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DESCRIPCION

Una HDL para el tratamiento de un ictus y de otras condiciones isquémicas.

El presente invento se refiere al uso de una lipoproteina de alta densidad (HDL, del inglés high density lipoprotein)
para el tratamiento de un ictus y de otras condiciones isquémicas, en el que unas particulas de HDL, como se ilustran
por particulas de una HDL reconstituida (rHDL), se administran a un individuo que necesita de ellas, particularmente
mediante infusién por via intravenosa.

Un ictus puede ser clasificado en formas tromboembdlicas y hemorragicas y es la tercera mayor causa de muertes
en los paises occidentales, detrds de una enfermedad cardiaca y de un cancer. En los Estados Unidos de América,
cada afio 600.000 personas padecen de un ictus nuevo o recurrente (aproximadamente 500.000 son el (los) primer(os)
ataque(s) y aproximadamente un 29% de ellas mueren dentro del primer afio (1). La incidencia de los ictus aumenta
con la edad, y en la ancianidad es la causa principal de una incapacidad grave a largo plazo en los EE.UU., que
asciende a unos costos totales de 51,3 mil millones de $/afio (1). Aunque la tasa de muertes procedente de un ictus
ha estado decreciendo en los udltimos afios, ampliamente debido a la concienciacién aumentada y al mejor control
de factores de riesgo tales como hipertension, hipercolesterolemia, arritmia o diabetes, el nimero real de muertes
por ictus estd creciendo a causa de una poblacién anciana creciente. Sin embargo, cuando fallan las medidas de
prevencion existen unos enfoques tromboliticos solamente limitados y arriesgados, p.ej. el uso de un t-PA (del inglés
tissue plasminogen activator = activador del plasmindgeno tisular). Una proteccién neuronal podria convertirse en el
futuro en una estrategia nueva y mds segura para el tratamiento de los ictus (2-4).

Una causa corriente del choque circulatorio es una grave pérdida de sangre asociada con un trauma. A pesar de
los mejoramientos en la medicina de cuidados intensivos, sigue siendo alta la mortalidad procedente de un choque
hemorréagico (5,6). Por lo tanto, existe todavia una gran necesidad de nuevos enfoques para mejorar la terapia y los
resultados de pacientes con un choque hemorragico (6). En la préctica clinica, un choque hemorragico conduce a una
descompensacién vascular retrasada (que da como resultado una grave hipotensién) y, en aproximadamente un 25%
de los pacientes, a la disfuncién o al fallo de varios 6rganos, incluyendo los pulmones, los rifiones, los intestinos, el
higado y el corazoén (7). Una disfuncién de 6rganos puede producirse también a partir de un suceso isquémico, causado
por una reduccion en el suministro de sangre como un resultado de un bloqueo que se distingue de una hemorragia.
Hay también evidencia de que una reperfusién (durante una resucitacién) también tiene una cierta importancia en
la patofisiologia del sindrome de disfuncién de érganos miiltiples (MODS, del inglés multiple organ dysfunction
syndrome) (8).

De acuerdo con el documento de solicitud de patente internacional WO 01/13939 y la cita (21), una rHDL usada
en un modelo de choque hemorragico de rata demostré una importante reduccién del dafio para los 6rganos. Un
choque hemorragico comprende una reduccién generalizada en el suministro de sangre a todo el cuerpo, que da
como resultado un dafio hipéxico, que afecta a todos los 6rganos y tejidos. En contraste, una isquemia describe un
agotamiento localizado del suministro de sangre a 6rganos y tejidos especificos, dando como resultado una iniciacién
rapida de una anoxia en estas regiones afectadas. Los mecanismos del dafio son por lo tanto bastante distintos.

Se ha mostrado que una rHDL estimula el eflujo de colesterol procedente de células periféricas en un proceso
mejor conocido como transporte inverso de colesterol. Ademads, una rHDL fija de una manera dependiente de la dosis
a lipopolisacaridos (LPS) bacterianos e inhibe una produccién de citocinas inducida por los LPS asi como una ad-
herencia de PMN’s (leucocitos polimorfonucleares) a células endoteliales (21). Una rHDL tiene una actividad anti-
inflamatoria y eliminadora de radicales de oxigeno libres. Una rHDL disminuye también la velocidad y la extension de
una conglomeracion de plaquetas. Mds recientemente, se demostré que una rHDL restaura agudamente la funcién en-
dotelial y a su vez normaliza el flujo de sangre en pacientes hipercolesterolémicos por aumento de la biodisponibilidad
de 6xido nitrico, tal como se determina por una pletismografia del antebrazo (9).

La patofisiologia de un ictus esta caracterizada por una amplia gama de anormalidades homeostaticas, hemodina-
micas y metabdlicas, tales como una formacién de trombos, una funcién endotelial perjudicada y una cascada activada
de inflamacion, es decir, una aumentada produccion de citocinas y una aumentada expresion de moléculas de adhesion
(10-15). Otra marca caracteristica de un ictus es el estrés oxidativo aumentado después de una reperfusion, lo que se
cree que tiene una importancia nociva en la progresién de la enfermedad.

Una isquemia prolongada da como resultado una elevacién de la concentracién intracelular de Ca** y la consiguien-
te activacion de proteasas y fosfolipasas da como resultado una formacién de numerosos productos potencialmente
dafiinos de la descomposicién de lipidos en membranas. Estos incluyen metabolitos del dcido araquidénico, los cuales,
en la presencia de oxigeno durante una reperfusion, proporcionan una fuente de formacién de radicales libres (p.e;j.
aniones de superdxidos y de hidroxilo). Estos radicales libres inducen una destruccion de la barrera hematoencefalica
asf como una apoptosis y/o una necrosis neuronales. Una apoptosis es una forma de muerte celular, que elimina a las
células comprometidas o superfluas sin ninguna respuesta inflamatoria, y se diferencia de una necrosis por muchas
caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas. La caracteristica de una apoptosis se puede encontrar tanto en las neuro-
nas como en la glia después de lesiones isquémicas. Las neuronas situadas en la penumbra isquémica, que no estan
expuestas a una isquemia letal, pueden experimentar una apoptosis retardada (16). La denominada penumbra es una
zona del cerebro en la que el flujo de sangre se ha reducido hasta un nivel en el que se interrumpe la funcién neuronal
y las consiguientes actividades eléctricas, pero permite el mantenimiento de bombas de membranas y la preservacién
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de gradientes de iones. Esta zona del cerebro tiene dos caracteristicas que explican su importancia clinica potencial:
1) la interrupcién de una funcién clinica y eléctrica, que caracteriza a esta zona, es fundamentalmente reversible, pero
(2) la reversibilidad esta limitada en el tiempo y vinculada con una reperfusion.

Sorprendentemente, se encontré que la magnitud de las lesiones en modelos con animales para un ictus (excitoto-
xicidad y oclusiones de las arterias cerebrales) es reducida por administracién de una HDL. Estos datos muestran que
una HDL puede mejorar el resultado a continuacién de un dafio neuronal excitotdxico e isquémico / por reperfusion,
particularmente una apoptosis y/o una necrosis en la zona isquémica y en la penumbra. Ademds, se mostré en un
modelo con animales para un choque hemorragico, que una HDL reduce la infiltracién de los PMN’s e impide una
lesién y una disfuncién de 6rganos. En el momento actual, se desconoce el mecanismo de la accién. Es posible que
una HDL pueda actual como un agente eliminador de radicales de oxigeno libres, como un vasodilatador, p.ej. por
medio de una mejoria en la biodisponibilidad de NO, dando como resultado una mejoria del flujo sanguineo colateral,
o puede exhibir un efecto anti-inflamatorio. Por lo tanto, una HDL puede actuar como un fdrmaco neuroprotector, par-
ticularmente en enfermedades cerebrovasculares. También puede trabajar mediante una combinacién de todas estas
actividades, consiguiendo una eficacia clinica que todavia no se ha observado en terapias actuales.

El invento se refiere en términos generales al uso de una HDL para el tratamiento de una isquemia o de una
lesion por reperfusidn que resulte de dicha isquemia. Una isquemia para un 6rgano se produce como resultado de una
interrupcidn de su suministro de sangre, y en su sentido mds amplio puede dar como resultado una disfuncién o un
dafio para el érgano, especialmente para el corazén, el cerebro, los rifiones, el higado o los pulmones. Es un suceso /
una interrupcion local que conduce a un dafio completo o parcial y que en algunos casos es reversible. Una lesion por
reperfusion se produce como consecuencia de un rapido retorno de sangre oxigenada a la zona a continuacién de una
isquemia y se la cita frecuentemente en contratiempos cardiovasculares y cerebrales.

Por lo tanto, un objeto del presente invento es el uso de una HDL para la produccién de un agente destinado al tra-
tamiento de una isquemia o de una lesion por reperfusion que resulte de dicha isquemia. Particularmente, una HDL se
puede usar para el tratamiento de una enfermedad seleccionada entre un ictus isquémico, una lesién tisular isquémica,
p-€j. una lesién isquémica de 6rganos, una isquemia cardiaca, una lesién por reperfusion cardiaca y complicaciones
que resultan de un trasplante de un 6rgano, p.ej. de un rifién, del corazén y del higado, o de una operacién quirtrgica de
derivacion cardiopulmonar y otros trastornos. Incluso mds sorprendentemente, se ha encontrado que una HDL puede
tener un efecto beneficioso cuando estd ocurriendo una oclusién transitoria o permanente. Como resultado, no es un
requisito previo para su eficacia que el codgulo, u otra entidad que causa la oclusidn, se disuelva o elimine de otra
manera distinta. M4s atin, la administracién de una HDL muestra beneficios incluso a las 6 o mas horas después de un
suceso isquémico. Una observacién sorprendente adicional ha sido el efecto beneficioso de una administracion de una
HDL antes de un suceso isquémico.

Una forma de realizacion adicional del invento se refiere al uso de una HDL para el tratamiento de ataques is-
quémicos transitorios (TIA, del inglés transient ischemic attacks). Los TIA’s son corrientes y aproximadamente una
tercera parte de las personas afectadas desarrollardn un ictus algin tiempo mds tarde. La causa mds frecuente de los
TIA’s es la embolizacion por un trombo procedente de una placa aterosclerética en un vaso grande (tipicamente una
arteria cardtida ateromatosa estenosada). Puesto que una HDL tiene propiedades anti-ateroscleréticas, como se mues-
tra en estudios que consideran la funcién endotelial por medio de la restauracién de la biodisponibilidad de 6xido
nitrico, la regulacién del tono vascular y la estructura (9), se cree que una HDL puede desempeiar un cierto cometido
en la estabilizacién de una placa ateromatosa que causa TIA’s, reduciendo de esta manera el riesgo de un ictus de
gran magnitud. Una terapia corriente para los TIA’s incluye una terapia anti-plaquetas, un tratamiento con aspirina o
ticlopidina y una intervencién quirtrgica tal como una endoarterectomia. Sin embargo, ninguno de estos tratamientos
ha proporcionado hasta ahora una reduccidn sustancial en la morbidez.

Todavia una forma de realizacién adicional se refiere a la administracién de una HDL a grupos de pacientes de
riesgo tales como pacientes que estdn siendo sometidos a una operacién quirtirgica. La administracién de una HDL
puede reducir la incidencia y/o la gravedad de nuevos ictus. La administraciéon de una HDL podria también ser til en
pacientes con TIA’s, fibrilacién atrial y estenosis asintomadtica de la carétida.

El uso de una HDL para el tratamiento de las enfermedades anteriores, particularmente para el tratamiento de un
ictus y de ataques isquémicos transitorios, cumple una necesidad clinica hasta ahora no satisfecha. Esto proporciona
una terapia neuroprotectora efectiva clinicamente para individuos con una lesién cerebral traumadtica.

El término “HDL”, tal como se usa en el presente invento, se refiere a particulas similares a lipoproteinas de
alta densidad y comprende una HDL naciente o una HDL reconstituida (rHDL) o cualquier mezcla de éstas. Dichas
particulas se pueden producir a partir de un componente proteinico o peptidico, y a partir de lipidos. El término
“HDL” incluye también dentro de su alcance a cualquiera HDL recombinante o compuesto andlogo a éste que tenga
una relacion funcional con una HDL naciente o reconstituida.

Las proteinas son preferiblemente apolipoproteinas, p.ej. apolipoproteinas humanas o apolipoproteinas recombi-
nantes, o péptidos con propiedades similares. Apropiados lipidos son fosfolipidos, preferiblemente fosfatidil colina,
opcionalmente mezclada con otros lipidos (colesterol, ésteres de colesterol, triglicéridos, u otros lipidos). Los lipidos
pueden ser lipidos sintéticos, lipidos presentes en la naturaleza o combinaciones de ellos.
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La administracién de una HDL puede dar como resultado, por una parte, un efecto a corto plazo, es decir que se
observa un efecto beneficioso inmediato sobre varios pardmetros clinicos y esto puede suceder no sélo dentro de las 3
horas del comienzo de un ictus, sino incluso a las 6 horas o posiblemente incluso méas largo tiempo y, por otra parte,
como un efecto a largo plazo, se puede obtener una alteracion beneficiosa en el perfil de lipidos. Ademds, una HDL se
asemeja muy estrechamente a sustancias que se presentan por naturaleza en el cuerpo y por lo tanto la administracién
de una HDL est4 libre de efectos secundarios.

Una HDL se administra preferiblemente por infusién, p.ej. por inyeccién y/o infusién arterial, intraperitoneal o
preferiblemente intravenosa en una dosificacion que es suficiente para obtener el deseado efecto farmacolégico. Por
ejemplo, una HDL se puede administrar antes del comienzo de una isquemia (si fuese previsible, p.ej. antes de un
trasplante de 6rganos) y/o durante una isquemia, antes y/o poco después de una reperfusion, particularmente dentro de
las 24 h - 48 h.

La dosificacién de una HDL varia preferiblemente entre 10 y 200 mg, mds preferiblemente entre 40 y 80 mg de una
HDL (en peso basado en una apolipoproteina) por kg de peso corporal y por tratamiento. Por ejemplo, la dosificacién
de una HDL que se administra puede ser de aproximadamente 20 - 100 mg de una HDL por kg de peso corporal
(peso basado en una apolipoproteina) administrada como una inyeccién por bolo y/o como una infusién durante un
periodo de tiempo necesario clinicamente, p.ej. durante un periodo de tiempo que varfa entre unos pocos minutos
y varias horas, p.ej. hasta 24 horas. Si fuese necesario, la administracién de una HDL se puede repetir una o varias
veces.

Una lipoproteina de alta densidad reconstituida (rHDL) se puede preparar a partir de una apolipoproteina A-I
humana (apoA-I), p.ej. aislada a partir de un plasma humano, y fosfatidilcolina (PC) derivada de soja, mezclada en
unas relaciones molares de aproximadamente 1:150 de apoA-1:PC.

De acuerdo con el presente invento, se prefiere particularmente una HDL, p.ej. una HDL naciente, una rHDL, una
HDL recombinante o una particula similar a una HDL, que tiene una relacién molar de proteina (p.ej. la apolipoprotei-
na A-1) y de un fosfolipido situada en el intervalo de 1:50 a 1:250, particularmente de alrededor de 1:150. Ademads, una
rHDL puede contener opcionalmente lipidos adicionales tales como colesterol, ésteres de colesterol, triglicéridos y/o
esfingolipidos, preferiblemente en una relacién molar hasta de 1:20, p.ej. de 1:5 a 1:20, basada en la apolipoproteina.
Una rHDL preferida se describe en el documento de solicitud de patente europea EP-A-0.663.407.

La administraciéon de una HDL se puede combinar con la administracién de otros agentes farmacéuticos, tales
como agentes tromboliticos, agentes anti-inflamatorios, y agentes neuro- y/o cardio-protectores.

Ademas, el presente invento se refiere al uso de una HDL para el tratamiento de una isquemia o de una lesion
por reperfusiéon que resulte de dicha isquemia, que comprende administrar a un individuo, que necesite de ella, una
cantidad eficaz de una HDL. Preferiblemente, una HDL se administra a un paciente humano.

Ademas, el presente invento serd explicado con detalle mediante los siguientes Ejemplos:

Ejemplo 1
Lesion excitotoxica

Se llevaron a cabo experimentos en ratas Sprague-Dawley anestesiadas con hidrato de cloral (400 mg/kg por via
ip. = intraperitoneal). Una vena femoral fue canulada para la infusién de una rHDL. Las ratas se colocaron dentro de
un aparato estereotdxico y, después de una incision por la linea central, recibieron una inyeccidn unilateral de N-metil-
D-aspartato (NMDA) o de un vehiculo dentro del cuerpo estriado derecho: coordenadas: 0,2 mm posterior, 3 mm
lateral, 5,5 mm ventral con respecto a la bregma. Cinco minutos después de la introduccién de la aguja, la solucion se
inyect6 durante un periodo de tiempo de 6 minutos usando una bomba de jeringa de Hamilton con un caudal de 0,5
ml/min. A los 5 minutos después de que se hubo completado la inyeccidn, la aguja se retird.

En esta serie de experimentos, las ratas recibieron una infusién intravenosa de una solucién salina (n = 5) (5 pl/min)
durante 4 h. Después de 2 h, se llevd a cabo una inyeccidn unilateral de NMDA (75 nM en 3 ml de una solucién salina
tamponada con fosfato de pH 7.4) dentro del cuerpo estriado derecho. Después de veinticuatro horas, las ratas fueron
sacrificadas y se les extrajo el cerebro para realizar su andlisis histolgico. En otro grupo de experimentos, las ratas
recibieron una infusién intravenosa de una rtHDL (n = 5) (5 ul/min) en una dosis de 120 mg/kg durante 4 h. Después
de 2 h, se aplicé una inyeccién unilateral de NMDA (75 nM en 3 ml de una solucién salina tamponada con fosfato
de pH 7,4) dentro del cuerpo estriado derecho y se continué durante 2 h adicionales una infusién intravenosa de una
rHDL. Veinticuatro horas mds tarde, las ratas fueron sacrificadas y se les extrajo el cerebro para realizar su andlisis
histolégico. Los resultados se muestran en la Tabla 1:
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TABLA 1

Volumen de la lesion en mm’®

Rata Testigo rHDL
1 50,27 16,54
2 47,05 18,86
3 41,28 17,44
4 38,5 17,51
5 51,66 19,86
n 5 5
MEDIA 45,75 18,04
SD (desviacién tipica) 5,69 1,31
SEM (error tipico de la media) 2,55 0,59

En este experimento se observé una reduccion espectacular del volumen necrético del cerebro en animales tratados
con una rHDL, de un 60,6% en comparacién con los testigos.

En una serie adicional de experimentos se administré una rtHDL (120 mg/kg) o una infusién de un placebo (solucién
salina) durante 4 h comenzando a las 3 h después de una inyeccion de NMDA. La magnitud del infarto se midi6
histolégicamente después de 24 h. Los resultados se muestran en la Tabla 2.

TABLA 2

Solucion salina + NMDA rHDL + NMDA

Volumen de la lesién (mm°) Volumen de |a lesién (mm°)
175 77
101 83
105 133
180 121
149 51
115 66

Media 137 88

DT 35 32

% de reduccién -36 %

p (ensayo t de Student) 0,03

En este experimento se encontrd una reduccién de la magnitud del infarto de 36%.
Ejemplo 2
Oclusion de la arteria cerebral central

2.1. Administracion antes de la oclusion

Se llevaron a cabo experimentos en ratas Sprague-Dawnley anestesiadas con hidrato de cloral (400 mg/kg por via
ip). Las traqueas fueron canuladas y los animales se ventilaron mecdnicamente con aire y con oxigeno suplementario,
para mantener el nivel de gases en sangre dentro de unos intervalos normales. Se vigil6 continuamente la temperatura
rectal y se mantuvo en 37°C. Se colocaron unos catéteres dentro de la arteria femoral para medir la presién sanguinea
sistémica y para vigilar el nivel de gases en sangre. Una vena femoral fue canulada para la infusién de un farmaco. Se
hizo una incisién en la linea central del cuello y se dej6 expuesta la arteria carétida comiin derecha. A continuacién
de una coagulacién de sus ramales, la arteria carétida externa (ECA, de external carotid artery) se abrié distalmente.
Un hilo de nylon (didmetro 0,22 mm), que tenia un cilindro distal de silicona (longitud 2 mm, didmetro 0,38 mm) de
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un pegamento termofusible, se introdujo en el lumen de la ECA y se hizo avanzar dentro de la arteria carétida interna
hasta llegar al origen de la MCA. Para restaurar el flujo sanguineo en la MCA, el hilo de nylon se retiré y se cort6
treinta minutos mds tarde.

Andlisis histolégico: Veinticuatro horas después de la operacion quirdrgica, se realizé una eutanasia. Los cerebros
se extrajeron con rapidez, se congelaron en isopentano a -50°C y se almacenaron a -80°C. Unas secciones cerebrales
coronarias cortadas con un criostato (20 um) se tifieron con tionina y se analizaron usando un analizador de imagenes.
Las zonas lesionadas fueron delimitadas por la descoloracion de la tincién histoldgica en un tejido alterado, comparada
con el color de un tejido sano. Se determinaron las regiones interesantes mediante el uso de un mapa estereotixico
para la rata y se usé un sistema de andlisis de imagenes para medir la zona lesionada.

En esta serie de experimentos, las ratas recibieron una infusién intravenosa de una solucién salina (n = 5) (5
pl/min) durante 4 h. Después de 2 h, la MCA de las ratas fue ocluida durante 30 minutos, lo que fue seguido por
una reperfusion. Después de veinticuatro horas, las ratas fueron sacrificadas para un andlisis histolégico del cerebro.
En otro grupo de experimentos, las ratas recibieron una infusion intravenosa de una rHDL (n=5) (5 pl/min) en una
dosis de 120 mg/kg durante 4 h. Después de 2 h, las MCA de las ratas fueron ocluidas durante 30 minutos, lo que fue
seguido por una reperfusion. Veinticuatro horas més tarde, las ratas fueron sacrificadas para un andlisis histolégico del
cerebro. Los resultados se muestran en la Tabla 3.

En el modelo de oclusién de las MCA, se obtuvieron los siguientes resultados:

TABLA 3

Volumen de la lesion en mm®

Rata Testigo rHDL
1 158,94 54,18
2 229,78 35,27
3 201,52 37,64
4 193,02 34,64
5 210,24 76,74
n 5,00 5,00

MEDIA 198,70 47,69
SD 26,08 18,11
SEM 11,66 8,10

Una rHDL redujo el volumen necrético del cerebro en un 76% en comparacion con ratas testigos.
2.2. Administracion después de una oclusion

Una rHDL se administré 3 h después de una lesién en el modelo de MCAo (del inglés middle cerebral artery
occlusion = oclusién de la arteria cerebral central). En 12 ratas se alcanzé una oclusidon provisional de la arteria
cerebral central (MCA del inglés middle cerebral artery) introduciendo un hilo de nylon a través de la arteria carétida,
y se restaurd el flujo de sangre 30 minutos mas tarde. Después de 3 horas, ellas recibieron una infusién intravenosa ya
sea de una rHDL (120 mg/kg durante 4 h, 6 ml/kg durante 4 h) o de una solucién salina (6 ml/kg durante 4 h). Las ratas
fueron asignadas aleatoriamente al grupo tratado con rHDL o al grupo testigo. En cuatro ratas adicionales se realiz6
el mismo proceso de oclusion de la MCA pero el hilo de nylon fue detenido en la arteria cardtida interna, sin interferir
con el flujo de sangre en la carétida, y fue retirado treinta minutos mds tarde (grupo de MCAo simulado). Después de
3 horas, dos ratas de este grupo recibieron una rHDL y otras dos recibieron una solucién salina por via intravenosa
(6 ml/kg durante 4 h). 24 h mds tarde, todas las ratas fueron sacrificadas y los cerebros se extrajeron para su analisis
histolégico. La zona necrética fue delimitada por la descoloracién de la tincién histoldgica en comparacién con el
color de un tejido sano. Las regiones interesantes fueron determinadas por medio del uso de un mapa estereotdxico
para la rata y se usé un sistema de andlisis de imigenes (imagen de NIH) para medir el drea necrdtica.

En el grupo MCAo simulado no habia ninguna lesién.

Después de una oclusion de la MCA en las otras 12 ratas, tratadas por via intravenosa con una solucién salina o con
una rHDL, los resultados de los andlisis de las imdgenes se presentan en la Tabla 4. Los resultados muestran que una
infusién de una rHDL a las 3 horas después de la oclusién dio como resultado una reduccién del 60% en el volumen
del infarto (mm?).
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TABLA 4
Area de la lesién en mm°®
Testigo rHDL
Rata
1 88,94 87
2 118,9 46,91
3 110,06 43,91
4 121,09 43,13
5 224,14 36,65
6 157,45 35,63
Media 136.,8 48,9
SD 48,2 19,2
% de reduccion 64 %
p (ensayo t de Student) 0,0020

El volumen necrético fue reducido en un 64% en comparacion con el de ratas testigos.

Conclusion: En ambos modelos, se observd una reduccion espectacular del volumen de un infarto en animales
tratados con rHDL, en comparacion con el de testigos tratados con un placebo:

Modelo excitotoxico: reduccion de 60,6% o 36% del volumen necrotico; modelo de oclusion de la MCA: reduccion
del 76% o 60%.

Ejemplo 3
Administracion de una rHDL en un modelo de rata para un ictus (modelo de oclusion de la MCA)
Meétodo

Se usaron en este estudio 120 ratas Sprague-Dawley machos. 100 ratas recibieron o bien una oclusién transitoria
o una oclusién permanente. 20 ratas sirvieron como testigos quirdrgicos y con rHDL. Una rHDL (120 mg/kg/4 h) se
infundié comenzando a las 2 h antes o a las 3 0 6 h después de la induccién de un ictus. Se usé el mismo método de
oclusién con un hilo que en el Ejemplo 2.

Las ratas fueron agrupadas en tres brazos de tratamiento. El grupo 1 recibié una dosis profilactica de una rHDL 2
horas antes de haber recibido una oclusién transitoria de la MCA (a las 2 horas) y continud recibiendo el tratamiento
durante la oclusion. Luego la arteria fue reperfundida.

El grupo 2 recibi6 una oclusion transitoria de la MCA seguida por una reperfusion.
El tratamiento con una HDL se administrd o bien 3 horas o 6 horas més tarde.

El grupo 3 recibié una oclusién permanente de la MCA y recibié un tratamiento a las 3 horas o a las 6 horas
después de la oclusion.

Siguiendo el protocolo anterior, las ratas fueron examinadas para comprobar el cambio neurolégico usando cuatro
ensayos neurolégicos motores cldsicos, a saber por flexién de una pata delantera, retorcimiento del torso, empuje
lateral y movilidad. Las calificaciones fueron afiadidas para cada uno de los ensayos y los resultados se presentaron en
la Figura 1.

A partir de esta Figura esté claro que una rHDL, administrada tanto en forma de un tratamiento previo como en
forma de una dosis a las 3 o 6 horas después de una oclusion (tanto transitoria como permanente), dio como resultado
una mejor calificacién neurolégica que para las ratas sin tratar.

A continuacién de los andlisis neuroldégicos, las ratas fueron sacrificadas y se extrajeron sus cerebros. Unas seccio-
nes de los cerebros de las ratas fueron examinadas usando una técnica balistica de luz, que media el drea de un infarto
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por la reflexion de la luz. Los resultados de unas MCAo permanente y transitoria, tratadas con una rHDL, se muestran
en las Figuras. 2y 3.

Estos gréficos muestran que si una rHDL se administra a ratas (i) 2 horas antes de una oclusién, hay una reduccién
en el volumen total de un infarto de 54%, o (ii) 3 horas después de una oclusion transitoria hay una reduccion de 65%,
y (iii) 6 horas después de una oclusion transitoria hay una reduccién de 62%. Una reduccion similar de 59% se observé
para una oclusién permanente en ambos momentos del tratamiento.

Por lo tanto, la administracién de una rHDL es eficaz como tratamiento profildctico antes de una oclusién y co-
mo tratamiento terapéutico en dos diferentes momentos después de una oclusién. Mds particularmente, se pueden
combinar un tratamiento profildctico con un tratamiento terapéutico.
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REIVINDICACIONES

1. Un uso de una HDL para la produccién de un agente destinado al tratamiento de una isquemia o una lesién por
reperfusion que resulta de dicha isquemia.

2. El uso de la reivindicacién 1 para el tratamiento de una enfermedad seleccionada entre un ictus isquémico, una
lesion tisular isquémica, una isquemia cardiaca y una lesion por reperfusion cardiaca que resulta de dicha isquemia
cardiaca, y complicaciones que resultan de un trasplante de 6rganos o de una operacion quirdrgica de derivacién
cardiopulmonar.

3. El uso de la reivindicacién 1 6 2, en el que una HDL se ha de administrar por infusién y/o inyeccidn intravenosa.

4. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que una HDL se ha de administrar antes del comienzo
de una isquemia y/o durante una isquemia.

5. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que una HDL se ha de administrar en o después de
una reperfusion.

6. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que una HDL se ha de administrar en una dosificacién de
10-200 mg de HDL (peso basado en una apolipoproteina) por kg de peso corporal y por tratamiento.

7. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que una HDL se ha de administrar como una inyeccién
en bolo y/o como una infusién para un periodo de tiempo necesario clinicamente.

8. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que una HDL tiene una relacién de proteina, p.ej. una
apolipoproteina A-I, a fosfolipidos en el intervalo de 1:50-1:250 y opcionalmente unos lipidos adicionales tales como
colesterol, ésteres de colesterol, triglicéridos y/o esfingolipidos estdn presentes en una relaciéon molar de hasta 1:20
basada en la proteina.

9. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que la HDL se selecciona entre una HDL naciente,
una HDL reconstituida (rHDL), una HDL recombinante, o mezclas de ellas.

10. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que la HDL se deriva de un plasma humano.

11. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que la HDL se selecciona entre cualquiera HDL
recombinante o compuesto andlogo a ella con una relacién funcional con una HDL naciente o reconstituida.

12. El uso de una cualquiera de la reivindicaciones 1-11, en el que la HDL se ha de administrar en combinacién con
otros agentes farmacéuticos, tales como agentes tromboliticos, agentes anti-inflamatorios y agentes neuro- y/o cardio-
protectores.

13. Un uso de una cantidad efectiva de una HDL para la produccién de un agente destinado al tratamiento de una

isquemia o de una lesién por reperfusion que resulta de dicha isquemia en un mamifero, preferiblemente en un ser
humano.
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Calificaciones neuroldgicas

Oclusién transitoria (durante 2 horas)
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Fig. 1
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MCAQO transitoria tratada con una rHDL

- MCAO sin tratar
=3 rHOL antes
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~—  rHDL 6 horas después

n = 6-10 ratas por grupo
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Fig. 2
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MCAO permanente tratada con una rHDL

- MCAO sin tratar
- =~ rTHDL 3 horas después

~+— rHDL 6 horas después
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