tales como un elemento
regulador potenciador del CMV/promotor del AMLP o un elemento regulador potenciador del SV40/promotor del
AdMLP) para accionar altos niveles de transcripcion de los genes. El vector de expresion recombinante también lleva
un gen DHFR, que permite la seleccion de células CHO que se han transfectado con el vector usando
seleccién/amplificacion con metotrexato. Las células huésped transformantes seleccionadas se cultivan para permitir
la expresién de las cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo y se recupera anticuerpo intacto del medio de cultivo.
Se usan técnicas de biologia molecular convencionales para preparar el vector de expresién recombinante, para
transfectar las células huésped, para seleccionar transformantes, para cultivar las células huésped y para recuperar
el anticuerpo del medio de cultivo. Por ejemplo, pueden aislarse algunos anticuerpos por cromatografia de afinidad
con una proteina A o proteina G

Los anticuerpos también pueden incluir modificaciones, por ejemplo, modificaciones que alteran la funcion de Fc, por
ejemplo, para reducir o eliminar la interaccion con un receptor de Fc o con Clg, o ambos. Por ejemplo, la regién
constante de IgG1 humana puede mutarse en uno o mas residuos, por ejemplo, uno o mas de los residuos 234 y
237, por ejemplo, seglin la numeracién en la patente de EE.UU. n°® 5.648.260. Otras modificaciones a modo de
ejemplo incluyen aquellas descritas en la patente de EE.UU. n.° 5.648.260.

Para algunas proteinas que incluyen un dominio Fc, el sistema de produccidon de anticuerpo/proteina puede
disefiarse para sintetizar anticuerpos u otras proteinas en los que la region Fc esta glucosilada. Por ejemplo, el
dominio Fc de moléculas IgG esta glucosilado en la asparagina 297 en el dominio CH2. El dominio Fc también
puede incluir otras modificaciones post-traduccionales eucariotas. En otros casos, la proteina se produce en una
forma que no esta glucosilada.

También pueden producirse anticuerpos por un animal transgénico. Por ejemplo, la patente de EE.UU. n.° 5.849.992
describe un procedimiento de expresion de un anticuerpo en la glandula mamaria de un mamifero transgénico. Se
construye un transgén que incluye un promotor especifico de la leche y secuencias de acidos nucleicos que
codifican el anticuerpo de interés, por ejemplo, un anticuerpo descrito en el presente documento, y una secuencia
sefial para la secrecion. La leche producida por las hembras de tales mamiferos transgénicos incluye, secretada en
ella, la proteina de interés, por ejemplo, un anticuerpo. La proteina puede purificarse de la leche, o para algunas
aplicaciones, usarse directamente.

Otros restos

Los anticuerpos descritos en el presente documento pueden comprender ademas otros restos para efectuar las
funciones deseadas. Por ejemplo, los anticuerpos pueden incluir un de resto toxina (por ejemplo, toxoide tetanico o
ricina) o un radiondclido (por ejemplo,**tIin o °°Y) para destruir las células elegidas como diana por los anticuerpos
(véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. 6.307.026). Los anticuerpos pueden comprender un resto (por ejemplo,
biotina, restos fluorescentes, restos radiactivos, marcas de histidina, etc.) para el facil aislamiento o deteccion. Los
anticuerpos también pueden comprender un resto que puede prolongar su semivida en suero, por ejemplo, un resto
de polietilenglicol (PEG).

Antagonistas de polipéptidos

Ademas de los anticuerpos, los antagonistas de VLA-1 Utiles en los procedimientos descritos en el presente
documento incluyen polipéptidos que inhiben la funcién de VLA-1, por ejemplo, al bloquear la interaccion entre VLA-
1 y sus ligandos fisioldgicos, tales como colageno, por ejemplo, colageno |, Ill, o IV, o laminina, o al modular la
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sefializacion celular dependiente de VLA-1.

Un antagonista de VLA-1 es un agente que tiene una o mas de las siguientes propiedades: (1) recubre, 0 se une a,
un antigeno de VLA-1 en la superficie de una célula que porta VLA-1 con especificidad suficiente para inhibir una
interaccion VLA-1/ligando de VLA-1, por ejemplo, la interaccion de VLA-1/colageno; (2) recubre, o se une a, un
antigeno de VLA-1 en la superficie de una célula que porta VLA-1 con especificidad suficiente para modificar, y
preferiblemente inhibir, la transduccion de una sefial mediada por VLA-1, por ejemplo, sefializacion mediada por
VLA-1/colageno; (3) recubre, o se une a, un antigeno VLA-1, por ejemplo, colageno (por ejemplo, colageno |, Il o V)
o laminina, con especificidad suficiente para inhibir la interaccién VLA-1/ligando de VLA-1; (4) recubre, o se une a,
un ligando de VLA-1, por ejemplo, colageno (por ejemplo, colageno I, 1l o IV) o laminina, con especificidad suficiente
para modificar, y preferiblemente inhibir, la transduccién de la sefializacion de VLA-1 mediada por el ligando de VLA-
1, por ejemplo, sefializacion de VLA-1 mediada por colageno. En realizaciones preferidas, el antagonista de VLA-1
tiene una o ambas de las propiedades 1y 2. En otras realizaciones preferidas, el antagonista de VLA-1 tiene una o
ambas de las propiedades 3y 4.

Para propésitos de los procedimientos descritos en el presente documento, cualquier agente capaz de unirse a los
antigenos de VLA-1 en la superficie de las células que portan VLA-1 y que bloguean o recubren de manera eficaz
los antigenos de VLA-1, se considera que son un equivalente del anticuerpo monoclonal usado en los ejemplos en el
presente documento.

Como se divulga en el presente documento, los antagonistas de VLA-1 usados en los procedimientos descritos en el
presente documento no se limitan a anticuerpos o derivados de anticuerpo, sino que pueden ser otras moléculas,
por ejemplo, formas solubles de otras proteinas que se unen a VLA-1, por ejemplo, las proteinas de union naturales
a VLA-1. Estos antagonistas incluyen colageno |, I, o 1V; péptidos de unién a VLA-1 de colageno I, lll o IV; laminina;
y péptidos de unidon a VLA-1 de laminina (ver, por ejemplo, Pfaff et al, Eur. J. Biochem. 225:975-84, 1994;
Colognato-Pyke et al, J. Biol. Chem. 270: 9398-9406, 1995; y Colognato et al., J. Biol. Chem. 272: 29330-29336,
1997). Por ejemplo, los péptidos de unién a VLA-1 de colageno |, lll o IV pueden contener la secuencia de
aminoacidos GFOGER (ver, por ejemplo Knight et al., J. Biol. Chem. 275:35-40, 2000), GROGER (ver, por ejemplo,
Kim et al., J. Biol. Chem. 280:32512-32520, 2005), o una secuencia de aminoacidos sustituida conservativamente
similar. Otros antagonistas incluyen péptidos de VLA-1, tales como un péptido que contiene la secuencia de
aminoacidos VQRGGR o una secuencia de aminoacidos sustituida conservativamente similar y miméticos de
péptido, tales como aquellos descritos en WO 01/96365; patentes de Estados Unidos 6.326.403 y 6.001.961. Estos
antagonistas pueden actuar mediante la competicién con la proteina de union a la superficie celular para VLA-1 o de
otra manera mediante la alteracion de la funcion de VLA-1.

Antagonistas de moléculas pequefias

Ademas de los anticuerpos, los antagonistas de VLA-1 Utiles en los procedimientos descritos en el presente
documento incluyen cualquier compuesto sin anticuerpo que inhiba la funcién de VLA-1, por ejemplo, al bloquear la
interaccion entre VLA-1 y sus ligandos fisiologicos, tales como colageno, o al modular la sefializacion celular
dependiente de VLA-1. Los ejemplos de estos compuestos son compuestos de molécula pequefia, por ejemplo,
aquellos descritos en Weitz-Schmidt et al., Nat. Med. 7:687-692, 2001). Estos compuestos pueden identificarse
usando, por ejemplo, bibliotecas combinatorias de moléculas pequefias, bibliotecas combinatorias de anticuerpos,
disefios racionales de farmacos y sintesis organica tradicional seguida por cribado del antagonismo usando
cualquier procedimiento conocido en la técnica.

En un ejemplo, el VLA-1 expresado recombinantemente o fragmentos funcionales del mismo pueden usarse para
cribar bibliotecas de compuestos naturales, semisintéticos o sintéticos. Los tipos de bibliotecas particularmente (tiles
incluyen bibliotecas combinatorias de moléculas organicas, bibliotecas de expresién de fago y bibliotecas
combinatorias de péptidos.

Los procedimientos para determinar si los componentes de la biblioteca se unen a un polipéptido particular son bien
conocidos en la técnica. En general, el polipéptido diana se une a la superficie de soporte solido mediante unién
especifica o no especifica. La union especifica puede realizarse usando un anticuerpo que reconoce la proteina que
se une a un soporte solido, tal como una placa o columna. Alternativamente, la unién especifica puede ser a través
de una etiqueta de epitopo, tal como la unién de GST a un soporte sélido recubierto por glutatiéon, o la union de la
proteina de fusién IgG a un soporte solido de proteina A.

Alternativamente, el VLA-1 expresado recombinantemente o partes del mismo puede expresarse en la superficie del
fago, tal como M13. Una biblioteca en fase mévil se incuba bajo condiciones para promover la union especifica entre
el la diana y un compuesto. Los compuestos que se unen a la diana pueden entonces identificarse.
Alternativamente, la biblioteca se une a un soporte sélido y el polipéptido diana esta en la fase movil.

La unién entre un compuesto y el VLA-1 diana puede determinarse mediante diversos procedimientos. La union

puede identificarse por técnicas tales como ELISA competitivo o RIA, por ejemplo, en los que la unién de un
compuesto a una diana reducird la unién de un anticuerpo a al misma diana. Estos procedimientos son bien
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conocidos en la técnica. Otro procedimiento es usar BiaCORE para medir las interacciones entre una diana y un
compuesto usando procedimientos proporcionados por el fabricante. Un procedimiento preferido es el cribado de
alto rendimiento automatizado, ver, por ejemplo, Burbaum et al, Curr OpinChem Biol. 1: 72-8 (1997), y Schullek et
al., Anal Biochem. 246: 20-9 (1997).

Una vez se ha identificado el compuesto candidato que se une a una diana, se puede determinar si el compuesto
inhibe la actividad de la diana. Por ejemplo, el compuesto candidato puede usarse para cribar por su capacidad para
inhibir la adhesion dependiente de K562-al al colageno IV. Ver, por ejemplo, Solicitud de Estados Unidos
60/303,689 y WO 02/083854. En otro ejemplo, el compuesto candidato se usa para competir para la uniéon de un
anticuerpo anti-VLA-1 a (1) una célula que expresa VLA-1, o (2) una molécula que contiene la integrina al11 o un
fragmento de la misma, por ejemplo, el dominio al-I.

Otro procedimiento para identificar los antagonistas de VLA-1 es usar la estructura de VLA-1 expresado
recombinantemente para el disefio racional de farmacos. Ver, por ejemplo, WO 01/73444.

Antagonistas del acido nucleico

En ciertas implementaciones, los antagonistas de acido nucleico se usan para disminuir la expresién de un gen
enddgeno que codifica VLA-1. En una realizacion, el antagonista de acido nucleico es un siARN que reconoce el
mMARN que codifica VLA-1. También pueden usarse otros tipos de acidos nucleicos de bloqueo, por ejemplo, un
dsARN, una ribozima, un formador de hélice triple, un aptamero, o un &acido nucleico antisentido.

Los siARN son ARN de hebra doble pequefio (dsRNA) que opcionalmente incluyen colgaduras. Por ejemplo, la
region de doble hélice de un siARN es de aproximadamente 18 hasta 25 nucleétidos de longitud, por ejemplo,
aproximadamente de 19, 20, 21, 22, 23, 6 24 nucledtidos de longitud. Tipicamente, las secuencias de siARN son
exactamente complementarias al mARN diana. Los dsARN y siARN en particular pueden usarse para slenciar la
expresion del gen en células mamiferas (por ejemplo, células humanas). Ver, por ejemplo, Clemens et al. (2000)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:6499-6503; Billy et al. (2001) Proc. Natl. Sci. USA 98:14428-14433; Elbashir et al.
(2001) Nature. 411:494-8; Yang et al. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99:9942-9947, U.S. 20030166282,
20030143204, 20040038278, y 20030224432.

Los agentes antisentido pueden incluir, por ejemplo, de aproximadamente de 8 a aproximadamente 80 nucleobases
(es decir, de aproximadamente 8 a aproximadamente 80 nucleétidos), por ejemplo, de aproximadamente 8 a
aaproximadamente 50 nucleobases, o de aproximadamente 12 a aproximadamente 30 nucleobases. Los
compuestos antisentido incluyen ribozimas, oligonucleétidos de secuencia de guia externa (EGS) (oligozimas), y
otros ARN cataliticos cortos u oligonucleétidos cataliticos que hibridizan al acido nucleico objetivo y modulan su
expresion. Los compuestos antisentido pueden incluir una extensién de al menos ocho nucleobases consecutivas
que son complementarias a una secuencia en el gen diana. Un oligonucleétido no necesita ser 100%
complementario a su secuencia de acido nucleico diana para ser hibridizable especificamente. Un oligonucleétido es
especificamente hibridizable cuando la union del oligonucleétido a la diana interfiere con la funcién normal de la
molécula diana para provocar una pérdida de utilidad, y existe un grado suficiente de complementariedad para evitar
la unién no especifica del oligonucledtido a secuencias no diana bajo condiciones en las cuales la union especifica
se desea, es decir, bajo condiciones fisioldgicas en el caso de ensayos in vivo o tratamiento terapéutico o, en el caso
de ensayos in vitro, bajo condiciones en las que se realizan los ensayos.

La hibridacion de los oligonucleétidos antisentido con mARN (por ejemplo, un mARN que codifica VLA-1) puede
interferir con una 0 mas de las funciones normales de mARN. Las funciones de mARN a interferir incluyen todas las
funciones clave, tales como, por ejemplo, la translocacion del ARN al sitio de traduccion de proteinas, traduccion de
proteinas del ARN, empalme del ARN para proporcionar una o mas especies mARN y la actividad catalitica que
puede comprometerse por el ARN. La union de proteina o proteinas especificas al ARN también puede interferir con
la hibridacion del oligonucleétido antisentido al ARN.

Los compuestos antisentido de ejemplo incluyen secuencias de ADN y ARN que especificamente hibridizan al acido
nucleico diana, por ejemplo, el mMARN que codifica VLA-1. La regidbn complementaria puede extenderse entre
aproximadamente 8 hasta aproximadamente 80 nucleobases. Los compuestos pueden incluir una o mas
nucleobases modificadas. Las nucleobases modificadas pueden incluir, por ejemplo, 5-pirimidinas sustituidas, tales
como 5-yodouracilo, 5-yodocitosina y C5-propinil pirimidinas, tales como C5-propinilcitosina y C5-propiniluracilo.
Otras nucleobases modificadas adecuadas incluyen N*%-(Ci1-Ci2) alquilaminocitosinas y N*N*-(Ci-C12)
dialquilaminocitosinas. Las nucleobases modificadas también pueden incluir 7-sustituido-8-aza-7-deazapurinas y 7-
sustituido-7-deazapurinas, tales como, por ejemplo, 7-yodo-7-deazapurinas, 7-ciano-7-deazapurinas, 7-
aminocarbonil-7-deazapurinas. Los ejemplos de éstos incluyen 6-amino-7-yodo-7-deazapurinas, 6-amino-7-ciano-7-
deazapurinas, 6-amino-7-aminocarbonil-7-deazapurinas, 2-amino-6-hidroxi-7-yodo-7-deazapurinas, 2-amino-6-
hidroxi-7-ciano-7-deazapurinas y  2-amino-6-hidroxi-7-aminocarbonil-7-deazapurinas. Ademas, N&--(C1-C12)
alquilaminopurinas 'y N8 N®--(C1-C12) dialquilaminopurinas, incluyendo N®-metilaminoadenina 'y  N& N®-
dimetilaminoadenina también son nucleobases modificadas adecuadas. De manera similar, otras 6-purinas
sustituidas incluyendo, por ejemplo, 6-tioguanina, pueden constituir nucleobases modificadas apropiadas. Otras
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nucleobases adecuadas incluyen 2-tiouracilo, 8-bromoadenina, 8-bromoguanina, 2-fluoroadenina y 2-fluoroguanina.
Los derivados de cualquiera de las nucleobases modificadas antes mencionadas también son apropiados. Los
sustituyentes de cualquiera de los compuestos precedentes pueden incluir alquilo C1-Cso, alquenilo C2-Cso, alquinilo
C2-Cso, arilo, aralquilo, heteroarilo, halo, amino, amido, nitro, tio, sulfonilo, carboxilo, alcoxi, alquilcarbonilo,
alcoxicarbonilo y similares.

También estan disponibles las descripciones de otros tipos de agentes de acido nucleico. Ver, por ejemplo, las
patentes de Estados Unidos Nos. 4.987.071; 5.116.742; y 5.093.246; Woolf et al. (1992) Proc Natl Acad Sci USA,;
Antisense RNA and DNA, D.A. Melton, Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y. (1988);
89:7305-9; Haselhoff and Gerlach (1988) Nature 334:585-59; Helene, C. (1991) Anticancer Drug Des. 6:569-84;
Helene (1992) Ann. NY. Acad. Sci. 660:27-36; y Maher (1992) Bioassays 14:807-15.

Los acidos nucleicos descritos en el presente documento, por ejemplo, un acido nucleico anti-sentido descrito en el
presente documento, puede incorporarse en un constructo génico a usar como parte de un protocolo de terapia
génica para suministrar los acidos nucleicos que pueden usarse para expresar y producir los agentes, por ejemplo,
acidos nucleicos anti-sentido dentro de las células. Los constructos de expresion de tales componentes pueden
administrarse en cualquier portador biolégicamente efectivo, por ejemplo, cualquier formulacion o composicion capaz
de suministrar de manera eficaz el componente del gen a las células in vivo. Las estrategias incluyen la insercion del
gen en cuestion en los vectores virales incluyendo los retrovirus recombinantes, adenovirus, virus adenoasociados,
lentivirus, y virus 1 del herpes simplex, o bacterias recombinantes o plasmidos eucaridticos. Los vectores virales
transfectan las células directamente; el ADN plasmido puede liberarse con la ayuda de, por ejemplo, liposomas
cationicos (lipofectina) o derivados (por ejemplo, anticuerpos conjugados), conjugados de polilisina, gramacidina S,
cubiertas virales artificiales u otros de dichos portadores intracelulares, asi como inyeccion directa del constructo
génico o la precipitacion con CaPOs realizada in vivo.

Una estrategia preferida para la introduccion in vivo del acido nucleico en una célula es mediante el uso de un vector
viral que contiene acido nucleico, por ejemplo, un cADN. La infeccion de las células con un vector viral tiene la
ventaja de que una gran proporcion de las células objetivo pueden recibir el acido nucleico. Adicionalmente, las
moléculas codificadas dentro del vector viral, por ejemplo, por un cADN contenido en el vector viral, se expresan
eficientemente en las células que han captado el acido nucleico del vector viral.

Los vectores del retrovirus y los vectores del virus adenoasociados pueden usarse como un sistema de suministro
de genes recombinantes para la transferencia de genes exdgenos in vivo, particularmente en humanos. Estos
vectores proporcionan el suministro eficiente de los genes en las células y los acido nucleicos transferidos se
integran establemente en el ADN cromosomico del huésped. Los protocolos para producir los retrovirus
recombinantes y para infectar las células in vitro o in vivo con tales virus pueden encontrarse en Current Protocols in
Molecular Biology, Ausubel, F.M. et al. (eds.) Greene Publishing Associates, (1989), Secciones 9.10-9.14 y otros
manuales de laboratorio estandar. Los ejemplos de los retrovirus adecuados incluyen pLJ, pZIP, pWE y pEM los
cuales son conocidos por los expertos en la técnica. Los ejemplos de las lineas de virus empaquetadas adecuadas
para preparar los sistemas retrovirales ecotropicos y amfotropicos incluyen WCrip, WCre, W2 y WAmM. Los retrovirus
se han utilizado para introducir una variedad de genes en muchos tipos de células diferentes, incluyendo las células
epiteliales, in vitro y/o in vivo (ver por ejemplo, Eglitis et al. (1985) Science 230: 1395-1398; Danos and Mulligan
(1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 6460-6464; Wilson et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 3014-3018;
Armentano et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 6141-6145; Huber et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:
8039-8043; Ferry et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 8377-8381; Chowdhury et al. (1991) Science 254:
1802-1805; van Beusechem et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:7640-7644; Kay et al. (1992) Human Gene
Therapy 3: 641-647; Dai et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10892-10895; Hwu et al. (1993) J. Immunol.
150: 4104-4115; Patentes de Estados Unidos Nos. 4.868.116 y 4.980.286; Solicitud PCT WO 89/07136; Solicitud
PCT WO 89/02468; Solicitud PCT WO 89/05345; y Solicitud PCT WO 92/07573).

Otro sistema de suministro de genes virales utiliza los vectores derivados del adenovirus. Ver, por ejemplo, Berkner
et al. (1988) BioTechniques 6:616; Rosenfeld et al. (1991) Science 252:431-434; y Rosenfeld et al. (1992) Cell 68:
143-155. Los vectores de adenovirus adecuados derivados de la cepa de adenovirus Ad tipo 5 dI324 u otras cepas
del adenovirus (por ejemplo, Ad2, Ad3, Ad7 etc.) son conocidas por los expertos en la materia.

Aun otro sistema del vector viral Util para el suministro del gen en cuestion es el virus adenoasociado (AAV). Ver, por
ejemplo, Flotte et al. (1992) Am. J. Respir. Cell. Mol. Biol. 7:349-356; Samulski et al. (1989) J. Virol. 63:3822-3828;
and McLaughlin et al. (1989) J. Virol 62: 1963-1973.

Aptameros

Los aptameros son secuencias de oligonucleétidos cortas que pueden usarse para reconocer y especialmente unir
al menos cualquier molécula incluyendo las proteinas de la superficie celular. La evolucion sistematica de los
ligandos mediante el proceso de enriquecimiento exponencial (SELEX) es potente y puede usarse para identificar
facilmente tales aptameros. Los aptameros pueden producirse para un rango amplio de proteinas de importancia
para la terapia y el diagnéstico, tales como los factores de crecimiento y los antigenos de superficie celular. Estos
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oligonucleétidos se unen a sus dianas con afinidades y especificidades similares como los anticuerpos (ver Ulrich
(2006) Handb Exp Pharmacol. 173:305-26). El Macugen® es un aptamero terapéutico aprobado el cual es también
el primer agente anti-angiogénico aprobado para un trastorno comun del ojo.

Factores de transcripcidn artificial

Los factores de transcripcion artificial pueden también usarse para regular la expresion de VLA-1. El factor de
transcripcion artificial puede disefiarse o seleccionarse de una biblioteca, por ejemplo, por la capacidad para unirse a
una secuencia en un gen engddeno que codifica el VLA-1, por ejemplo, en una region reguladora, por ejemplo, el
promotor. Por ejemplo, el factor de transcripcion artificial puede prepararse mediante la seleccion in vitro (por
ejemplo, usando la expresion en fagos, patente de Estados Unidos No. 6.534.261) o in vivo, o mediante el disefio
basado en un codigo de reconocimiento (ver, por ejemplo, WO 00/42219 y Patente de Estados Unidos No.
6.511.808). Ver, por ejemplo, Rebar et al. (1996) Methods Enzymol 267: 129; Greisman and Pabo (1997) Science
275:657; Isalan et al. (2001) Nat. Biotechnol 19:656; y Wu et al. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:344 para entre
otras cosas, procedimientos para crear bibliotecas de dominios de dedos de zinc variados.

Opcionalmente, un factor de transcripcion artificial puede fusionarse a un dominio regulador transcripcional, por
ejemplo, un dominio de activacion para activar la transcripcibn o un dominio de represién para reprimir la
transcripciéon. En particular, los dominios de represion pueden usarse para disminuir la expresion de genes
enddgenos que codifican VLA-1. El factor de transcripcion artificial puede por si mismo codificarse por un acido
nucleico heterélogo que se libera a una célula o la propia proteina puede liberarse a una célula (ver, por ejemplo,
Patente de Estados Unidos No. 6.534.261). El acido nucleico heterélogo que incluye una secuencia que codifica el
factor de transcripcion artificial puede ligarse operativamente a un promotor inducible, por ejemplo, para permitir un
control estricto del nivel del factor de transcripcion artificial en la célula, por ejemplo, una célula neuronal o
neurogliocito, por ejemplo, en o cerca del sitio de la lesién de accidente cerebrovascular u otra lesién descrita en el
presente documento.

Lesiones isquémicas

Isquemia se refiere a una reduccién o aboliciéon del riego sanguineo a un tejido. Los procedimientos descritos en el
presente documento pueden usarse para tratar lesiones asociadas a isquemia, o “lesiones isquémicas”. Las lesiones
isquémicas pueden incluir lesiones a, por ejemplo, el rifion, higado, pulmones, pancreas, musculo esquelético,
intestinos, corazon y cerebro. Las lesiones isquémicas pueden asociarse a o producirse por, por ejemplo, infarto
agudo de miocardio, angioplastia electiva, injerto de derivacion de las arterias coronarias, cirugia que implica
derivacién cardiaca o trasplante de érgano o tejido (por ejemplo, trasplante cardiaco), rechazo de tejido después del
trasplante, enfermedad de injerto contra huésped, accidente cerebrovascular, traumatismo craneoencefalico,
ahogamiento, septicemia, paro cardiaco, choque, aterosclerosis, hipertension, enfermedad cardiaca inducida por la
cocaina, enfermedad cardiaca inducida por el tabaquismo, insuficiencia cardiaca, hipertension pulmonar,
hemorragia, sindrome de fuga capilar (tal como sindrome disneico del nifio y del adulto), insuficiencia multiorganica,
un estado de presidn oncoética de bajo coloide (tal como inanicién, anorexia nerviosa o insuficiencia hepatica con
disminucion de la produccién de proteinas del suero), anafilaxia, hipotermia, criolesion (por ejemplo, debido a
perfusién hipotérmica o congelacion), sindrome hepatorrenal, delirio alcohdlico, una lesion por aplastamiento,
insuficiencia mesentérica, enfermedad vascular periférica, claudicacion, quemadura, electrocucién, excesiva
vasodilatacion inducida por farmacos, excesiva vasoconstriccion inducida por farmacos, exposicion a la radiacion
(por ejemplo, durante fluoroscopia u obtencién de imagenes radiogréaficas), o exposicién a alta energia, por ejemplo,
exposicion a luz laser. La excesiva vasodilatacion inducida por farmacos puede producirse por, por ejemplo,
nitroprusiato, hidralazona, diazéxido, un blogqueante de los canales de calcio o un anestésico general. La excesiva
vasoconstriccion inducida por farmacos puede producirse por, por ejemplo, neosinefrina, isoproterenol, dopamina,
dobutamina o cocaina.

Lesién por isquemia-reperfusion

“Lesién por isquemia-reperfusion” se refiere a una lesion que resulta del restablecimiento (reperfusion) del flujo de
sangre a una region del cuerpo tras una parada temporal en el flujo. Por ejemplo, la lesion por isquemia-reperfusion
puede producirse durante ciertos procedimientos quirargicos, tales como reparacién de aneurismas aorticas y
trasplante de érganos. Clinicamente, la lesion por isquemia-reperfusion puede manifestarse por complicaciones tales
como, por ejemplo, disfuncion pulmonar, que incluye sindrome disneico del adulto, disfuncién renal, coagulopatias
de consumo que incluyen trombocitopenia, deposicion de fibrina en la microvasculatura y coagulopatia intravascular
diseminada, lesion transitoria y permanente de la médula espinal, arritmias cardiacas y acontecimientos isquémicos
agudos, disfuncion hepética que incluye lesién hepatocelular aguda y necrosis, disfuncién gastrointestinal que
incluye hemorragia y/o infarto e insuficiencia multiorganica (IMO) o sindromes disneicos inflamatorios sistémicos
agudos (SIRS). La lesion puede producirse en las partes del cuerpo a las que se interrumpi6 el riego sanguineo, o
puede producirse en partes completamente suministradas con sangre durante el periodo de isquemia.

Accidente cerebrovascular
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El accidente cerebrovascular es un término general para lesion cerebral aguda resultante de enfermedad o lesién de
los vasos sanguineos. El accidente cerebrovascular puede clasificarse en al menos dos categorias principales:
accidente cerebrovascular hemorragico (resultante de la fuga de sangre fuera de los vasos sanguineos normales) y
accidente cerebrovascular isquémico (isquemia cerebral debida a la falta de riego sanguineo). Algunos
acontecimientos que pueden producir accidente cerebrovascular isquémico incluyen trombosis, embolia e
hipoperfusion sistémica (con isquemia e hipoxia resultantes).

El accidente cerebrovascular generalmente produce muerte y lesién neuronal en el cerebro por la deprivacion de
oxigeno y acontecimientos secundarios. El area del cerebro que muere como resultado de la falta de de riego
sanguineo u otra lesién se llama un infarto. En algunos casos, los tratamientos descritos en el presente documento
pueden usarse para reducir o minimizar el tamafio de un infarto, por ejemplo, reduciendo los acontecimientos
secundarios que producen muerte o lesiéon neuronal.

La obstruccién de una arteria cerebral resultante de un trombo que se ha formado sobre la pared de una arteria del
cerebro se llama generalmente trombosis cerebral. En la embolia cerebral, el material oclusivo que bloquea la arteria
cerebral se produce aguas abajo en la circulacion (por ejemplo, un émbolo es llevado a la arteria cerebral del
corazon). Debido a que es dificil de percibir si un accidente cerebrovascular se produce por trombosis o embolia, el
término tromboembolia se usa para cubrir estos dos tipos de accidente cerebrovascular. La hipoperfusion sistémica
puede producirse como consecuencia de la disminucién de los niveles de sangre, reduccién de hematocrito,
hipotension arterial o incapacidad del corazén para bombear sangre adecuadamente.

Se han usado agentes tromboliticos, tales como el activador tisular del plasmindgeno (t-PA), en el tratamiento de
accidente cerebrovascular tromboembdlico. Estas moléculas funcionan lisando el trombo que causa la isquemia. Se
cree que tales farmacos son los mas Utiles si se administran tan pronto como sea posible después del accidente
cerebrovascular agudo (preferentemente en el plazo de 3 horas) con el fin de restaurar al menos parcialmente la
circulaciéon sanguinea cerebral en la regién isquémica y para sostener la viabilidad neuronal. Puede usarse un
antagonista de VLA-1, en lugar de o en combinacién, con tales agentes tromboliticos, para lograr un beneficio
terapéutico en un sujeto que ha sufrido un accidente cerebrovascular tromboembdlico.

Debido a que los agentes tromboliticos agravan la hemorragia, su utilizacién en accidente cerebrovascular
hemorragico esta contraindicado. Sin embargo, puede usarse un antagonista de VLA-1 para proporcionar beneficio
terapéutico en casos de accidente cerebrovascular hemorragico.

Ademas, puede administrarse un antagonista de VLA-1 como terapia profilactica para accidente cerebrovascular, o
como un componente de la misma, por ejemplo, a un sujeto que ha sufrido un AIT o que esta presentando sintomas
de AIT. Si los sintomas de accidente cerebrovascular duran menos de 24 horas y el sujeto se recupera
completamente, se dice que el sujeto ha sufrido un ataque isquémico transitorio (AIT). Los sintomas de AIT incluyen
una alteracion temporal del habla, vision, sensacion, o movimiento. Debido a que frecuentemente se cree que un AIT
es un preludio de un accidente cerebrovascular a gran escala, los sujetos que han sufrido un AIT son candidatos
para terapia profilactica de accidente cerebrovascular, por ejemplo, con un antagonista de VLA-1 solo o en
combinacién con otro agente, por ejemplo, un agente anticoagulante (por ejemplo, cumarina y heparina) o un agente
antiplagquetario (tal como aspirina y ticlopidina).

Otros tratamientos para accidente cerebrovascular

Un tratamiento para accidente cerebrovascular puede implicar la utilizacion de uno o mas antagonistas de VLA-1
gue pueden usarse en combinacion con uno o mas tratamientos para accidente cerebrovascular. Los tratamientos
pueden administrarse al mismo tiempo, pero también en momentos separados, por ejemplo, en momentos
separados que estan en el plazo de un intervalo especificado, por ejemplo, en el plazo de las mismas 48, 24, 12, 6, 2
6 1 hora. Ademas, los tratamientos pueden estar usando distintos modos de administracion.

Los tratamientos que pueden administrarse en combinacién con un antagonista de VLA-1 incluyen: un agente
trombolitico (por ejemplo, estreptocinasa, complejo activador de plasmindgeno-estreptocinasa acilado (APSAC),
urocinasa, activador de urocinasa-plasminégeno monocatenario (scu-PA), agentes antiinflamatorios, enzimas
similares a trombina de venenos de serpiente tales como ancrod, inhibidores de la trombina, activador tisular del
plasmindgeno (t-PA) y variantes bioldgicamente activas de cada uno de los anteriores); un anticoagulante (por
ejemplo, warfarina o heparina); farmaco antiplaquetario (por ejemplo, aspirina); un inhibidor de la glicoproteina
lIb/llla; un glicosaminoglicano; cumarina; GCSF; melatonina; un inhibidor de caspasa; un antioxidante (por ejemplo,
NXY-059, véase Lees y col., (2006) N. Engl. J. Med 354, 588-600), un neuroprotector (por ejemplo, un antagonista
de receptores de NMDA y un antagonista de cannabinoides), un anticuerpo anti-CD18; un anticuerpo anti-CD11a; un
anticuerpo anti-ICAM-1; un anticuerpo anti-VLA-4, un anticuerpo anti-TWEAK, un anticuerpo anti-TWEAK-R,
endarterectomia carotidea; angioplastia; insercién de una prétesis endovascular; y una medicina alternativa (por
ejemplo, acupuntura, medicina tradicional china, meditacion, masaje, tratamiento con oxigeno hiperbarico o
pedagogia conductual).

Ejemplos particulares de tratamientos de combinacion incluyen administrar un antagonista de VLA-1 a un sujeto que
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ha sufrido un accidente cerebrovascular poco después de la aparicion de los sintomas del accidente cerebrovascular
y al mismo tiempo que otro tratamiento, tal como t-PA. Al dia siguiente, el sujeto puede comenzar adicionalmente
tratamientos diarios con un farmaco antiplaquetario para proteger contra un futuro accidente cerebrovascular y
después recibir dosis adicionales del antagonista de VLA-1, para mantener la biodisponibilidad del antagonista de
VLA-1. Como otro ejemplo, un sujeto que ha sufrido un AIT puede empezar el tratamiento con antagonista de VLA-1
inmediatamente después del diagnéstico de AIT a una dosis que proporciona un efecto biolégico durante al menos
una semana, y luego empezar la terapia antiplaquetaria al dia siguiente.

Factores de riesgo para accidente cerebrovascular

Los factores de riesgo para accidente cerebrovascular pueden usarse para identificar un sujeto que puede proveerse
de una dosis profilactica de un antagonista de VLA-1 o que debe monitorizarse para signos adicionales que
requieren el tratamiento con un antagonista de VLA-1. En algunos casos, el sujeto se trata si el sujeto tiene dos, tres
o cuatro o mas de los factores de riesgo, por ejemplo, los factores enumerados a continuacion.

Hipertension arterial: La hipertension arterial (140/90 mm de Hg o mayor) es un factor de riesgo altamente
significativo para accidente cerebrovascular.

Consumo de tabaco: El fumar tabaco es un factor de riesgo evitable importante para accidente cerebrovascular. La
nicotina y el mondéxido de carbono en el humo del tabaco reducen la cantidad de oxigeno en la sangre. También
dafian las paredes de los vasos sanguineos, siendo mas probable el que se formen coagulos. El usar algunos tipos
de anticonceptivos en combinacién con fumar tabaco aumenta enormemente el riesgo de accidente cerebrovascular.

Diabetes mellitus: La diabetes se define como una glucosa en plasma en ayunas (azucar en sangre) de 126 mg/dl o
mas medida en dos ocasiones. Aunque la diabetes es tratable, el tenerla todavia aumenta el riesgo de una persona
de accidente cerebrovascular. Muchas personas con diabetes también tienen hipertensién arterial, colesterolemia
alta y sobrepeso. Estos factores adicionales aumentan adicionalmente el riesgo de accidente cerebrovascular.

Enfermedad de las arterias carotidas u otras arterias: Las arterias carotidas en el cuello suministran sangre al
cerebro. Una arteria carotida estrechada por depositos adiposos de aterosclerosis (formaciones de placa en las
paredes de las arterias) puede llegar a bloguearse por un coagulo de sangre. La enfermedad de las arterias
carotidas también se llama estenosis de las arterias carétidas.

Enfermedad de las arterias periféricas: Los sujetos con enfermedad de las arterias periféricas tienen un mayor riesgo
de enfermedad de las arterias car6tidas, que eleva su riesgo de accidente cerebrovascular. La enfermedad de las
arterias periféricas es el estrechamiento de los vasos sanguineos que llevan sangre a los misculos de las piernas y
los brazos. Se produce por formaciones adiposas de placa en las paredes de las arterias.

La fibrilacién auricular eleva el riesgo de accidente cerebrovascular. Las cavidades superiores del corazon tiemblan
en lugar de bombear eficazmente, que puede conducir a que la sangre se relina y coagule. Si se rompe un coagulo,
entra en la circulacion sanguinea y se aloja en una arteria que conduce al cerebro, resulta un accidente
cerebrovascular.

Otra enfermedad cardiaca: Los sujetos con enfermedad cardiaca coronaria o insuficiencia cardiaca tienen un mayor
riesgo de accidente cerebrovascular que aquellos con corazones que funcionan normalmente. La cardiomiopatia
dilatada (un corazon agrandado), enfermedad de las véalvulas del corazon y algunos tipos de defectos congénitos del
corazon también elevan el riesgo de accidente cerebrovascular.

Ataques isquémicos transitorios (AIT): Los AIT son “accidentes cerebrovasculares de aviso” que producen sintomas
similares a los accidentes cerebrovasculares, pero no lesion permanente. El reconocer y tratar AIT puede reducir el
riesgo de un accidente cerebrovascular mayor.

Ciertos trastornos de la sangre: Un alto namero de eritrocitos espesa la sangre y forma mas probablemente
coagulos. Esto eleva el riesgo de accidente cerebrovascular. La drepanocitosis (también llamada anemia de células
falciformes) es un trastorno genético que afecta principalmente a los afroamericanos. Los glébulos rojos
“drepanocitados” son menos capaces de llevar oxigeno a los tejidos y 6rganos del cuerpo y tienden a pegarse a las
paredes de los vasos sanguineos, que pueden bloquear las arterias al cerebro y producir un accidente
cerebrovascular.

Colesterolemia alta: Un alto nivel de colesterol total en la sangre (240 mg/dl o superior) es un factor de riesgo
importante para enfermedad cardiaca, que eleva el riesgo de accidente cerebrovascular. Altos niveles de colesterol
LDL (superiores a 100 mg/dl) y triglicéridos (grasas en sangre, 150 mg/dl o superior) aumentan el riesgo de
accidente cerebrovascular en personas con enfermedad cardiaca coronaria previa, accidente cerebrovascular
isquémico o ataque isquémico transitorio (AIT). Bajos niveles (inferiores a 40 mg/dl) de colesterol HDL también
puede elevar el riesgo de accidente cerebrovascular.
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Inactividad fisica y obesidad: El ser inactivo, obeso, o ambos, puede aumentar el riesgo de hipertensién arterial,
colesterolemia alta, diabetes, enfermedad cardiaca y accidente cerebrovascular.

Excesivo abuso de sustancias: El beber excesivas cantidades de alcohol y la utilizacion de drogas intravenosas
también puede aumentar el riesgo de accidente cerebrovascular.

Edad en aumento: Aunque sujetos de todas las edades, que incluyen nifios, tienen accidentes cerebrovasculares,
cuanto mayor sea el sujeto, mayor es el riesgo de accidente cerebrovascular. Por ejemplo, el riesgo puede ser
mucho mayor por encima de la edad de 55, 60, 70, 80 u 85.

Sexo: El accidente cerebrovascular es mas comin en hombres que en mujeres. En la mayoria de los grupos de
edad, mas hombres que mujeres tendran un accidente cerebrovascular en un afio dado. Sin embargo, las mujeres
explican mas de la mitad de todas las muertes de accidente cerebrovascular. Las mujeres que estan embarazadas
tienen un mayor riesgo de accidente cerebrovascular.

Herencia (antecedentes familiares): El riesgo de accidente cerebrovascular es mayor si un padre, abuelo, hermana o
hermano ha tenido un accidente cerebrovascular. Similarmente, ciertos origenes étnicos pueden conducir a un
elevado riesgo de accidente cerebrovascular.

Accidente cerebrovascular o infarto de miocardio previo: Un sujeto que ha tenido un accidente cerebrovascular o un
infarto de miocardio tiene mucho mayor riesgo de tener posteriormente un accidente cerebrovascular.

Criterios de evaluacién del accidente cerebrovascular

La capacidad de un antagonista de VLA-1 para tratar un sujeto que tiene o0 estd en riesgo de accidente
cerebrovascular puede evaluarse, subjetivamente u objetivamente, por ejemplo, usando una variedad de criterios.
Estan disponibles varias herramientas de evaluacién para proporcionar la evaluacion.

Herramientas de evaluacion prehospitalarias de accidente cerebrovascular a modo de ejemplo incluyen la escala de
accidente cerebrovascular de Cincinnati y el cribado prehospitalario de accidente cerebrovascular de Los Angeles
(LAPSS). Las escalas de evaluacion agudas incluyen, por ejemplo, la escala neurolégica canadiense (CNS), la
escala de coma de Glasgow (GCS), la escala de accidente cerebrovascular hemisférico, la escala de Hunt y Hess, la
escala de accidente cerebrovascular de Mathew, el miniexamen del estado mental (MMSE), la escala de accidente
cerebrovascular de NIH (NIHSS), la escala de accidente cerebrovascular de Orgogozo, la clasificacién del proyecto
de accidente cerebrovascular de la comunidad de Oxfordshire (Bamford) y la escala de accidente cerebrovascular
escandinava. Las escalas de evaluacion funcional incluyen la escala de equilibrio de Berg, la escala de Rankin
modificada, la escala de impacto del accidente cerebrovascular (SIS) y la medida de la calidad de vida especifica del
accidente cerebrovascular (SS-QOL). Las herramientas de evaluaciéon de resultados incluyen la clasificacion de
resultados del accidente cerebrovascular de la Asociacion Americana del Corazéon (AHA SOC), el indice de Barthel,
la medicion de independencia funcional (FIM™), la escala de resultados de Glasgow (GOS) y la encuesta de salud
SF-36™ y SF-12™, Otras pruebas de diagnostico y de seleccién incluyen la prueba de investigacion de la accion del
brazo, la escala de demencia de Blessed, la prueba de informacién-memoria-concentraciéon de demencia de
Blessed, los criterios del DSM-IV para el diagnéstico de demencia vascular, la puntuacién de isquemia de
Hachinkski, la escala de valoracion de Hamilton para depresion, los criterios de NINDS - AIREN para el diagnéstico
de demencia vascular, la puntuacion de pronostico de Orpington, la prueba corta de orientacion-memoria-
concentracion, la trombosis en el esquema de clasificacion de infarto de miocardio, imagen por resonancia
magnética IRM (por ejemplo, técnicas de obtencién de imagenes por difusion y perfusion (Henninger y col., Stroke
37:1283-1287, 2006), técnicas de IRM ponderadas por difusion (DWI) y obtencion de imagenes sensibles al flujo, por
ejemplo, recuperacién de la inversion atenuada de fluido (FLAIR)), obtencién de imagenes funcionales y
espectroscopicas (Koroshetz, Ann. Neurol. 39:283-284, 1996) y PET (Heiss y col., Cerebrovasc. Brain Metab. Rev.
5:235-263, 1993), y.

Puede realizarse una evaluacion antes y/o después de la administracién de un antagonista de VLA-1.

Lesién cerebral traumatica

Puede usarse un antagonista de VLA-1 descrito en el presente documento para tratar lesion cerebral traumatica. La
lesion al cerebro por una fuerza fisica se llama ampliamente lesidn cerebral traumatica (LCT). El efecto resultante de
la LCT produce alteracion de los procesos cerebrales normales atribuible a cambios en la estructura y/o funcion del
cerebro. Hay dos tipos basicos de lesién cerebral, traumatismo craneal abierto y traumatismo craneal cerrado. En un
traumatismo craneal abierto, un objeto, tal como una bala, penetra en el craneo y lesiona el tejido cerebral. El
traumatismo craneal cerrado se produce normalmente por un rapido movimiento de la cabeza durante el cual el
cerebro es sacudido de un lado a otro, rebotando el interior del craneo. Los traumatismos craneales cerrados son los
mas comunes de los dos, que frecuentemente resultan de accidentes que implican vehiculos a motor o caidas. En
un traumatismo craneal cerrado, fuerza bruta o agitacién enérgica dafia el cerebro. La tension de este rapido
movimiento aparta y estira las fibras o axones nerviosos, rompiendo las conexiones entre diferentes partes del
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cerebro. En la mayoria de los casos, un coagulo de sangre resultante, o hematoma, puede presionar el cerebro o a
su alrededor, elevando la presién dentro de la cabeza. Tanto los traumatismos craneales abiertos como cerrados
pueden producir lesion grave al cerebro, produciendo la necesidad de atencion médica inmediata.

Dependiendo del tipo de fuerza que golpee la cabeza, pueden resultar lesiones variables tales como cualquiera de
las siguientes: sacudida del cerebro dentro del craneo, concusion, fractura craneal, contusion, hematoma subdural o
dafio axonal difuso. Aunque la experiencia de cada persona es diferente, hay problemas comunes a lo que se
enfrentan muchas personas con LCT. Las posibilidades documentadas incluyen dificultad en la concentracion,
resolucion ineficaz de problemas, problemas de memoria a corto y largo plazo y alteracién de las habilidades
motoras 0 sensoriales; hasta el punto de una incapacidad para realizar habilidades de la vida cotidiana
independientemente tales como comer, vestirse o bafarse. El concepto mas ampliamente aceptado de lesion
cerebral divide el proceso en acontecimientos primarios y secundarios. La lesion cerebral primaria se considera que
es mas o menos completa en el momento del impacto, mientras que la lesion secundaria evoluciona durante un
periodo de horas a dias tras el traumatismo.

Las lesiones primarias son aquellas cominmente asociadas a situaciones de emergencia tales como accidentes de
automovil, o cualquier cosa que provoque la pérdida temporal de consciencia o fractura del craneo. Las contusiones,
o lesiones similares a magulladuras, se producen frecuentemente debajo de la localizacion de un impacto particular.
La desviacién y giro del cerebro dentro del craneo después de una lesion cerebral cerrada produce dafio por
cizallamiento a las largas fibras 0 axones nerviosos que conectan el cerebro, que se denomina un dafio axonal
difuso. Las laceraciones se definen como el rasgado de los l6bulos frontal y temporal o vasos sanguineos producido
por el giro del cerebro a través de los pliegues dentro del craneo. Resultan hematomas, o coagulos de sangre,
cuando se rompen vasos pequefios por la lesién. Pueden producirse entre el craneo y el cerebro (hematoma
epidural o subdural), o dentro de la propia sustancia del cerebro (hematoma intracerebral). En cualquier caso, si son
suficientemente grandes, comprimiran o desviaran el cerebro, dafiando estructuras sensibles dentro del tronco
encefalico. También pueden elevar la presion dentro del craneo y con el tiempo cortar el riego sanguineo al cerebro.

La lesién secundaria retardada al nivel celular ha llegado a reconocerse como un importante colaborador a la
pérdida de tejido definitiva que se produce después de la lesién cerebral. Se pone en movimiento una cascada de
acontecimientos fisioldgicos, vasculares y bioquimicos en el tejido lesionado. Este procedimiento implica una
multitud de sistemas, que incluyen posibles cambios en neuropéptidos, electrolitos tales como el calcio y el
magnesio, aminoacidos excitadores, metabolitos de &acido araquidonico tales como las prostaglandinas y
leucotrienos, y formacion de radicales libres de oxigeno. Esta lesién de tejido secundaria esta en la raiz de la
mayoria de los efectos adversos graves a largo plazo que puede experimentar una persona con lesion cerebral. Los
procedimientos que minimizan esta lesion pueden ser la diferencia entre la recuperaciéon a un condicién normal o
casi normal, o la discapacidad permanente.

La lesion de vasos sanguineos difusos se ha implicado cada vez mas como componente importante de la lesion
cerebral. La respuesta vascular parece ser bifasica. Dependiendo de la gravedad del traumatismo, cambios
tempranos incluyen un aumento inicial en la tension arterial, una pérdida temprana de la regulacién automatica de
los vasos sanguineos cerebrales y una rotura transitoria de la barrera hematoencefalica (BHE). Los cambios
vasculares alcanzan el pico en aproximadamente seis horas después de la lesion, pero pueden persistir durante
nada menos que seis dias. La significancia clinica de estos cambios en los vasos sanguineos no esta todavia clara,
pero puede referirse a hinchazon del cerebro retardada que se observa frecuentemente, especialmente en las
personas mas jovenes.

El procedimiento por el que las contusiones cerebrales producen necrosis cerebral es igualmente complejo y
también se prolonga durante un periodo de horas. Los procesos toxicos incluyen la liberacion de radicales libres de
oxigeno, lesion a membranas celulares, abertura de canales de iones a una entrada de calcio, liberacién de citocinas
y metabolismo de acidos grasos libres en sustancias altamente reactivas que pueden producir espasmo e isquemia
vascular. Los radicales libres se forman en algin momento en casi cada mecanismo de lesion secundaria. El
objetivo primario de los radicales libres son los acidos grasos de la membrana celular. Un proceso conocido como
peroxidacion lipidica dafia las membranas de células neuronales, de la glia y vasculares en un modo
geométricamente progresivo. Si no se comprueba, la peroxidacion lipidica se extiende sobre la superficie de la
membrana celular y con el tiempo conduce a muerte celular. Asi, los radicales libres dafian las células endoteliales,
rompen la barrera hematoencefdlica (BHE) y directamente lesionan las células del cerebro, causando edema y
cambios estructurales en las neuronas y la glia. La rotura de la BHE es responsable de edema cerebral y exposicién
de las células del cerebro a productos dafiinos de transmisién hematica.

Las lesiones sistémicas secundarias (fuera del cerebro) pueden, por consiguiente, conducir a otra lesion al cerebro.
Esto es extremadamente comin después de las lesiones cerebrales de todos los grados de gravedad,
particularmente si estan asociadas a lesiones mudltiples. Asi, personas con lesién cerebral pueden sufrir
combinaciones de bajo oxigeno en sangre, tension arterial, cambios en el corazén y los pulmones, fiebre, trastornos
de la coagulacion de la sangre, y otros cambios adversos a intervalos repetidos en los dias siguientes a la lesién
cerebral. Esto se produce en un momento en el que el mecanismo regulador normal, por el que los vasos
cerebrovasculares pueden relajarse para mantener un suministro adecuado de oxigeno y sangre durante tales
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acontecimientos adversos, esta alterado como resultado del traumatismo original.

Los protocolos para la evaluacion inmediata estan limitados en su eficiencia y fiabilidad y son frecuentemente
invasivos. La tomografia axial computerizada (TAC) se acepta actualmente como el procedimiento de diagnostico
estandar para evaluar LCT, ya que puede identificar muchas anomalias asociadas a lesién cerebral primaria, esta
ampliamente disponible y puede realizarse a un coste relativamente bajo (Marik y col., Chest 122:688-711 2002;
McAllister y col., Journal of Clinical and Experimental Neuropsychology 23:775-791 2001). Sin embargo, la utilizacion
de TAC en el diagnostico y tratamiento de pacientes que acuden a los servicios de urgencia con LCT puede variar
entre instituciones, y los propios resultados de la TAC pueden ser malos factores prondsticos del desenlace
neuropsiquiatrico en sujetos con LCT, especialmente en el caso de lesion LCT leve (McCullagh y col., Brain Injury
15:489-497 2001).

El tratamiento inmediato para LCT normalmente implica cirugia para controlar la hemorragia en y aproximadamentel
cerebro, monitorizacion y control de la presién intracraneal, aseguramiento de la adecuada circulaciéon sanguinea al
cerebro y tratamiento del cuerpo para otras lesiones e infeccion. Aquellos con lesiones cerebrales leves
frecuentemente experimentan sintomas imperceptibles y pueden aplazar el tratamiento durante dias o incluso
semanas. Una vez un paciente elige buscar atencion médica, pueden usarse observacion, pruebas neuroldgicas,
imagenes de resonancia magnética (IRM), tomografia de emision de positrones (TEM), tomografia de emision
monofotonica (SPECT), monitorizacion del nivel de un neurotransmisor en liquido cefalorraquideo, tomografia axial
computerizada (TAC) y radiografias para determinar el grado de lesién del paciente. El tipo y gravedad de la lesién
determinan el posterior cuidado.

Puede usarse un antagonista de VLA-1, solo o en combinaciéon con otro tratamiento, para lograr un beneficio
terapéutico en un sujeto que ha sufrido una LCT. Ademas, puede administrarse un antagonista de VLA-1 como
terapia para LCT profilactica, o como componente de la misma, por ejemplo, a un sujeto que ha sufrido una LCT o
que esta presentando sintomas de una LCT. Por ejemplo, puede usarse un antagonista de VLA-1 para tratar una
lesion primaria, una lesion secundaria, 0 ambas. Alternativamente, puede usarse un antagonista de VLA-1 para
tratar una lesion primaria y como terapia profilactica para una lesidon secundaria. Puede realizarse una evaluacion
antes y/o después de la administracion de un antagonista de VLA-1.

Lesién de la médula espinal

Puede usarse un antagonista de VLA-1 descrito en el presente documento para tratar lesion de la médula espinal.
La lesion de la médula espinal (LME) es una lesion a la médula espinal que produce un cambio, tanto temporal como
permanente, en su funcidon motora, sensorial 0 autbnoma normal. Tanto los estudios clinicos como experimentales
demuestran que la médula espinal sufre lesién primaria y secundaria después de LME aguda. La LME primaria se
produce a partir de rotura mecanica, transeccién, patologia extradural o distraccion de elementos neurales. Esta
lesién normalmente se producen con fractura y/o dislocacién de la columna vertebral. Sin embargo, la LME primaria
puede producirse en ausencia de fractura o dislocacién espinal. Las lesiones penetrantes debidas a balas o armas
también pueden producir LME primaria (Burney y col., Arch Surg 128(5): 596-9 (1993)). Mas comunmente, los
fragmentos de hueso desplazados producen lesiones penetrantes de la médula espinal o nervios espinales
segmentarios. La patologia extradural también puede producir LME primaria. Hematomas o abscesos epidurales
espinales producen compresion y lesién aguda de la médula espinal. La compresion de la médula espinal de
enfermedad metastasica es una urgencia oncolégica comun. La distension longitudinal con o sin flexion y/o
extension de la columna vertebral puede producir LME primaria sin fractura o dislocacion espinal. Puede usarse un
antagonista de VLA-1 para tratar una lesion espinal primaria.

La patofisiologia de la LME secundaria implica una multitud de acontecimientos celulares y moleculares que
progresan durante los primeros dias después de la lesién (Tator, Brain Pathology 5:407-413 (1995)). La causa mas
importante de la LME secundaria es la lesién vascular a la médula espinal producida por rotura arterial, trombosis
arterial e hipoperfusion debida a choque. La LME puede sufrirse mediante isquemia de lesién o efecto sobre las
arterias espinales. La LME debida a isquemia puede producirse durante cirugia en la que la circulacion sanguinea
aortica se detiene temporalmente. Puede usarse un antagonista de VLA-1 descrito en el presente documento para
tratar o prevenir lesion LME secundaria.

También puede producirse la lesion de la médula espinal por toxicidad (Tator, Brain Pathology 5:407-413 (1995)).
Una de las toxicidades mas exigentes en la lesién de la médula espinal es la acumulacion y posterior lesion ejercida
por el neurotransmisor de aminoacidos excitadores. La excitotoxicidad producida por glutamato produce una
elevacion del calcio intracelular. El elevado calcio intracelular puede a su vez producir activacion de proteasas o
lipasas dependientes del calcio que producen adicionalmente lesion debido a la rotura de componentes
citoesqueléticos que incluyen neurofilamentos y disolucion de membranas celulares. La produccién en exceso de
acido araquiddnico y eicosanoides tales como prostaglandinas puede relacionarse con peroxidacion lipidica y
radicales libres de oxigeno. La liberacion de eicosanoides vasoactivos de membranas neuronales lesionadas puede
a su vez producir isquemia postraumatica progresiva que induce vasoespasmo. También pueden participar opioides
enddgenos en el proceso de lesién secundaria tanto por sus efectos sobre la circulacion local o sistémica como por
efectos directos sobre la médula espinal lesionada. Puede usarse un antagonista de VLA-1 descrito en el presente
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documento para tratar o prevenir lesién de la médula espinal resultante de toxicidad.

Edema significativo y progresivo pueden seguir a la lesion de la médula espinal. No se sabe si el edema es
perjudicial en si mismo o si es un epifendbmeno de otro mecanismo de lesién tal como isquemia o toxicidad al
glutamato. El edema puede extenderse en la médula espinal desde el sitio de lesién durante una distancia
considerable rostralmente y caudalmente en tanto casos de modelos experimentales como clinicos.

Las IME se clasifican como completas o incompletas, basandose en el grado de lesién, segun la escala de
discapacidad de la Asociacién Americana de Lesién Espinal (ASIA). En LME completa no hay funcién sensorial y
motora preservada en los segmentos sacros mas bajos (Waters y col., Paraplegia 29(9): 573-81(1991)). En LME
incompleta, la funcién sensorial o motora se preserva por debajo del nivel de lesién que incluye los segmentos
sacros mas bajos (Waters y col., Archives of Physical Medicine and Rehabilitation 75(3): 306-11 (1994)). Las
lesiones incompletas de la médula espinal pueden desarrollarse en lesiones mas completas. Mas cominmente, el
nivel de lesién sube uno o dos niveles espinales durante las horas a dias después del acontecimiento inicial.

Otras clasificaciones de LME incluyen sindrome central de la médula espinal, sindrome de Brown-Sequard,
sindrome anterior de la médula espinal, sindrome del cono medular y sindrome de la cola de caballo. El sindrome
central de la médula espinal esta frecuentemente asociado a una lesion de la region cervical que conduce a mayor
debilidad en las extremidades superiores que en las extremidades inferiores con preservacion sensorial sacra. El
sindrome de Brown-Sequard implica una lesion en hemiseccion de la médula espinal, causando una pérdida
proprioceptiva y motora ipsilateral relativamente mayor con pérdida contralateral de la sensibilidad al dolor y
temperatura. El sindrome anterior de la médula espinal esta frecuentemente asociado a una lesién que causa
pérdida variable de la funciébn motora y sensibilidad al dolor y temperatura, mientras que se preserva la
propriocepcion. El sindrome del cono medular esta asociado a lesién a la médula espinal sacra y raices de los
nervios lumbares. Este sindrome se caracteriza por arreflexia en la vejiga, intestino y extremidades inferiores,
mientras que los segmentos sacros pueden mostrar ocasionalmente reflejos preservados (por ejemplo, reflejos
bulbocavernosos y miccionales). El sindrome de la cola de caballo es debido a lesion a las raices de los nervios
lumbosacros en el canal espinal, conduciendo a vejiga, intestino y extremidades inferiores arrefléxicos.

El choque neurogénico puede resultar de LME (Tator, Brain Pathology 5:407-413 (1995)). El choque neurogénico se
refiere a la triada hemodinamica de hipotensién, bradicardia y vasodilatacion periférica resultante de disfuncion
autonoma vy la interrupcion del control del sistema nervioso simpatico en LME aguda, y se diferencia del choque
espinal e hipovolémico. El choque hipovolémico tiende a asociarse a taquicardia. El choque espinal se define como
la pérdida completa de toda la funcién neurolégica, que incluye reflejos y tono rectal, por debajo de un nivel
especifico que esta asociado a disfuncién autbnoma. Se observa un aumento inicial en la tension arterial debido a la
liberacién de catecolaminas, seguido de hipotension. Se observa pardlisis flacida, que incluye del intestino y vejiga, y
algunas veces se desarrolla priapismo sostenido. Estos sintomas tienden a durar varias horas a dias hasta que los
arcos reflejos por debajo del nivel de la lesion empiezan a funcionar de nuevo.

La terapia actual para LME tiene como objetivo mejorar la funcion y sensacién motora en pacientes con el trastorno.
Los corticosteroides son el pilar de la terapia. Se cree que glucocorticoides tales como la metilprednisolona reducen
los efectos secundarios de LME aguda, y la utilizacion de metilprednisolona de altas dosis en LME aguda no
penetrante se ha convertido en el tratamiento de referencia en América del Norte.

Puede usarse un antagonista de VLA-1 descrito en el presente documento para tratar cualquier clasificacion de
LME, o un sintoma de la misma, como se describe en el presente documento. Un antagonista de VLA-1 puede
usarse solo o en combinacion con otra terapia conocida para LME.

Composiciones farmacéuticas

Un antagonista de VLA-1 (por ejemplo, un anticuerpo anti-VLA-1) puede formularse como una compaosicién
farmacéutica, por ejemplo, para administracién a un sujeto para tratar accidente cerebrovascular, LCT o LME.
Normalmente, una composicién farmacéutica incluye un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Como se usa en el
presente documento, “vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye todos y cada uno de disolventes, medios de
dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotonicos y que retrasan la absorcion, y
similares, que son fisiolégicamente compatibles. La composicion puede incluir una sal farmacéuticamente aceptable,
por ejemplo, una sal de adicion de acido o una sal de adicion de base (véase, por ejemplo, Berge, S.M. y col. (1977)
J. Pharm. Sci. 66:1-19).

El antagonista de VLA-1 puede formularse segun procedimientos convencionales. La formulacién farmacéutica es
una técnica bien establecida y se describe adicionalmente, por ejemplo, en Gennaro (ed.), Remington: The Science
and Practice of Pharmacy, 202 ed., Lippincott, Williams & Wilkins (2000) (ISBN: 0683306472); Ansel y col.,
Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, 72 ed., Lippincott Williams & Wilkins Publishers (1999)
(ISBN: 0683305727); y Kibbe (ed.), Handbook of Pharmaceutical Excipients, American Pharmaceutical Association,
32 ed. (2000) (ISBN: 091733096X).
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En una realizacion, un antagonista de VLA-1 (por ejemplo, un anticuerpo anti-VLA-1) puede formularse con
materiales de excipiente, tales como cloruro sédico, fosfato de sodio dibasico heptahidratado, fosfato de sodio
monobasico y un estabilizador. Puede proporcionarse, por ejemplo, en una disoluciéon tamponada a una
concentracion adecuada y puede almacenarse a 2-8 °C.

Las composiciones farmacéuticas pueden estar en una variedad de formas. Estas incluyen, por ejemplo, formas de
dosificacién liquidas, semi-soélidas y sélidas, tales como disoluciones liquidas (por ejemplo, disoluciones inyectables
e infusibles), dispersiones o suspensiones, comprimidos, pildoras, polvos, liposomas y supositorios. La forma
preferida puede depender del modo previsto de administracion y aplicacion terapéutica. Normalmente, las
composiciones para los agentes en el presente documento se describen en forma de disoluciones inyectables o
infusibles.

Tales composiciones pueden administrarse por un modo parenteral (por ejemplo, inyeccion intravenosa, subcutanea,
intraperitoneal o intramuscular). Los términos “administracion parenteral” y “administrado parenteralmente” como se
usan en el presente documento significan modos de administracion distintos de administraciéon enteral y topica,
normalmente mediante inyeccién, e incluyen, sin limitacién, inyeccién e infusién intravenosa, intramuscular,
intraarterial, intratecal, intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal,
subcutanea, subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal, epidural, intracerebral,
intracraneal, intracarotidea e intraesternal.

La composicion puede formularse como una disolucion, microemulsion, dispersion, liposoma, u otra estructura
ordenada adecuada para el almacenamiento estable a alta concentracién. Pueden prepararse disoluciones
inyectables estériles incorporando un agente descrito en el presente documento en la cantidad requerida en un
disolvente apropiado con uno o una combinaciéon de componentes enumerados anteriormente, segln se requiera,
seguido de esterilizacién por filtracion. Generalmente, se preparan dispersiones incorporando un agente descrito en
el presente documento en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersién basico y los otros componentes
requeridos de aquellos enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de
disoluciones inyectables estériles, los procedimientos preferidos de preparacién son secado a vacio y liofilizacién
gue dan un polvo de un agente descrito en el presente documento mas cualquier componente deseado adicional de
una disoluciéon previamente esterilizada por filtracion del mismo. La fluidez apropiada de una disolucion puede
mantenerse, por ejemplo, por la utilizaciéon de un recubrimiento tal como lecitina, por el mantenimiento del tamafio de
particula requerido en el caso de la dispersion y por la utilizaciéon de tensioactivos. La absorcion prolongada de las
composiciones inyectables puede provocarse incluyendo en la composicion un agente que retarda la absorcion, por
ejemplo, sales de monoestearato y gelatina.

En ciertas realizaciones, el antagonista de VLA-1 puede prepararse con un vehiculo que protegera al compuesto de
la rapida liberacion, tal como una formulacidon de liberacion controlada, que incluye implantes, y sistemas de
administracion microencapsulados. Pueden usarse polimeros biocompatibles biodegradables, tales como etileno-
acetato de vinilo, polianhidridos, &cido poliglicélico, colageno, poliortoésteres y &acido polilactico. Muchos
procedimientos para la preparacion de tales formulaciones estan patentados o se conocen generalmente. Véase, por
ejemplo, Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems, J.R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New
York, 1978.

Un antagonista de VLA-1 (por ejemplo, un anticuerpo anti-VLA-1) puede modificarse, por ejemplo, con un resto que
mejora su estabilizacion y/o retencion en la circulacion, por ejemplo, en sangre, suero u otros tejidos, por ejemplo, al
menos 1,5, 2, 5, 10 6 50 veces. El antagonista modificado puede evaluarse para valorar si puede llegar a sitios de
lesion después de un accidente cerebrovascular, LCT o LME (por ejemplo, usando una forma marcada del
antagonista).

Por ejemplo, el antagonista de VLA-1 (por ejemplo, un anticuerpo anti-VLA-1) puede asociarse a un polimero, por
ejemplo, un polimero sustancialmente no antigénico, tal como un poli(6xido de alquileno) o un poli(6xido de etileno).
Polimeros adecuados variaran sustancialmente en peso. Pueden usarse polimeros que tienen pesos moleculares
promedio en nimero que oscilan de aproximadamente 200 a aproximadamente 35.000 Dalton (o aproximadamente
1 000 a aproximadamente 15 000, y 2 000 a aproximadamente 12 500).

Por ejemplo, un antagonista de VLA-1 puede conjugarse con un polimero soluble en agua, por ejemplo, un polimero
de polivinilo hidréfilo, por ejemplo, poli(alcohol vinilico) o polivinilpirrolidona. Una lista no limitante de tales polimeros
incluye homopolimeros de poli(6xido de alquileno) tales como polietilenglicol (PEG) o polipropilenglicoles, polioles
polioxietilenados, copolimeros de los mismos y copolimeros de bloques de los mismos, a condiciéon de que se
mantenga la solubilidad en agua de los copolimeros de bloques. Polimeros (Utiles adicionales incluyen
polioxialquilenos tales como polioxietileno, polioxipropileno, y copolimeros de blogues de polioxietileno y
polioxipropileno (Pluronics); polimetacrilatos; carbémeros; y polisacaridos ramificados o no ramificados.

Si el antagonista de VLA-1 (por ejemplo, un anticuerpo anti-VLA-1) se usa en combinacion con un segundo agente,

los dos agentes pueden formularse por separado o juntos. Por ejemplo, las composiciones farmacéuticas
respectivas pueden mezclarse, por ejemplo, justo antes de la administracion, y administrarse juntas, o pueden
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administrarse por separado, por ejemplo, al mismo tiempo o en momentos diferentes.
Administracién

Un antagonista de VLA-1 descrito ene | presente documento (por ejemplo, un anticuerpo anti-VLA-1) puede
administrarse a un sujeto, por ejemplo, un sujeto humano, mediante una variedad de procedimientos. Para muchas
aplicaciones, la via de administracion es una de: inyeccion intravenosa o infusion (1V), inyeccién subcutanea (SC),
intraperitonealmente (IP) o inyeccién intramuscular. En algunos casos, la administracién puede ser directamente en
el SNC, por ejemplo, intratecal, intracerebroventricular (ICV), intracerebral o intracraneal. El antagonista puede
administrarse como una dosis fija, 0 en una dosis de mg/kg.

La dosis también puede elegirse para reducir o evitar la produccién de anticuerpos contra el antagonista.

La via y/o modo de administracion del agente de bloqueo también puede adaptarse al caso individual, por ejemplo,
monitorizando el sujeto, por ejemplo, usando obtencién de imagenes tomograficas, examen neurologico y
parametros estandar asociados a accidente cerebrovascular, LCT o LME, por ejemplo, los criterios de evaluacion
descritos en el presente documento.

Las pautas de dosificacion se ajustan para proporcionar la respuesta deseada, por ejemplo, una respuesta
terapéutica o un efecto terapéutico combinado. Generalmente, cualquier combinacion de dosis (tanto separadas
como co-formuladas) del antagonista de VLA-1 (por ejemplo, un anticuerpo anti-VLA-1) (y opcionalmente un
segundo agente) puede usarse con el fin de proporcionar un sujeto con el agente en cantidades biodisponibles. Por
ejemplo, pueden administrarse dosis en el intervalo de 0,025 mg/kg -100 mg/kg, 0,05 - 50 mg/kg, 0,1 - 30 mg/kg, 0,1
-5 mg/kg 0 0,3 - 3 mg/kg.

Forma unitaria de dosificacion o “dosis fija” como se usa en el presente documento se refiere a unidades fisicamente
discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para los sujetos que van a tratarse; cada unidad contiene una
cantidad predeterminada de compuesto activo calculado para producir el efecto terapéutico deseado en asociacion
con el vehiculo farmacéutico requerido y opcionalmente en asociacion con el otro agente.

El antagonista de VLA-1 puede administrarse al menos una vez entre aproximadamente 10 minutos y
aproximadamente 48 horas, mas preferentemente entre aproximadamente 10 minutos y 24 horas, mas
preferentemente en el plazo de 3 horas, después de la aparicion de los sintomas o manifestacién del accidente
cerebrovascular, sintomas de LCT o sintomas de LME. Pueden administrarse dosificaciones individuales o mdltiples.
Alternativamente, o ademas, el antagonista puede administrarse mediante infusidn continua. El tratamiento puede
continuar durante dias, semanas, meses o incluso afios de manera que se minimice la lesion isquémica del
accidente cerebrovascular, para minimizar la lesién de los acontecimientos inflamatorios después del accidente
cerebrovascular, para prevenir otro accidente cerebrovascular o para minimizar la lesién que podria resultar de un
accidente cerebrovascular posterior, para tratar LCT primaria o secundaria o sintomas, o para tratar LME primaria o
secundaria o sintomas.

Por ejemplo, si un sujeto estd en riesgo de accidente cerebrovascular o ha sufrido un AIT, el antagonista puede
administrarse antes de la aparicion de un accidente cerebrovascular como medida preventiva. La duracién de tal
tratamiento preventivo puede ser una Unica dosificacién del antagonista o el tratamiento puede continuar (por
ejemplo, multiples dosificaciones), por ejemplo, un sujeto en riesgo de accidente cerebrovascular puede tratarse con
el antagonista durante dias, semanas, meses o0 incluso afios de manera que se prevenga que se produzca un
accidente cerebrovascular.

Una composicién farmacéutica puede incluir una cantidad terapéuticamente eficaz de un antagonista descrito en el
presente documento. Tales cantidades eficaces pueden determinarse basandose en el efecto del antagonista
administrado, o el efecto combinado de un antagonista y un agente secundario si se usa mas de un agente. Una
cantidad terapéuticamente eficaz de un antagonista puede también variar segun factores tales como el estado de
enfermedad, edad, sexo y peso del individuo, y la capacidad del compuesto para provocar una respuesta deseada
en el individuo, por ejemplo, mejora de al menos un parametro del trastorno, por ejemplo, un parametro del
accidente cerebrovascular, LCT o LME, o mejora de al menos un sintoma del trastorno, por ejemplo, accidente
cerebrovascular, LCT o LME. Una cantidad terapéuticamente eficaz también es una en la que cualquier efecto toxico
o perjudicial de la composicién se sopesa por los efectos terapéuticamente beneficiosos.

Dispositivos y kits

Las composiciones farmacéuticas que incluyen un antagonista de VLA-1 (por ejemplo, un anticuerpo anti-VLA-1)
puede administrarse con un dispositivo médico. El dispositivo puede disefiarse con caracteristicas tales como
portabilidad, almacenamiento a temperatura ambiente y facilidad de utilizacién de manera que pueda usarse en
situaciones de emergencia, por ejemplo, por un sujeto sin preparacion o por personal de urgencias en el campo,
alejado de centros médicos y otro equipo médico. El dispositivo puede incluir, por ejemplo, una 0 mas cajas para
guardar preparaciones farmacéuticas que incluyen un antagonista de VLA-1 y puede configurarse para administrar
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una o mas dosis unitarias del antagonista.

Por ejemplo, la composicion farmacéutica puede administrarse con un dispositivo de inyeccion hipodérmica sin
aguja, tal como los dispositivos desvelados en los documentos US 5.399.163; 5.383.851; 5.312.335; 5.064.413;
4.941.880; 4.790.824; o 4.596.556. Ejemplos de implantes y médulos muy conocidos incluyen: documento US
4.487.603, que desvela una bomba de micro-infusion implantable para dispensar medicacion a una velocidad
controlada; documento US 4.486.194, que desvela un dispositivo terapéutico para administrar medicamentos a
través de la piel; documento US 4.447.233, que desvela una bomba de infusién de medicacion para administrar
medicacién a una velocidad de infusién precisa; documento US 4.447.224, que desvela un aparato de infusion
implantable de flujo variable para la administracién continua de farmaco; documento US 4.439.196, que desvela un
sistema de administracion de farmacos osmético que tiene compartimentos multi-camara; y documento US
4.475.196, que desvela un sistema de administracion de farmacos osmético. También se conocen muchos otros
dispositivos, implantes, sistemas de administracion y modulos.

Un antagonista de VLA-1 (por ejemplo, un anticuerpo anti-VLA-1) puede proporcionarse en un kit. En una
realizacién, el kit incluye (a) un recipiente que contiene una composicién que incluye un antagonista de VLA-1y
opcionalmente (b) material informativo. El material informativo puede ser material descriptivo, instructivo, de
publicidad u otro que se refiera a los procedimientos descritos en el presente documento y/o la utilizacion de los
agentes para el beneficio terapéutico. En una realizacion, el kit incluye también un segundo agente para tratar
accidente cerebrovascular, LCT o LME. Por ejemplo, el kit incluye un primer recipiente que contiene una
composicion que incluye el antagonista de VLA-1 y un segundo recipiente que incluye el segundo agente.

El material informativo de los kits no esta limitado en su forma. En una realizacion, el material informativo puede
incluir informacion sobre la producciéon del compuesto, peso molecular del compuesto, concentracion, fecha de
caducidad, informacion del lote o sitio de produccién, etc. En una realizacién, el material informativo se refiere a
procedimientos de administracion del antagonista de VLA-1 (por ejemplo, un anticuerpo anti-VLA-1), por ejemplo, en
una dosis adecuada, forma de dosificacion o modo de administracion (por ejemplo, una dosis, forma de dosificacién
o modo de administraciéon descrito en el presente documento), para tratar un sujeto que ha tenido un accidente
cerebrovascular, LCT o LME o que esta en riesgo de accidente cerebrovascular, LCT o LME. La informacion puede
proporcionarse en una variedad de formatos, incluyen texto impreso, material legible por ordenador, grabacion de
video o grabacién de audio, o una informacién que proporciona un enlace o direccién a material sustantivo.

Ademas del antagonista, la composicion en el kit puede incluir otros componentes, tales como un disolvente o
tampodn, un estabilizador o un conservante. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno puede proporcionarse en
cualquier forma, por ejemplo, forma liquida, seca o liofilizada, preferentemente sustancialmente pura y/o estéril. Si
los agentes se proporcionan en una disolucion liquida, la disolucion liquida es preferentemente una disolucion
acuosa. Si los agentes se proporcionan como forma seca, la reconstitucién es generalmente mediante la adicion de
un disolvente adecuado. El disolvente, por ejemplo, agua estéril o tamp6n, puede opcionalmente proporcionarse en
el kit.

El kit puede incluir uno 0 mas recipientes para la composicion 0 compaosiciones que contienen los agentes. En
algunas realizaciones, el kit contiene recipientes separados, separadores o compartimentos para la composicion y el
material informativo. Por ejemplo, la composicidn puede estar contenida en un frasco, vial o jeringuilla, y el material
informativo puede estar contenido en una funda de plastico o envase. En otras realizaciones, los elementos
separados del kit estan contenidos dentro de un Unico recipiente no dividido. Por ejemplo, la composiciéon esta
contenida en un frasco, vial o jeringuilla que tiene unido al mismo el material informativo en forma de una etiqueta.
En algunas realizaciones, el kit incluye una pluralidad (por ejemplo, un paquete) de recipientes individuales,
conteniendo cada uno una o mas formas de dosificacion unitaria (por ejemplo, una forma de dosificacion descrita en
el presente documento) de los agentes. Los recipientes pueden incluir una dosificacién unitaria de combinacién, por
ejemplo, una unidad que incluye el antagonista de VLA-1 y el segundo agente, por ejemplo, en una relacion
deseada. Por ejemplo, el kit incluye una pluralidad de jeringuillas, ampollas, sobres de aluminio, envases alveolados
o dispositivos médicos, por ejemplo, conteniendo cada uno una Unica dosis unitaria de combinacion. Los recipientes
de los kits pueden ser herméticos al aire, resistentes al agua (por ejemplo, impermeables a cambios en la humedad
0 evaporacion) y/o impenetrables a la luz.

El kit incluye opcionalmente un dispositivo adecuado para la administraciéon de la composicién, por ejemplo, una
jeringuilla u otro dispositivo de administracion adecuado. El dispositivo puede proporcionarse precargado con uno o
ambos de los agentes o puede estar vacio, pero adecuado para la carga.

EJEMPLOS

Ejemplo 1 - Efectos del anticuerpo anti-VLA-1 sobre isquemia cerebral focal

Protocolo

Se usaron ratones C57B6 hembra que pesaban 18-20 g de Charles River Lab para este estudio. Los animales se
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agruparon en 2 grupos experimentales expuestos brevemente por las siguientes condiciones.

Grupo Tratamiento Dosis Via N Cirugia
18 (inicial)
A Vehiculo (P1.17) 30 mg/kg IP 12 (final)  OACC + perfusion
Anti-VLA-mAB 18 (inicial)
B (muHa31/8) 30 mg/kg IP 12 (final) OACC + perfusion

Tras la inyeccion intraperitoneal de Ha31/8 o P1.17 murinas, los ratones se anestesiaron inicialmente con 2 % de
isoflurano y a partir de aqui se mantuvieron en 1,0 % de isoflurano en O2, administrado a través de una mascarilla.
La temperatura rectal se mantuvo entre 36,8 y 37,2 °C usando una almohadilla calefactora regulada por
retroalimentacion (Harvard Apparatus, Inc. Holliston, MA). La circulacién sanguinea cerebral regional (CSCr) se
monitorizé usando un sistema PeriFlux (Perimed Inc., Suecia) antes y durante la oclusion de la arteria cerebral
central (OACC), y después de la reperfusion.

Para inducir isquemia cerebral focal con oclusién reversible de la arteria cerebral central (ACC), se inserté una
sutura de monofilamento de nailon de 7,0 recubierta con una mezcla de silicona/endurecedor (Heraeus Kulzer,
Alemania) en la luz de la arteria carétida comun derecha. La sutura se avanz6 9 + 1,0 mm desde el sitio de insercion
a través de la arteria carotida interna hasta la porcién proximal de la arteria cerebral anterior, ocluyendo
completamente la ACC en su origen. La velocimetria por Doppler laser de CSCr indico que la oclusiéon de ACC era
satisfactoria en ambos grupos debido a que la CSCr disminuy6 al 20 % del nivel base. La OACC duré dos horas;
mientras tanto, la herida se cerrd y se retir6 la anestesia. Después de 2 horas de la oclusién de la ACC, el filamento
se sacO y los ratones se reperfundieron durante 24 horas. Se determiné si la CSCr permanecié o no al nivel previo.
Se excluyeron cuatro animales de este estudio debido a que se encontré que la CSCr aument6 de nuevo a mas del
50 % del nivel previo 2 horas después de la OACC y antes de la reperfusién. Todos los parametros fisiologicos
antes, durante y después de la isquemia estuvieron dentro del intervalo normal y no se diferenciaron entre grupos.

Se evaluaron las deficiencias neuroldgicas y se puntuaron 30 minutos después de la OACC y 24 horas después de
la reperfusion, respectivamente, en el campo abierto. La prueba se describié por Hara y col. (1997):

0, deficiencia neurolégica no observable (normal),

1, fallo al estirar la pata delantera derecha (leve);

2, hacer circulos al lado contralateral (moderado);

3, pérdida de la capacidad para caminar o reflejo derecho (grave).

Se midié el volumen de lesién isquémica después de la oclusién de la ACC en ambos grupos. Los ratones se
sacrificaron por decapitacion después de 24 horas de reperfusion tras 2 horas de la OACC, y los cerebros se
extrajeron rapidamente y se hicieron rebanadas en 6 secciones coronales de 1 mm de espesor usando una matriz
de cerebro de raton. Las secciones de cerebro se tifieron entonces en 2 % de cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC,
Sigma) a temperatura ambiente en la oscuridad durante 30 min, luego se sembraron en 10 % de formalina
tamponada neutra durante la noche. Las rebanadas de cerebro se escanearon directamente en un escaner de
imagenes. La lesiéon se midio sobre la superficie posterior de cada seccion (NIH Imagen 1.61, US National Institutes
of Health). Se llevé a cabo una medicidn directa del area de infarto en la corteza y el nicleo estriado, que luego se
corrigié para eliminar el efecto del edema usando la siguiente férmula:

% del area de infarto indirecto de la corteza contralateral = [(area contralateral — area no traumatica ipsilateral) / area
contralateral] x 100

El volumen de infarto total se calculd por integracion numérica de las areas de infarto secuenciales que incluyen
tanto la corteza como el nicleo estriado. Las mediciones se hicieron después de que las secciones se codificaran de
manera que el observador se cegd con respecto al tratamiento previo. Se cuantific6 el edema como el % de
aumento en el tamafio del hemisferio isquémico en comparacion con el hemisferio no lesionado contralateral.

Resultados

Los ratones tratados con anticuerpo de control que se sometieron a OACC sufrieron amplias lesiones a través de las
regiones corticales y subcorticales del cerebro. El hemisferio isquémico estaba notablemente hinchado y se
observaron significativas deficiencias conductuales (por ejemplo, hemiparesia que produce rotacion y debilidad de
las extremidades; véase la figura 1A).

Los ratones tratados con anticuerpo de control (P1.17) sufrieron infartos que abarcaron el 47,1 + 3,8 % del
hemisferio isquémico. Los ratones tratados con anticuerpo anti-VLA-1 sufrieron infartos significativamente mas
pequerios que abarcaron solo el 34,3 + 4,2 % del hemisferio isquémico (P < 0,02, prueba de la t de Student para
datos independientes, n=12 por grupo) que representa una reduccion del 24 % en el tamafio del infarto (figura 1B).
En términos volumétricos absolutos, esto fue equivalente a un volumen de infarto de control medio de 80,8 + 6,8
mm? frente a un volumen de infarto tratado con anti-VLA-1 medio de 55,63 + 6,3 mm? (figura 1C). La hinchazo6n del
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cerebro o edema se calculé como el porcentaje de aumento en el tamafio del hemisferio del hemisferio infartado en
comparacion con el hemisferio contra-lateral no lesionado. Los ratones tratados con control (P1.17) sufrieron un
aumento medio en el tamafio del hemisferio del 18,1 + % en comparacion con los ratones tratados con anti-VLA-1
(Ha/31/8) que sufrieron un aumento en el tamafio del hemisferio del 8,2 % + 1,9 % (P<0,05, prueba de la t de
Student para datos independientes, n=12 por grupo. figura 1D). La figura 2 demuestra una respuesta a la dosis
usando tres concentraciones del anticuerpo anti-VLA-1 (Ha31/8), y muestra que 3 mg/kg del anticuerpo fueron tan
eficaces como 30 mg/kg en reducir tanto el volumen de infarto (fig. 2A) como el edema (fig. 2B).

Estos datos demuestran el efecto neuroprotector y antiinflamatorio de la inhibicion de VLA-1 en un modelo de
oclusion de la arteria cerebral media reversible en el ratén. La patologia de este modelo es clinicamente
representativa de la afeccién humana de accidente cerebrovascular y otras lesiones isquémicas del SNC tales como
LCT y LME, y los presentes datos sugieren que los inhibidores de VLA-1 puede ser de beneficio significativo en el
tratamiento de estos y otros trastornos relacionados con la isquemia.
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REIVINDICACIONES

1. Antagonista de VLA-1 para su utilizacién en la prevencion de un accidente cerebrovascular en un sujeto, en el que
el sujeto ha experimentado un ataque isquémico transitorio (AIT), en el que el antagonista de VLA-1 es un
anticuerpo anti-VLA-1 o fragmento de unién a antigeno del mismo.

2. Antagonista de VLA-1 para su utilizacion, segun la reivindicacién 1, en el que el antagonista de VLA-1 es para la
administracion antes de la aparicion de un accidente cerebrovascular como medida preventiva.

3. Antagonista de VLA-1 para su utilizacion, segin la reivindicacién 2, en el que el antagonista de VLA-1 es para la
administracion en mdltiples dosis.

4. Antagonista de VLA-1 para su utilizacion, segin la reivindicacion 1, en el que el antagonista de VLA-1 es para la
administracion al menos una vez entre 10 minutos y 48 horas después de la aparicion de los sintomas de un
accidente cerebrovascular.

5. Antagonista de VLA-1 para su utilizacion, segun la reivindicacién 4, en el que los sintomas de un accidente
cerebrovascular incluyen uno o mas de los siguientes sintomas: insensibilidad repentina o debilidad de la cara,
insensibilidad repentina o debilidad de un brazo, insensibilidad repentina o debilidad de una pierna, confusion
repentina, problemas repentinos para hablar, problemas repentinos de entendimiento, problemas repentinos de
visién en uno o ambos ojos, problemas repentinos al caminar, mareos repentinos, pérdida repentina del equilibrio o
coordinacion, y cefalea repentina y severa sin causa conocida.

6. Antagonista de VLA-1 para su utilizaciéon, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el antagonista
de VLA-1 es para administracién intravenosa, subcutanea, intraperitoneal o intramuscular.

7. Antagonista de VLA-1 para su utilizacién, segun la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo anti-VLA-1 o fragmento
de unién al antigeno del mismo es un anticuerpo AQC2 humanizado o un fragmento de unién al antigeno del mismo.

8. Antagonista de VLA-1 para su utilizacion, segun la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo anti-VLA-1 o fragmento
de unién al antigeno del mismo es producido por un depésito ATCC seleccionado entre ATCC PTA-3274, ATCC
PTA-3580, ATCC PTA-3275, ATCC PTA-3356 y ATCC PTA-3273.

9. Antagonista de VLA-1 para su utilizacion, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el anticuerpo
anti-VLA-1 o fragmento de unién al antigeno del mismo se administra en una dosis de 0,1 mg/kg por dia a 5 mg/kg
por dia.

10. Antagonista de VLA-1 para su utilizacion, segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el sujeto es
un ser humano.

11. Antagonista de VLA-1 para su utilizacion, segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el
antagonista de VLA-1 es para administrarse en combinacion con otro agente terapéutico.

12. Antagonista de VLA-1 para su utilizacion, segun la reivindicacién 11, en el que el otro agente terapéutico se
selecciona del grupo que consiste en un agente trombolitico, un anticoagulante, un agente antiplaquetario, un
inhibidor de la agregacion, un inhibidor de la glicoproteina lIb/llla, un glicosaminoglicano, cumarina, GCSF,
melatonina, un inhibidor de la apoptosis, un antioxidante y un neuroprotector.

13. Antagonista de VLA-1 para su utilizacion en el tratamiento de un sujeto que ha experimentado un AIT, en el que

el antagonista de VLA-1 es para la administracion en las 48 horas del AIT, en el que el antagonista de VLA-1 es un
anticuerpo anti-VLA-1 o fragmento de union a antigeno del mismo.
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Evaluacion del comportamiento después de OACC
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