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DESCRIPCION

Plasminégeno para su uso en el tratamiento o prevencién de lesiones nerviosas por diabetes mellitus

Campo técnico

La presente invencidn se refiere a los efectos del plasminégeno en la reparacién de lesiones del tejido
nervioso y la prevencidn y/o el tratamiento de trastornos relacionados con lesiones nerviosas diabéticas.

Antecedentes de la técnica

La diabetes mellitus es una enfermedad crénica que provoca trastornos en el metabolismo de los hidratos de
carbono, las grasas y las proteinas debido a una insuficiencia relativa o absoluta de insulina en el organismo, a una
sensibilidad disminuida de la de las células diana a la insulina o a defectos estructurales de la propia insulinal'l. El
coste anual del tratamiento de la diabetes mellitus en los Estados Unidos es de 176.000 millones de ddlares, y las
pérdidas indirectas provocadas por la diabetes mellitus ascienden también a 69.000 millones de délares®l. La
neuropatia diabética es una enfermedad relacionada con los trastornos metabdlicos del organismo caracterizada por
la hiperglucemia diabética que afecta al sistema nervioso, y también es una de las complicaciones crénicas mas
comunes de la diabetes mellitus®l. Entre el 60% y el 75% de los diabéticos acaban desarrollando una neuropatia
diabétical. La neuropatia diabética es el factor mas importante en la amputacion no traumética de miembros inferiores.
La neuropatia diabética incluye principalmente la neuropatia diabética central y la neuropatia diabética periférica
(DNP), especialmente es més frecuente esta uUltima. La neuropatia diabética central se refiere a las lesiones
provocadas por dafios en las neuronas y las fibras nerviosas del cerebro, el cerebelo y el tronco encefélico, y en las
neuronas de la médula espinal en el contexto de la diabetes mellitus. La neuropatia diabética periférica se refiere a la
presencia de sintomas y/o signos asociados a la disfuncién neurolégica periférica en diabéticos, excluyendo otras
causas, que se producen principalmente por dafio o infeccién de los nervios sensoriales periféricos.

El dolor es uno de los principales sintomas de la neuropatia diabética y esté provocado principalmente por la
lesién nerviosa diabética. Como se ha mencionado anteriormente, el dolor neuropatico diabético se divide
correspondientemente en dolor neuropatico central diabético y dolor neuropético periférico diabético. Este Gltimo es
més frecuente y afecta gravemente a la calidad de vida de los pacientes, en particular, perjudica el suefio y reduce el
disfrute de la vida. Los sintomas de dolor crénico a largo plazo alteran los aspectos mentales, emocionales y otros
aspectos de los pacientes, y reducen su capacidad para vivir y socializar al mismo tiempo.

Para la neuropatia diabética, la patogénesis especifica del dolor en las distintas etapas aln no se comprende
completamente. En la actualidad, los farmacos usados clinicamente para el tratamiento del dolor neuropatico diabético
incluyen principalmente las siguientes categorias: (1) farmacos antiepilépticos, como gabapentina y pregabalina; (2)
analgésicos opioides como tramadol, morfinas y oxicodona; (3) anestésicos locales, como lidocaina; (4)
antidepresivos, como amitriptilina, paroxetina y venlafaxina; y (5) farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE),
como naproxeno y nambumetona. Sin embargo, los farmacos tradicionales siguen teniendo muchos defectos. Por
ejemplo, la gabapentina y otros farmacos antiepilépticos tienen una alta incidencia de efectos secundarios y reacciones
adversas y son caros; los opioides y los farmacos antiinflamatorios no esteroideos tienen una eficacia limitada o
insuficiente sobre los dolores neuropéticos periféricos y centrales; la paroxetina, la venlafaxina y otros antidepresivos
son propensos a provocar el sindrome serotoninérgico central y tienen muchos tables de medicacién; y demas. Por
lo tanto, aunque en los Ultimos afios se han producido algunos avances en el desarrollo de farmacos para aliviar el
dolor neuropético diabético, sigue habiendo una necesidad urgente de un farmaco eficaz para reparar las lesiones
nerviosas diabéticas y prevenir los trastornos relacionados con lesiones nerviosas diabéticas.

La plasmina es un componente clave del sistema de activacién del plasminégeno (sistema PA). Es una
proteasa de amplio espectro capaz de hidrolizar varios componentes de la matriz extracelular (ECM), incluyendo la
fibrina, la gelatina, la fibronectina, la laminina y el proteoglicanoPl. Ademas, la plasmina puede activar algunas
prometaloproteinasas (pro-MMPs) para formar metaloproteinasas activas (MMPs). Por lo tanto, se considera que la
plasmina es un importante regulador ascendente de la protedlisis extracelular®”. La plasmina se forma por la
protedlisis del plasminégeno por dos PA fisioldgicos: el activador tisular del plasminégeno (tPA) o el activador del
plasmindgeno tipo uroquinasa (UPA). Debido al nivel relativamente alto de plasminégeno en plasma y otros fluidos
corporales, tradicionalmente se cree que la regulacion del sistema PA se consigue principalmente a través de los
niveles de sintesis y actividad de PA. La sintesis de los componentes del sistema PA esta estrictamente regulada por
diferentes factores, como hormonas, factores de crecimiento y citoquinas. Ademés, también hay inhibidores
fisiolégicos especificos de la plasmina y los PA. El principal inhibidor de la plasmina es la a2-antiplasmina. Hay
receptores de superficie celular especificos de uPA (UPARs) que tienen actividad hidrolitica directa en ciertas
superficies celulares(®9l,

El plasminégeno (plg) es una glicoproteina de cadena sencilla compuesta por 791 aminoacidos y tiene un

peso molecular de aproximadamente 92 kDal'%1, E| plasmindgeno se sintetiza principalmente en el higado y esta
abundantemente presente en el liquido extracelular. El contenido de plasmindgeno en el plasma es de
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aproximadamente 2 uM. Por lo tanto, el plasminégeno es una enorme fuente potencial de actividad proteolitica en
tejidos y fluidos corporales!'>'3. El plasmin6geno existe en dos formas moleculares: acido glutamico-plasminégeno
(Glu-plasminégeno) y lisina-plasminégeno (Lys-plasminégeno). Las formas de plasmindgeno secretadas de manera
natural y no escindidas tienen un é&cido glutdmico aminoterminal (N-terminal) y, por lo tanto, se denominan &cido
glutdmico-plasminégeno. Sin embargo, en presencia de plasmina, el acido glutdmico-plasminégeno se hidroliza a
lisina-plasminégeno en Lys76-Lys77. En comparacién con el 4cido glutamico-plasminégeno, el lisina-plasminégeno
tiene una mayor afinidad por la fibrina y puede ser activado por los AP a una velocidad mayor. El enlace peptidico
Arg560-Val561 de estas dos formas de plasminégeno puede ser escindido por uPA o tPA, dando como resultado la
formacién de plasmina como una proteasa de cadena doble enlazada a disulfurol'. La porcion aminoterminal del
plasmindgeno contiene cinco anillos homotriméricos, es decir, los denominados kringles, y la porcién carboxi-terminal
contiene un dominio de proteasa. Algunos kringles contienen sitios de unién a lisina que median la interaccién
especifica del plasminégeno con la fibrina y su inhibidor a2-AP. Un fragmento de 38 kDa del plasminégeno
recientemente descubierto, que comprende los kringles 1-4, es un potente inhibidor de la angiogénesis. Este fragmento
se denomina angiostatina y puede producirse por protedlisis del plasminégeno por varias proteasas.

El principal sustrato de la plasmina es la fibrina, y la disolucién de la fibrina es la clave para prevenir la
trombosis patological'®. La plasmina también tiene especificidad de sustrato para varios componentes de la ECM,
incluyendo la laminina, la fibronectina, el proteoglicano y la gelatina, lo que indica que la plasmina también desempefia
una funcion importante en la remodelacion de ECMI['218.17] |ndirectamente, la plasmina también puede degradar otros
componentes de la ECM mediante la conversién de ciertos precursores de proteasas en proteasas activas, entre las
que se incluyen la MMP-1, la MMP-2, la MMP-3 y la MMP-9. Por lo tanto, se ha propuesto que la plasmina puede ser
un importante regulador ascendente de la protedlisis extracelularl'®. Ademas, la plasmina tiene la capacidad de activar
ciertas formas potenciales de factores de crecimientol'%-2. In vitro, la plasmina también puede hidrolizar componentes
del sistema del complemento y liberar fragmentos quimiotécticos del complemento.

Elratén db/db es uno de los modelos animales experimentales de diabetes mellitus mas ampliamente usados.
Es muy similar a los humanos en cuanto al proceso patogénico, la patogénesis, etc. de la neuralgia diabética. Por lo
tanto, los ratones db/db se usan para estudios relacionados, y los resultados son representativos. Los ratones db/db
se convierten en ratones diabéticos a las 4-6 semanas, presentan hiperalgesia a las 8-12 semanas e hipoalgesia
después de 12 semanas.[?226]

A través de la investigacion, los presentes inventores han descubierto sorprendentemente que el
plasmindgeno tiene efectos significativos en la reparacién del nervio y en el tratamiento de la lesién de nervios diabética
y sus trastornos relacionados, y tiene buena seguridad. Por lo tanto, el plasminégeno puede ser una nueva estrategia
para reparar la lesién del tejido nervioso diabético y tratar y/o prevenir sus trastornos relacionados. La invencién se
define en las reivindicaciones.

Sumario de la invencién

La presente invencidén proporciona una composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de
plasmindgeno para su uso en un método para reparar lesiones nerviosas diabéticas en un sujeto, en donde el
plasmindgeno tiene por lo menos un 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO 2, 6,
8, 10 0 12, y sigue teniendo la actividad del plasmindgeno.

La invencién proporciona ademas una composiciéon farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de
plasmindégeno para su uso en el tratamiento y/o prevencién de un trastorno relacionado con lesiones nerviosas
diabéticas en un sujeto, en donde el trastorno relacionado con lesiones nerviosas diabéticas se selecciona entre dolor
de extremidades, hipoestesia, entumecimiento, ardor, frialdad y dolor neuropético diabético provocado por lesién del
sistema nervioso resultante de diabetes mellitus, en donde el plasminégeno tiene por lo menos un 95%, 96%, 97%,
98% 0 99% de identidad de secuencia con la SEQID N°2, 6, 8, 10 0 12, y sigue teniendo la actividad del plasminégeno.

En una realizacién, la lesién nerviosa diabética incluye lesién del tejido nervioso y neuroinflamacién. En una
realizacion, el trastorno relacionado con lesiones nerviosas diabéticas incluye dolor de extremidades, hipoestesia,
entumecimiento, ardor, frialdad y dolor neuropatico diabético, incluyendo, pero no limitado a, dolor espontaneo,
hipoalgesia, hiperalgesia, etc. inducido por complicaciones diabéticas. En una realizacién, el plasminégeno tiene por
lo menos un 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID N°2, 6, 8, 10 0 12, y sigue teniendo
la actividad del plasmindgeno.

En una realizacién, el plasminégeno se selecciona entre Glu-plasminégeno, Lys-plasminégeno, mini-
plasmindgeno, micro-plasminégeno, &-plasminégeno o cualquier combinacién de los mismos. En una realizacién, el
plasminégeno se administra sistémica o localmente, por ejemplo, por via tépica, intravenosa, intramuscular,
subcutanea, inhalatoria, intraespinal, inyeccién local, inyeccién intraarticular o administracién rectal. En una
realizacion, el plasminégeno puede administrarse en combinacién con otros farmacos o terapias. En una realizacién,
los otros farmacos o terapias incluyen farmacos neurotréficos, analgésicos, farmacos para el tratamiento de la diabetes
mellitus, fArmacos antiinfecciosos, farmacos antihipertensivos, farmacos antihiperlipidémicos y terapias fisicas como
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la terapia electromagnética y la terapia infrarroja.
En una realizacion, el sujeto es un mamifero, preferiblemente humano.

En una realizacién, el sujeto tiene un nivel bajo de plasmina o plasminégeno. Especificamente, el nivel bajo
es innato, secundario y/o local.

En una realizacién, el plasminégeno tiene por lo menos un 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad de
secuencia con la SEQ ID N° 2, 6, 8, 10 0 12, y sigue teniendo la actividad del plasminégeno. En una realizacion, el
plasmindgeno es una proteina que tiene 1-100, 1-90, 1-80, 1-70, 1-60, 1-50, 1-45, 1-40, 1-35, 1-30, 1-25, 1-20, 1-15,
1-10, 1-5, 1-4, 1-3, 1-2 0 1 aminoécidos afiadidos, suprimidos y/o sustituidos en la SEQ ID N° 2, 6, 8, 10 0 12, y sigue
teniendo la actividad del plasminégeno. En una realizacién, el plasminégeno se selecciona entre Glu-plasmindgeno,
Lys-plasminégeno, mini-plasminégeno, micro-plasminégeno, d-plasminégeno o cualquier combinacién de los mismos.
En una realizacién, el plasmindégeno es una variante conservadoramente sustituida seleccionada entre las variantes
de Glu-plasminégeno, Lys-plasmindgeno, mini-plasminégeno, ©&-plasminégeno o micro-plasminégeno. En una
realizacion, el plasminégeno es un plasmindégeno natural humano, como un ortélogo del plasminédgeno mostrado en
la SEQ ID N° 2, por ejemplo, un ortdlogo del plasminégeno de primates o roedores, por ejemplo, un ortdlogo del
plasmindgeno de gorilas, monos rhesus, murinos, vacas, caballos y perros. Lo mas preferible, la secuencia de
aminoécidos del plasmindégeno de la presente invencién es como se muestra en la SEQ ID N° 2, 6, 8,10 0 12.

En una realizacién, el plasminégeno se administra en combinacién con un portador o estabilizador
polipeptidico adecuado. En una realizacién, el plasminégeno se administra a una dosificacién de 0,0001-2000 mg/kg,
0,001-800 mg/kg, 0,01-600 mg/kg, 0,1-400 mg/kg, 1-200 mg/kg, 1-100 mg/kg o 10-100 mg/kg (por kg de peso corporal)
0 0,0001-2000 mg/cm?, 0,001-800 mg/cm?, 0.01-600 mg/cm?, 0,1-400 mg/cm?, 1-200 mg/cm?, 1-100 mg/cm? o 10-100
mg/cm? (por centimetro cuadrado de superficie de area corporal) diariamente, preferiblemente la dosificacion se repite
por lo menos una vez, preferiblemente la dosificacién se administra por lo menos diariamente. En caso de
administracion local, las dosificaicones anteriores pueden ajustarse aiin més en funcién de las circunstancias.

En una realizacién, la lesién nerviosa diabética incluye lesién del tejido nervioso y neuroinflamacién. En una
realizacion, el trastorno relacionado con lesiones nerviosas diabéticas incluye dolor de extremidades, hipoestesia,
entumecimiento, ardor, frialdad y dolor neuropatico diabético, incluyendo, pero no limitado a, dolor espontaneo,
hipoalgesia e hiperalgesia inducida por complicaciones diabéticas. En una realizacién, el plasminégeno tiene por lo
menos un 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID N° 2, 6, 8, 10 0 12, y sigue teniendo
la actividad del plasminégeno. En una realizacién, el plasminégeno se selecciona entre Glu-plasminégeno, Lys-
plasmindgeno, mini-plasminégeno, micro-plasmindgeno, d-plasminégeno o cualquier combinacién de los mismos. En
una realizacién, el plasminégeno se administra sistémica o localmente, por ejemplo, por via tépica, intravenosa,
intramuscular, subcutanea, inhalatoria, intraespinal, inyeccién local, inyeccién intraarticular o administracién rectal. En
una realizacién, el plasminégeno puede administrarse en combinacién con otros farmacos o terapias. En una
realizacion, los otros farmacos o terapias incluyen farmacos neurotréficos, analgésicos, farmacos para el tratamiento
de la diabetes mellitus, farmacos antiinfecciosos, farmacos antihipertensivos, farmacos antihiperlipidémicos y terapias
fisicas como la terapia electromagnética y la terapia infrarroja.

En una realizacién, el sujeto es un mamifero, preferiblemente un humano.

En una realizacién, el sujeto tiene un nivel bajo de plasmina o plasminégeno. Especificamente, el nivel bajo
es innato, secundario y/o local.

En una realizacién, el plasminégeno tiene por lo menos un 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad de
secuencia con la SEQ ID N° 2, 6, 8, 10 0 12, y sigue teniendo la actividad del plasminégeno. En una realizacion, el
plasmindgeno es una proteina que tiene 1-100, 1-90, 1-80, 1-70, 1-60, 1-50, 1-45, 1-40, 1-35, 1-30, 1-25, 1-20, 1-15,
1-10, 1-5, 1-4, 1-3, 1-2 0 1 aminoécidos afiadidos, suprimidos y/o sustituidos en la SEQ ID N° 2, 6, 8, 10 0 12, y sigue
teniendo la actividad del plasminégeno. En una realizacién, el plasminégeno se selecciona entre Glu-plasmindgeno,
Lys-plasminégeno, mini-plasminégeno, micro-plasminégeno, d-plasminégeno o cualquier combinacién de los mismos.
En una realizacién, el plasmindégeno es una variante conservadoramente sustituida seleccionada entre las variantes
de Glu-plasminégeno, Lys-plasmindgeno, mini-plasminégeno, ©&-plasminégeno o micro-plasminégeno. En una
realizacion, el plasminégeno es un plasmindégeno natural humano, como un ortélogo del plasminédgeno mostrado en
la SEQ ID N° 2, por ejemplo, un ortdlogo del plasminégeno de primates o roedores, por ejemplo, un ortdlogo del
plasmindgeno de gorilas, monos rhesus, murinos, vacas, caballos y perros. Lo mas preferible, la secuencia de
aminoécidos del plasmindégeno de la presente invencién es como se muestra en la SEQ ID N° 2, 6, 8,10 0 12.

En una realizacién, el plasminégeno se administra en combinacién con un portador o estabilizador
polipeptidico adecuado. En una realizacién, el plasminégeno se administra a una dosificacién de 0,0001-2000 mg/kg,
0,001-800 mg/kg, 0,01-600 mg/kg, 0,1-400 mg/kg, 1-200 mg/kg, 1-100 mg/kg o 10-100 mg/kg (por kg de peso corporal)
0 0,0001-2000 mg/cm?, 0,001-800 mg/cm?, 0.01-600 mg/cm?, 0,1-400 mg/cm?, 1-200 mg/cm?, 1-100 mg/cm? o 10-100
mg/cm? (por centimetro cuadrado de area de superficie corporal) diariamente, preferiblemente la dosificacion se repite
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por lo menos una vez, preferiblemente la dosis se administra por lo menos diariamente. En caso de administracién
local, las dosificaciones anteriores pueden ajustarse ain mas dependiendo de las circunstancias.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a una composicién farmacéutica que comprende
plasmindgeno para su uso en la prevencidén y/o reparacién de la lesiéon nerviosa diabética en un sujeto. En una
realizacion, la lesién nerviosa diabética incluye lesidén del tejido nervioso y neuroinflamacién. La presente invencién
también se refiere a una composicién farmacéutica que comprende plasmindégeno para su uso en el tratamiento y/o
prevencién de un trastorno relacionado con lesiones nerviosas diabéticas en un sujeto. En una realizacién, el trastorno
relacionado con lesiones nerviosas diabéticas incluye dolor de extremidades, hipoestesia, entumecimiento, ardor,
frialdad y dolor neuropético diabético, incluyendo, pero no limitado a, dolor espontaneo, hipoalgesia e hiperalgesia
inducida por complicaciones diabéticas. En una realizacién, el plasminégeno tiene por lo menos un 95%, 96%, 97%,
98% 0 99% de identidad de secuencia con la SEQID N°2, 6, 8, 10 0 12, y sigue teniendo la actividad del plasminégeno.
En una realizacién, el plasminégeno se selecciona entre Glu-plasmindgeno, Lys-plasminégeno, mini-plasminégeno,
micro-plasmindgeno, &-plasminégeno o cualquier combinacién de los mismos. En una realizacion, el plasminégeno se
administra sistémica o localmente, por ejemplo, por via tépica, intravenosa, intramuscular, subcutanea, inhalatoria,
intraespinal, inyeccién local, inyeccién intraarticular o administracién rectal. En una realizacién, el plasminégeno puede
administrarse en combinacién con otros farmacos o terapias. En una realizacién, los otros farmacos o terapias incluyen
farmacos neurotréficos, analgésicos, farmacos para el tratamiento de la diabetes mellitus, farmacos antiinfecciosos,
farmacos antihipertensivos, farmacos antihiperlipidémicos y terapias fisicas como la terapia electromagnética y la
terapia infrarroja.

En una realizacién, el sujeto es un mamifero, preferiblemente un humano.

En una realizacién, el sujeto tiene un nivel bajo de plasmina o plasminégeno. Especificamente, el nivel bajo
es innato, secundario y/o local.

En una realizacién, el plasminégeno tiene por lo menos un 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad de
secuencia con la SEQ ID N° 2, 6, 8, 10 0 12, y sigue teniendo la actividad del plasminégeno. En una realizacion, el
plasmindgeno es una proteina que tiene 1-100, 1-90, 1-80, 1-70, 1-60, 1-50, 1-45, 1-40, 1-35, 1-30, 1-25, 1-20, 1-15,
1-10, 1-5, 1-4, 1-3, 1-2 0 1 aminoécidos afiadidos, suprimidos y/o sustituidos en la SEQ ID N° 2, 6, 8, 10 0 12, y sigue
teniendo la actividad del plasminégeno. En una realizacién, el plasminégeno se selecciona entre Glu-plasmindgeno,
Lys-plasminégeno, mini-plasminégeno, micro-plasminégeno, d-plasminégeno o cualquier combinacién de los mismos.
En una realizacién, el plasmindégeno es una variante conservadoramente sustituida seleccionada entre las variantes
de Glu-plasminégeno, Lys-plasmindgeno, mini-plasminégeno, ©&-plasminégeno o micro-plasminégeno. En una
realizacion, el plasminégeno es un plasmindégeno natural humano, como un ortélogo del plasminédgeno mostrado en
la SEQ ID N° 2, por ejemplo, un ortdlogo del plasminégeno de primates o roedores, por ejemplo, un ortdlogo del
plasmindgeno de gorilas, monos rhesus, murinos, vacas, caballos y perros. Lo mas preferible, la secuencia de
aminoécidos del plasmindégeno de la presente invencién es como se muestra en la SEQ ID N° 2, 6, 8,10 0 12.

En una realizacién, el plasminégeno se administra en combinacién con un portador o estabilizador
polipeptidico adecuado. En una realizacién, el plasminégeno se administra a una dosificacién de 0,0001-2000 mg/kg,
0,001-800 mg/kg, 0,01-600 mg/kg, 0,1-400 mg/kg, 1-200 mg/kg, 1-100 mg/kg o 10-100 mg/kg (por kg de peso corporal)
0 0,0001-2000 mg/cm?, 0,001-800 mg/cm?, 0.01-600 mg/cm?, 0,1-400 mg/cm?, 1-200 mg/cm?, 1-100 mg/cm? o 10-100
mg/cm? (por centimetro cuadrado de area de superficie corporal) diariamente, preferiblemente la dosificacion se repite
por lo menos una vez, preferiblemente la dosificacién se administra por lo menos diariamente. En caso de
administracion local, las dosificaciones anteriores pueden ajustarse aiin mas dependiendo de las circunstancias.

En otro aspecto, la presente divulgacidn se refiere a un articulo de fabricacién o un kit de una composicién
farmacéutica que comprende plasminégeno o plasmina y es Util en la prevencién y/o reparacién de la lesién nerviosa
diabética en un sujeto. En una realizacidén, la lesidén nerviosa diabética incluye lesién del tejido nervioso y
neuroinflamacion. La presente divulgacion también se refiere a un articulo de fabricacién o un kit de una composicién
farmacéutica que comprende plasminégeno o plasmina y es util en el tratamiento y/o prevencién de un trastorno
relacionado con lesiones nerviosas diabéticas en un sujeto. En una realizacién, el trastorno relacionado con lesiones
nerviosas diabéticas incluye dolor de extremidades, hipoestesia, entumecimiento, ardor, frialdad y dolor neuropatico
diabético, incluyendo, pero no limitado a, dolor esponténeo, hipoalgesia e hiperalgesia inducida por complicaciones
diabéticas. En una realizacién, el plasminégeno tiene por lo menos un 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad de
secuencia con la SEQ ID N° 2, 6, 8, 10 0 12, y sigue teniendo la actividad del plasminégeno. En una realizacion, el
plasmindgeno se selecciona entre Glu-plasminégeno, Lys-plasmindgeno, mini-plasminégeno, micro-plasminégeno, -
plasmindgeno o cualquier combinacién de los mismos. En una realizacién, el plasmindégeno se administra sistémica o
localmente, por ejemplo, por via tépica, intravenosa, intramuscular, subcutanea, inhalatoria, intraespinal, inyeccién
local, inyeccién intraarticular o administracién rectal. En una realizacién, el plasminégeno puede administrarse en
combinacién con otros farmacos o terapias. En una realizacién, los otros farmacos o terapias incluyen farmacos
neurotréficos, analgésicos, farmacos para el tratamiento de la diabetes mellitus, farmacos antiinfecciosos, farmacos
antihipertensivos, farmacos antihiperlipidémicos y terapias fisicas como terapia electromagnética y terapia infrarroja.
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En una realizacién, el sujeto es un mamifero, preferiblemente un humano.

En una realizacién, el sujeto tiene un nivel bajo de plasmina o plasminégeno. Especificamente, el nivel bajo
es innato, secundario y/o local.

En una realizacién, el plasminégeno tiene por lo menos un 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad de
secuencia con la SEQ ID N° 2, 6, 8, 10 0 12, y sigue teniendo la actividad del plasminégeno. En una realizacion, el
plasmindgeno es una proteina que tiene 1-100, 1-90, 1-80, 1-70, 1-60, 1-50, 1-45, 1-40, 1-35, 1-30, 1-25, 1-20, 1-15,
1-10, 1-5, 1-4, 1-3, 1-2 0 1 aminoécidos afiadidos, suprimidos y/o sustituidos en la SEQ ID N° 2, 6, 8, 10 0 12, y sigue
teniendo la actividad del plasminégeno. En una realizacién, el plasminégeno se selecciona entre Glu-plasmindgeno,
Lys-plasminégeno, mini-plasminégeno, micro-plasminégeno, d-plasminégeno o cualquier combinacién de los mismos.
En una realizacién, el plasmindégeno es una variante conservadoramente sustituida seleccionada entre las variantes
de Glu-plasminégeno, Lys-plasmindgeno, mini-plasminégeno, ©&-plasminégeno o micro-plasminégeno. En una
realizacion, el plasminégeno es un plasmindégeno natural humano, como un ortélogo del plasminédgeno mostrado en
la SEQ ID N° 2, por ejemplo, un ortdlogo del plasminégeno de primates o roedores, por ejemplo, un ortdlogo del
plasmindgeno de gorilas, monos rhesus, murinos, vacas, caballos y perros. Preferentemente, la secuencia de
aminoécidos del plasmindégeno de la presente invencién es como se muestra en la SEQ ID N° 2, 6, 8,10 0 12.

En una realizacién, el articulo de fabricacién o kit comprende un recipiente que contiene una dosificacién
eficaz de plasminégeno. Preferiblemente, el articulo de fabricacién o kit comprende ademés un recipiente que contiene
uno o mas farmacos. El kit también puede comprender instrucciones de uso, que indican que el plasmindégeno puede
usarse para tratar la lesién nerviosa provocada por la diabetes mellitus y los trastornos relacionados con lesiones
nerviosas, y pueden indicar ademas que el plasminégeno puede administrarse antes, simultaneamente y/o después
de la administracién de otros farmacos o terapias.

En un aspecto, la presente divulgacion se refiere al uso de plasminégeno o plasmina en la fabricacién de un
medicamento, articulo de fabricacién o kit para prevenir y/o tratar lesiones (dafios) en los tejidos corporales y 6rganos
internos provocados por la angiopatia diabética en un sujeto. Esta realizacién no es parte de la invencién. En una
realizacion, la lesién (dafio) a tejidos y 6rganos internos incluye lesidén (dafio) al cerebro, corazén, higado, pulmones,
rifiones, nervios, retina, piel y tracto gastrointestinal. En un aspecto, la presente divulgacion se refiere al uso de
plasmindgeno o plasmina en la fabricacién de un medicamento, articulo de fabricaciéon o kit para prevenir y/o tratar
una complicacién diabética en un sujeto. En una realizacién, la complicacién diabética es encefalopatia diabética,
cardiopatia diabética, hepatopatia diabética, nefropatia diabética, neumonopatia diabética, neuropatia diabética,
angiopatia diabética, retinopatia diabética o dermopatia diabética inducida por diabetes mellitus.

En un aspecto, la presente divulgacion se refiere a un método para fabricar un medicamento, que comprende
la preparacion de un medicamento, articulo de fabricacién o kit para prevenir y/o tratar la lesién (dafio) a los tejidos
corporales y érganos internos provocada por la angiopatia diabética en un sujeto usando plasminégeno o plasmina y
un portador farmacéuticamente aceptable. Esta realizacién no forma parte de las reivindicaciones. En una realizacién,
la lesién (dafio) a tejidos y érganos internos incluye lesién (dafio) al cerebro, corazdn, higado, pulmones, rifiones,
nervios, retina, piel y tracto gastrointestinal. En un aspecto, la presente divulgacién se refiere a un método para fabricar
un medicamento, que comprende preparar un medicamento, articulo de fabricacién o kit para prevenir y/o tratar una
complicacion diabética en un sujeto usando plasminégeno o plasmina y un portador farmacéuticamente aceptable. En
una realizacién, la complicacién diabética es encefalopatia diabética, cardiopatia diabética, hepatopatia diabética,
nefropatia diabética, neumonopatia diabética, neuropatia diabética, angiopatia diabética, retinopatia diabética o
dermopatia diabética inducida por diabetes mellitus.

En un aspecto, la presente divulgaciéon se refiere a plasminégeno o plasmina, y una composicién
farmacéutica, articulo de fabricacién o kit que comprende el plasmindgeno o plasmina, que son Utiles en la prevencion
y/o tratamiento de lesién (dafio) a tejidos corporales y 6rganos internos provocada por angiopatia diabética en un
sujeto. En una realizacion, la lesién (dafio) a tejidos y 6rganos internos incluye lesidén (dafio) al cerebro, corazén,
higado, rifiones, pulmones, nervios, retina, tracto gastrointestinal y piel. En un aspecto, la presente divulgacién se
refiere al plasminégeno, y a una composicién farmacéutica, articulo de fabricacién o kit que comprende el
plasmindgeno, que son Utiles en la prevencién y/o tratamiento de una complicacién diabética en un sujeto. En una
realizacion, la complicacién diabética es encefalopatia diabética, cardiopatia diabética, hepatopatia diabética,
neumonopatia diabética, nefropatia diabética, neuropatia diabética, angiopatia diabética, retinopatia diabética o
dermopatia diabética inducida por diabetes mellitus.

En un aspecto, la presente divulgacién se refiere a un método para prevenir y/o tratar lesiones (dafios) en
tejidos corporales y érganos internos provocadas por angiopatia diabética en un sujeto, que comprende la
administraciéon de plasminégeno o plasmina o una composicién farmacéutica, articulo de fabricacién o kit que
comprende el plasminégeno o plasmina al sujeto. Esta realizacién no forma parte dela invenciéon. La presente
divulgacién también se refiere al uso de plasminégeno o plasmina, o una composicién farmacéutica, articulo de
fabricaciéon o kit que comprende el plasmindgeno o plasmina para prevenir y/o tratar lesiones (dafios) en tejidos
corporales y érganos internos provocadas por angiopatia diabética en un sujeto. En una realizacién, la lesién (dafio)
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a tejidos y érganos internos incluye lesién (dafio) al cerebro, corazén, higado, pulmones, rifiones, nervios, retina, tracto
gastrointestinal y piel. En un aspecto, la presente divulgacién se refiere a un método para prevenir y/o tratar una
complicacién diabética en un sujeto, que comprende administrar plasminégeno o plasmina, o una composicién
farmacéutica, articulo de fabricacién o kit que comprende el plasminégeno o plasmina al sujeto. La presente
divulgacién también incluye el uso de plasminégeno o plasmina, o una composicién farmacéutica, articulo de
fabricacién o kit que comprende el plasmindégeno o plasmina para prevenir y/o tratar una complicacién diabética en un
sujeto. En una realizacién, la complicacién diabética es encefalopatia diabética, cardiopatia diabética, hepatopatia
diabética, neumonopatia diabética, nefropatia diabética, neuropatia diabética, angiopatia diabética, retinopatia
diabética o dermopatia diabética inducida por diabetes mellitus. Estas realizaciones no forman parte de la invencion.

En una realizacién, el plasminégeno tiene por lo menos un 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad de
secuencia con la SEQ ID N° 2, 6, 8, 10 0 12, y sigue teniendo la actividad del plasminégeno. En una realizacion, el
plasmindgeno es una proteina que tiene 1-100, 1-90, 1-80, 1-70, 1-60, 1-50, 1-45, 1-40, 1-35, 1-30, 1-25, 1-20, 1-15,
1-10, 1-5, 1-4, 1-3, 1-2 0 1 aminoécidos afiadidos, suprimidos y/o sustituidos en la SEQ ID N° 2, 6, 8, 10 0 12, y sigue
teniendo la actividad del plasminégeno. En una realizacién, el plasminégeno se selecciona entre Glu-plasmindgeno,
Lys-plasminégeno, mini-plasminégeno, micro-plasminégeno, d-plasminégeno o cualquier combinacién de los mismos.
En una realizacién, el plasmindégeno es una variante conservadoramente sustituida seleccionada entre las variantes
de Glu-plasminégeno, Lys-plasmindgeno, mini-plasminégeno, ©&-plasminégeno o micro-plasminégeno. En una
realizacion, el plasminégeno es un plasmindégeno natural humano, como un ortélogo del plasminédgeno mostrado en
la SEQ ID N° 2, por ejemplo, un ortdlogo del plasminégeno de primates o roedores, por ejemplo, un ortdlogo del
plasmindgeno de gorilas, monos rhesus, murinos, vacas, caballos y perros. Lo mas preferible, la secuencia de
aminoécidos del plasmindégeno de la presente invencién es como se muestra en la SEQ ID N° 2, 6, 8,10 0 12.

En una realizacién, el sujeto tiene un nivel bajo de plasmina o plasminégeno. Especificamente, el nivel bajo
es innato, secundario y/o local.

La presente invencién abarca explicitamente todas las combinaciones de caracteristicas técnicas
pertenecientes a las realizaciones de la presente invencién como se define en las reivindicaciones, y estas soluciones
técnicas combinadas se han divulgado explicitamente en la presente, como si las soluciones técnicas anteriores se
hubieran divulgado individual y explicitamente. Ademés, la presente invencién también abarca explicitamente todas
las subcombinaciones de las varias realizaciones y elementos de las mismas, y estas subcombinaciones se han
divulgado en la presente, como si se hubiera divulgado cada una de dichas subcombinaciones individual y
explicitamente en la presente.

Descripcién detallada de las realizaciones
1. Definicién

La "diabetes mellitus" es una serie de sindromes dismetabdlicos de hidratos de carbono, proteinas, grasas,
agua, electrolitos y similares que estan provocados por la hipofuncién de los islotes, la resistencia a la insulina y
similares resultantes de los efectos de factores genéticos, disfuncién inmunitaria, infecciones microbianas y toxinas de
los mismas, toxinas de radicales libres, factores mentales y otros varios factores patégenos en el cuerpo, y se
caracteriza principalmente por la hiperglucemia desde el punto de vista clinico.

Las "complicaciones diabéticas" son dafios o disfunciones de otros érganos o tejidos del cuerpo provocados
por un mal control de la glucosa en sangre durante la diabetes mellitus, incluyendo dafios o disfunciones del higado,
los rifiones, el corazén, la retina, dafios en el sistema nervioso y similares. De acuerdo con las estadisticas de la
Organizaciéon Mundial de la Salud, hay hasta mas de 100 complicaciones diabéticas, y la diabetes mellitus es una
enfermedad de la que actualmente se conocen méas complicaciones.

La "microangiopatia diabética" se refiere a una microangiopatia provocada por varios grados de anomalias
en la microcirculacién de varios 6rganos o tejidos corporales de los diabéticos. El proceso de formaciéon de la
microangiopatia comprende, a grandes rasgos, cambios funcionales en la microcirculacién, lesién endotelial,
engrosamiento de la membrana basal, aumento de la viscosidad sanguinea, agregacién de gldbulos rojos, y adhesién
y agregacién de plaquetas, lo que finalmente lleva a la microtrombosis y/o la oclusién microvascular.

La "microangiopatia diabética" mencionada anteriormente provoca lesiones vasculares locales en tejidos u
organos, flujo sanguineo deficiente, hipoxia de las células y formacién de coagulos sanguineos, trombos e inflamacién,
y afecta ademas a las funciones de los tejidos y 6rganos periféricos, provocando de este modo "complicaciones
diabéticas". Por lo tanto, cuando se mencionan en la presente divulgacién, los términos 'angiopatia diabética" y
'‘complicaciones diabéticas" abarcan ambas los trombos inducidos por la diabetes mellitus.

La "neuropatia diabética" (o denominada "enfermedad nerviosa diabética") es una enfermedad que implica

trastornos metabdlicos del cuerpo caracterizados por la hiperglucemia diabética que afecta al sistema nervioso, y esta
provocada por la lesién del sistema nervioso resultante de la diabetes mellitus.
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La "lesiébn nerviosa diabética" incluye la deficiencia nerviosa sensorial, la deficiencia nerviosa motora y la
deficiencia nerviosa autonémica. De ellas, la deficiencia nerviosa sensorial suele ser mas grave. Un sintoma comun
es el dolor, que incluye dolor tipo quemadura, dolor tipo descarga eléctrica, dolor tipo pinchazo de aguja, otras
experiencias varias del paciente y similares.

Los "trastornos diabéticos relacionados con lesiones nerviosas" son una serie de trastornos que implican
trastornos metabdlicos del organismo caracterizados por la hiperglicemia diabética que afecta al sistema nervioso, y
estan provocados por lesiones del sistema nervioso derivadas de la diabetes mellitus que incluyen, pero no se limitan
a: dolor de extremidades, hipoestesia, entumecimiento, ardor, frialdad y dolor neuropatico diabético, que incluye, pero
no se limita a, dolor espontaneo, hipoalgesia, hiperalgesia, etc. inducidos por complicaciones diabéticas.

El "dolor neuropético diabético" es la forma méas comln de neuropatia diabética, y habitualmente esta
provocado por el deterioro de los nervios sensoriales diabéticos. El dolor principal va acompafiado habitualmente de
pérdida de la temperatura y de la sensacidn tactil. El dolor se produce sobre todo en las extremidades inferiores, y
también se produce en las extremidades superiores y el tronco. En general, el dolor puede dividirse en dolor
neuropatico periférico y central. El dolor neuropético periférico estéa provocado por una lesién en los nervios periféricos,
y el dolor neuropatico central esté provocado por una lesién en el sistema nervioso central y/o la médula espinal.

La "plasmina" es una enzima muy importante que existe en la sangre y puede hidrolizar los coagulos de
fibrina en productos de degradacién de la fibrina y D-dimeros.

El "plasmin6geno" es la forma zimogénica de la plasmina, y basédndose en la secuencia de Swiss-prot y
calculada a partir de la secuencia de aminoacidos (SEQ ID N° 4) del plasminégeno humano natural que contiene un
péptido sefial, es una glicoproteina compuesta de 810 aminoécidos, que tiene un peso molecular de aproximadamente
90 kD y se sintetiza principalmente en el higado y es capaz de circular en la sangre; y la secuencia de ADNc que
codifica esta secuencia de aminoacidos es la que se muestra en la SEQ ID N°3. El plasminégeno de longitud completa
contiene siete dominios: un dominio de serina proteasa C-terminal, un dominio Pan Apple (PAp) N-terminal y cinco
dominios Kringle (Kringles 1-5). Con referencia a la secuencia en la Swiss-prot, el péptido sefial comprende residuos
Met1-Gly19, PAp comprende residuos Glu20-Val98, Kringle 1 comprende residuos Cys103-Cys181, Kringle 2
comprende residuos Glu184-Cys262, K ringle 3 comprende residuos Cys275-Cys352, Kringle 4 comprende residuos
Cys377-Cys454, y Kringle 5 comprende residuos Cys481-Cys560. De acuerdo con los datos del NCBI, el dominio de
serina proteasa comprende los residuos Val581-Arg804.

El glu-plasmindgeno es un plasmindégeno natural de longitud completa y esta compuesto por 791 aminoécidos
(sin un péptido sefial de 19 aminoécidos); la secuencia de ADNc que codifica esta secuencia es la que se muestra en
la SEQ ID N° 1; y la secuencia de aminoacidos es la que se muestra en la SEQ ID N° 2. In vivo, el Lys-plasminégeno,
que se forma por hidrélisis de los aminoacidos en las posiciones 76-77 del Glu-plasminégeno, también esta presente,
como se muestra en la SEQ ID N°; y la secuencia de ADNc que codifica esta secuencia de aminoéacidos es como se
muestra en la SEQ ID N°5. El &-plasmindgeno es un fragmento de plasminégeno de longitud completa que carece de
la estructura de Kringle 2-Kringle 5 y contiene sélo Kringle 1 y el dominio serina proteasal®?’3%. La secuencia de
aminoacidos (SEQ ID N° 8) del 5-plasminégeno se ha descrito en la bibliografial®®, y la secuencia de ADNc que codifica
esta secuencia de aminogcidos es la que se muestra en la SEQ ID N° 7. El miniplasminégeno esta compuesto de
Kringle 5 y el dominio de serina proteasa, y en la bibliografia se ha informado que comprende los residuos Val443-
Asn791 (con el residuo Glu de la secuencia Glu-plasminégeno que no contiene un péptido sefial como aminoacido de
partida)l; la secuencia de aminoacidos es como se muestra en la SEQ ID N° 10; y la secuencia de ADNc que codifica
esta secuencia de aminoacidos es como se muestra en la SEQ ID N° 9. El micro-plasminégeno comprende Unicamente
el dominio de serina proteasa, cuya secuencia de aminoécidos, segun se ha informado en la bibliografia, comprende
los residuos Ala543-Asn791 (con el residuo Glu de la secuencia Glu-plasminégeno que no contiene un péptido sefial
como aminodcido de partida), y cuya secuencia, seglin se ha informado también en el documento de patente CN
102154253 A, comprende los residuos Lys531-Asn791 (con el residuo Glu de la secuencia Glu-plasminégeno que no
contiene un péptido sefial como aminoécido de partida) (la secuencia en esta solicitud de patente se refiere al
documento de patente CN 102154253 A); la secuencia de aminoécidos es la que se muestra en la SEQ ID N°12 y la
secuencia de ADNc que codifica esta secuencia de aminoacidos es la que se muestra en la SEQ ID N°11.

En la presente divulgacién, "plasmina" se usa indistintamente con "fibrinolisina" y "fibrinoclasa", y los términos
tienen el mismo significado; y "plasmin6geno” se usa indistintamente con "zimégeno fibrinolitico" y "zimégeno
fibrinoclasa", y los términos tienen el mismo significado.

En el curso de la circulacién, el plasminégeno se encuentra en una conformacidn cerrada e inactiva, pero
cuando se une a trombos o superficies celulares, se convierte en plasmina activa en una conformacién abierta bajo la
mediacidn de un activador del plasminégeno (PA). La plasmina activa hidroliza adicionalmente los coagulos de fibrina
en productos de degradacién de la fibrina y dimeros D, disolviendo de este modo los trombos. El dominio PAp del
plasminégeno comprende un determinante importante que mantiene al plasminégeno en una conformacién inactiva
cerrada, y el dominio KR es capaz de unirse a residuos de lisina presentes en receptores y sustratos. Se conocen una
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variedad de enzimas que pueden servir como activadores del plasminégeno, incluyendo: activador del plasmindégeno
tisular (tPA), activador del plasminégeno uroquinasa (uPA), calicreina, factor de coagulacién XlI (factor de Hagmann),
y similares.

"Fragmento activo de plasminégeno” se refiere a un fragmento activo en la proteina de plasminégeno que es
capaz de unirse a una secuencia diana en un sustrato y ejercer la funcién proteolitica. Las soluciones técnicas de la
presente divulgacidén que implican plasminégeno abarcan soluciones técnicas en las que el plasminégeno se sustituye
por un fragmento activo de plasminégeno. El fragmento activo de plasminégeno es una proteina que comprende un
dominio de serina proteasa del plasmindgeno. Preferiblemente, el fragmento activo de plasminégeno de la presente
invencién comprende la SEQ ID NO: 14, o una secuencia de aminoacidos que tenga una identidad de secuencia de
aminoécidos de por lo menos un 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% con la SEQ ID NO: 14. Por lo tanto, el
plasmindgeno de la presente invencién comprende una proteina que contiene el fragmento activo de plasminégeno y
que sigue teniendo actividad de plasmindgeno. El fragmento activo de plasminégeno de la presente invencién es como
se define en las reivindicaciones.

En la actualidad, los métodos para determinar el plasminégeno y su actividad en la sangre incluyen: la
deteccion de la actividad del activador tisular del plasminégeno (t-PAA), deteccién del antigeno del activador tisular
del plasminégeno (t-PAAg) en plasma, deteccién de la actividad tisular del plasminégeno (plgA) en plasma, la
deteccion del antigeno tisular del plasminégeno (plgAg) en plasma, deteccién de la actividad del inhibidor de los
activadores tisulares del plasminégeno en plasma, deteccién de antigenos inhibidores de los activadores tisulares del
plasmindgeno en plasma y la deteccidén del complejo plasmina-antiplasmina (PAP) en plasma. El método de deteccién
méas comunmente usado es el del sustrato cromogénico: se afiaden estreptoquinasa (SK) y un sustrato cromogénico
a un plasma de prueba, el plasminégeno en el plasma de prueba se convierte en PLM por la accién de la SK, el PLM
actlia sobre el sustrato cromogénico y, a continuacién, se determina que el aumento de la absorbancia es directamente
proporcional a la actividad del plasminégeno usando un espectrofotémetro. Ademas, la actividad del plasminégeno en
la sangre también puede determinarse por inmunoquimica, electroforesis en gel, inmunonefelometria,
radioinmunodifusidn y similares.

"Ortélogos" se refieren a homdélogos entre especies diferentes, incluyendo tanto homdlogos de proteinas
como homdlogos de ADN, y también se conocen como homélogos ortélogos y homoélogos verticales. El término se
refiere especificamente a proteinas o genes que han evolucionado a partir del mismo gen ancestral en diferentes
especies. El plasminégeno de acuerdo con la presente invencién incluye el plasminégeno natural humano, y también
incluye ortélogos de plasmindgenos derivados de diferentes especies y que tienen actividad de plasminégeno en la
medida que esta esté cubierta por la definicién de plasminégeno en las reivindicaciones.

"Variante conservadoramente sustituida" se refiere a aquella en la que se cambia un residuo de aminoacido
dado sin alterar la conformacién y funcién global de la proteina o enzima, incluyendo, pero no limitado a, la sustitucién
de un aminoacido en la secuencia de aminoacidos de la proteina original por un aminoacido con propiedades similares
(como acidez, alcalinidad e hidrofobicidad). Los aminoécidos con propiedades similares son bien conocidos. Por
ejemplo, la arginina, la histidina y la lisina son aminoacidos basicos hidréfilos y son intercambiables. De manera similar,
la isoleucina es un aminoacido hidréfobo que puede sustituirse por leucina, metionina o valina. Por lo tanto, la similitud
de dos proteinas o secuencias de aminoacidos con funciones similares puede ser diferente. Por ejemplo, la similitud
(identidad) es del 70%-99% sobre la base del algoritmo MEGALIGN. "Variante conservadoramente sustituida" también
incluye un polipéptido 0 enzima que tiene una identidad de aminoacidos del 60% o més, preferiblemente del 75% o
méas, mas preferiblemente del 85% o mas, incluso més preferiblemente del 90% o més segln se determina mediante
el algoritmo BLAST o FASTA, y que tiene las mismas propiedades o funciones o que la proteina o enzima natural u
original unas sustancialmente similares.

Plasminégeno "aislado" se refiere a la proteina plasminégeno aislada y/o recuperada de su entorno natural.
En algunas realizaciones, el plasmindgeno se purificara (1) hasta una pureza de mas del 90%, de mas del 95% o de
méas del 98% (en peso), segln se determina mediante el método de Lowry, como de mas del 99% (en peso); (2) a un
grado suficiente para obtener por lo menos 15 residuos de la secuencia de aminoacidos N-terminal o interna usando
un secuenciador de vaso giratorio; o (3) hasta la homogeneidad, que se determina mediante electroforesis en gel de
dodecil sulfato de sodio-poliacrilamida (SDS-PAGE) en condiciones reductoras o no reductoras usando azul de
Coomassie o tincién de plata. El plasminégeno aislado también incluye el plasminégeno preparado a partir de células
recombinantes mediante técnicas de bioingenieria y separado mediante por lo menos un paso de purificacién.

Los términos "polipéptido”, "péptido" y "proteina” se usan indistintamente en la presente y se refieren a formas
poliméricas de aminoécidos de cualquier longitud, que pueden incluir aminoacidos codificados genéticamente y no
codificados genéticamente, aminoacidos modificados quimica o bioquimicamente o derivados, y polipéptidos que
tienen estructuras principales peptidicas modificadas. El término incluye proteinas de fusién, incluyendo pero no
limitadas a, proteinas de fusién que tienen secuencias de aminoacidos heterélogas, fusiones con secuencias lideres
heterélogas y homdélogas (con o sin residuos de metionina N-terminal), y similares.

El "porcentaje de identidad de secuencia de aminoécidos (%)" con respecto a la secuencia polipeptidica de
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referencia se define como el porcentaje de residuos de aminoécidos en la secuencia candidata idénticos a los residuos
de aminoacidos en la secuencia polipeptidica de referencia cuando se introduce un hueco segln sea necesario para
lograr el porcentaje maximo de identidad de secuencia y no se consideran sustituciones conservadoras como parte
de la identidad de secuencia. La comparacién para los propésitos de determinar el porcentaje de identidad de
secuencia de aminoacidos puede realizarse de varias maneras segln los conocimientos técnicos, por ejemplo, usando
programas informaticos de acceso publico, como el software BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los
expertos en la técnica pueden determinar los pardmetros apropiados para alinear secuencias, incluyendo cualquier
algoritmo necesario para lograr la méxima comparacién en toda la longitud de las secuencias que se estén
comparando. Sin embargo, para los propésitos de la presente invencion, el valor porcentual de identidad de secuencia
de aminoacidos se genera usando el programa informatico de comparacién de secuencias ALIGN-2.

En el caso de la comparacién de secuencias de aminoacidos usando ALIGN-2, el % de identidad de
secuencia de aminoacidos de una secuencia de aminoacidos A dada con respecto a una secuencia de aminoacidos
B dad (o puede expresarse como una secuencia de aminoacidos A dad que tiene o contiene un determinado % de
identidad de secuencia de aminoéacidos con respecto a, con o para una secuencia de aminoacidos B dada) se calcula
de la siguiente manera:

fraccién X/Y x 100

en donde X es el niumero de residuos de aminoacidos idénticamente coincidentes puntuados por el programa de
alineacién de secuencias ALIGN-2 en la alineaciéon de Ay B usando el programa, y en donde Y es el nimero total de
residuos de aminoacidos en B. Se apreciard que cuando la longitud de la secuencia de aminoéacidos A no sea igual a
la longitud de la secuencia de aminoécidos B, el % de identidad de secuencia de aminoacidos de A con respecto a B
no sera igual al % de identidad de secuencia de aminoacidos de B con respecto a A. A menos que se indique
especificamente lo contrario, todos los valores del % de identidad de secuencia de aminoacidos usados en la presente
se obtienen usando el programa informatico ALIGN-2 como se describe en el parrafo anterior.

Como se usan en la presente, los términos "tratamiento" y "que trata" se refieren a la obtencién de un efecto
farmacolégico y/o fisiolégico deseado. El efecto puede ser la prevencién completa o parcial de una enfermedad o sus
sintomas y/o la curacién parcial o completa de la enfermedad y/o sus sintomas, e incluye: (a) la prevencion del
desarrollo de la enfermedad en un sujeto que puede tener una predisposicién a la enfermedad pero al que no se le ha
diagnosticado la enfermedad; (b) la supresién de la enfermedad, es decir, el bloqueo de su formacién; y (c) el alivio
de la enfermedad y/o sus sintomas, es decir, la eliminacién de la enfermedad y/o sus sintomas.

Los términos "individuo", "sujeto" y "paciente" se usan indistintamente en la presente y se refieren a
mamiferos incluyendo, entre otros, murinos (ratas y ratones), primates no humanos, humanos, perros, gatos,
ungulados (por ejemplo, caballos, ganado vacuno, ovejas, cerdos, cabras) y demas.

"Cantidad terapéuticamente eficaz" o "cantidad eficaz" se refiere a una cantidad de plasminégeno suficiente
para lograr la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad cuando se administra a un mamifero u otro sujeto para
tratar la enfermedad. La "cantidad terapéuticamente eficaz" variara dependiendo del plasminégeno usado, la gravedad
de la enfermedad y/o sus sintomas, asi como la edad, el peso corporal del sujeto a tratar y similares.

2. Preparacién del plasmindgeno de la presente invencién

El plasmin6geno puede aislarse y purificarse de la naturaleza para usos terapéuticos adicionales, y también
puede sintetizarse mediante técnicas estandar de sintesis quimica de péptidos. Cuando se sintetiza quimicamente,
un polipéptido puede someterse a sintesis en fase liquida o sélida. La sintesis de polipéptidos en fase sélida (SPPS)
es un método adecuado para la sintesis quimica de plasmindgeno, en el que el aminoacido C-terminal de una
secuencia se une a un soporte insoluble, seguido de la adicién secuencial de los aminoacidos restantes en la
secuencia. Para sintetizar plasminégeno pueden usarse varias formas de SPPS, como Fmoc y Boc. Las técnicas para
la sintesis en fase sélida se describen en Barany y Solid-Phase Peptide Synthesis; pp. 3-284 en The Peptides:
Analysis, Synthesis, Biology. Vol. 2: Special Methods in Peptide Synthesis, Parte A., Merrifield et al. J. Am. Chem.
Soc., 85: 2149-2156 (1963); Stewart et al. Solid Phase Peptide Synthesis, 22 ed., Pierce Chem Co., Rockford, Ill.
(1984); y Ganesan A. 2006 Mini Rev. Med Chem 6:3-10 y Camarero JA et al. 2005 Protein Pept Lett. 12:723-8.
Brevemente, se tratan pequefias perlas porosas insolubles con una unidad funcional sobre la que se construye una
cadena peptidica. Después de ciclos repetidos de acoplamiento/desproteccién, la amina N-terminal libre en fase sélida
se acopla a una Unica unidad de aminoacido N-protegida. Luego, esta unidad se desprotege para exponer una nueva
amina N-terminal que puede acoplarse a otro aminoécido. El péptido permanece inmovilizado en la fase sélida antes
de ser cortado.

Para producir el plasmin6geno de la presente invencién pueden usarse métodos recombinantes estéandar.
Por ejemplo, un acido nucleico que codifica el plasminégeno se inserta en un vector de expresién, de tal manera que
se enlaza operativamente a una secuencia reguladora en el vector de expresién. La secuencia reguladora de la
expresion incluye, pero no se limita a, promotores (por ejemplo, promotores asociados de manera natural o
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heterélogos), secuencias sefial, elementos potenciadores y secuencias de terminacién de la transcripcién. La
regulacién de la expresién puede ser un sistema promotor eucariota en un vector capaz de transformar o transfectar
células huésped eucariotas (por ejemplo, células COS o CHO). Una vez incorporado el vector a un huésped adecuado,
el huésped se mantiene en condiciones adecuadas para la expresién de alto nivel de la secuencia de nucleétidos y la
recogida y purificaciéon del plasmindgeno.

Un vector de expresion adecuado se replica habitualmente en un organismo huésped como un episoma o
como parte integrante del ADN cromosémico del huésped. En general, un vector de expresién contiene un marcador
selectivo (por ejemplo, resistencia a la ampicilina, resistencia a la higromicina, resistencia a la tetraciclina, resistencia
a la kanamicina o resistencia a la neomicina) para facilitar la deteccién de aquellas células exdgenas transformadas
con una secuencia de ADN deseada.

La Escherichia coli es un ejemplo de células huésped procariotas que pueden usarse para clonar un
polinucleétido que codifique el plaminégeno. Otros huéspedes microbianos adecuados para su uso incluyen Bacillus,
por ejemplo, Bacillus subtilis y otras especies de enterobacteriaceae (como Salmonella spp. y Serratia spp.), y varias
Pseudomonas spp. En estos huéspedes procariotas, también pueden generarse vectores de expresién que
contendran tipicamente una secuencia de control de expresién (por ejemplo, origen de replicacién) que sea compatible
con la célula huésped. Ademas, habrd muchos promotores bien conocidos, como el sistema promotor de la lactosa,
el sistema promotor del triptéfano (trp), el sistema promotor de la betalactamasa o el sistema promotor del fago lambda.
Opcionalmente, en el caso de la manipulacién de una secuencia génica, un promotor controlara habitualmente la
expresion, y tiene una secuencia de sitio de unién a ribosomas y similares para iniciar y completar la transcripcién y la
traduccién.

Para la expresién también pueden usarse otros microorganismos, como las levaduras. La Saccharorryces
(por ejemplo, S. cerevisiae) y Pichia son ejemplos de células huésped de levadura adecuadas, en las que un vector
adecuado tiene una secuencia de control de expresién (por ejemplo, promotor), un origen de replicacién, una
secuencia de terminacién y similares, segln se requiera. Un promotor tipico comprende la 3-fosfoglicerato quinasa y
otras enzimas glicoliticas. Los promotores inducibles de levadura incluyen especificamente promotores derivados de
alcohol deshidrogenasa, isocitocromo C y enzimas responsables de la utilizacién de maltosa y galactosa.

Ademas de microorganismos, para expresar y generar el plasminégeno de la presente invencién (por
ejemplo, un polinucleétido que codifica el plasminégeno en cuestién) también pueden usarse células de mamifero (por
ejemplo, células de mamifero cultivadas en cultivo celular in vitro). Consultar Winnacker, From Genes to Clones, VCH
Publishers, N.Y., N.Y. (1987). Las células huésped de mamifero adecuadas incluyen lineas celulares CHO, varias
lineas celulares Cos, células Hela, lineas celulares de mieloma y células B transformadas o hibridomas. Los vectores
de expresién para estas células pueden comprender una secuencia de control de la expresién, como un origen de
replicacion, un promotor y un potenciador (Queen et al. Immunol. Rev. 89:49 (1986)), asi como sitios de informacion
de procesamiento necesarios, como un sitio de unién a ribosomas, un sitio de corte y empalme de ARN, un sitio de
poliadenilacién y una secuencia de terminacién de la transcripcién. Ejemplos de secuencias de control de expresion
adecuadas son los promotores derivados del gen de la inmunoglobulina blanca, SV40, adenovirus, virus del papiloma
bovino, citomegalovirus y similares. Consultar Co et al. J. Immunol. 148:1149 (1992).

Una vez sintetizado (quimica o recombinantemente), el plasminégeno de la presente invencién puede
purificarse de acuerdo con procedimientos estandar de la técnica, incluyendo precipitacién con sulfato de amonio,
columna de afinidad, cromatografia en columna, cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), electroforesis en
gel y similares. El plasminégeno es sustancialmente puro, por ejemplo, por lo menos aproximadamente entre un 80%
y un 85% puro, por lo menos aproximadamente entre un 85% y un 90% puro, por lo menos aproximadamente entre
un 90% y un 95% puro, o entre un 98% y un 99% puro o mas puro, por ejemplo, libre de contaminantes como restos
celulares, macromoléculas distintas del plasminégeno y similares.

3. Formulaciones farmacéuticas

Puede prepararse una formulacién terapéutica mezclando plasminégeno de la pureza deseada con un
portador, excipiente o estabilizador farmacéutico opcional (Remington"s Pharmaceutical Sciences, 162 edicidén, Osol,
A. ed. (1980)) para formar una preparacién liofilizada o una solucién acuosa. Los portadores, excipientes y
estabilizadores aceptables no son toéxicos para el receptor en las dosificaciones y concentraciones empleadas, e
incluyen tampones, como fosfatos, citratos y otros acidos orgénicos; antioxidantes, incluyendo el 4cido ascérbico y la
metionina; conservantes (por ejemplo, cloruro de octadecil dimetil bencil amonio; cloruro de hexano diamina; cloruro
de benzalconio y cloruro de bencetonio; fenol, butanol o alcohol bencilico; p-hidroxibenzoatos de alquilo, como p-
hidroxibenzoato de metilo o propilo; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo
peso molecular (menos de aproximadamente 10 residuos); proteinas, como albUmina sérica, gelatina o
inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos, como la polivinilpirrolidona; aminoacidos, como la glicina, la glutamina, la
asparagina, la histidina, la arginina o la lisina; monosacaridos, disacéaridos y otros hidratos de carbono, incluyendo la
glucosa, la manosa o las dextrinas; agentes quelantes, como el EDTA, azlcares, como la sacarosa, el manitol, la
fucosa o el sorbitol; contraiones formadores de sales, como el sodio; complejos metalicos (por ejemplo, complejos
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zinc-proteina); y/o surfactantes no iénicos, como TWEENTM, PLURONICSTM o polietilenglicol (PEG).

Las formulaciones de la invencién también pueden comprender uno o més compuestos activos requeridos
para el trastorno particular que se va a tratar, preferiblemente aquellos que son complementarios en actividad y no
tienen efectos secundarios entre si, por ejemplo, farmacos antihipertensivos, farmacos antiarritmicos, farmacos para
el tratamiento de la diabetes mellitus, y similares.

El plasminégeno de la presente invencién puede encapsularse en microcapsulas preparadas mediante
técnicas como la coacervacidn o la polimerizacién interfacial, por ejemplo, puede incorporarse en un sistema coloidal
de administracién de farmacos (por ejemplo, liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas
y hanocapsulas), o incorporarse en microcapsulas de hidroximetilcelulosa o gel y microcapsulas de poli(metil
metacrilato) en macroemulsiones. Estas técnicas se describen en Remington"s Pharmaceutical Sciences, 162 edicién,
Osol, A. Ed. (1980).

El plasmindgeno de la presente invencion para la administracién in vivo debe ser estéril. Esto puede lograrse
facilmente mediante filtracién a través de una membrana de filtracién estéril antes o después de la liofilizacién y
reconstitucion.

El plasminégeno de la presente invencién puede prepararse en una preparacidén de liberacién sostenida.
Ejemplos adecuados de preparaciones de liberacién sostenida incluyen matrices sélidas semipermeables de
polimeros hidréfobos que tienen una forma y contienen glicoproteinas, como peliculas o microcapsulas. Los ejemplos
de matrices de liberacién sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietilmetacrilato)) (Langer
et al. J. Biomed. Mater. Res., 15: 167-277 (1981); y Langer, Chem. Tech, 12:98-105 (1982)), o poli(alcohol vinilico),
polilactidos (Patente de Estados Unidos 3773919, y EP 58,481), copolimero de é&cido L-glutdmico y acido etil-L-
glutadmico (Sidman et al. Biopolymers 22:547(1983)), etilvinilacetato no degradable (Langer et al. supra), o copolimeros
degradables de Aacido lactico-acido glicélico como Lupron DepotTM (microesferas inyectables compuestas de
copolimero de &cido lactico-acido glicélico y acetato de leuprolida), y &cido poli D-(-)-3-hidroxibutirico. Los polimeros,
como el etilvinilacetato y el &cido lactico-glicélico, son capaces de liberar moléculas de forma persistente durante 100
dias o mas, mientras que algunos hidrogeles liberan proteinas durante un periodo de tiempo mas corto. Puede
disefiarse una estrategia racional para la estabilizacién de proteinas basada en mecanismos relevantes. Por ejemplo,
si se descubre que el mecanismo de agregacién es la formacién de un enlace intermolecular S-S a través del
intercambio tio-disulfuro, la estabilidad se logra modificando los residuos de sulfhidrilo, liofilizando a partir de
soluciones é&cidas, controlando el contenido de humedad, usando aditivos adecuados y desarrollando composiciones
de matrices poliméricas especificas.

4. Administracién y dosificacién

La composicién farmacéutica de la presente invencién puede administrarse de diferentes maneras, por
ejemplo, por via intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, intracraneal, intratecal, intraarterial (por ejemplo, a través
de la cardtida), intramuscular, intranasal, tépica o intradérmica, o por via medular o cerebral. Una preparacién en
aerosol, como una preparacién de espray nasal, comprende soluciones acuosas purificadas u otras soluciones del
agente activo junto con un conservante y un agente isoténico. Estas preparaciones se ajustan a un pH y un estado
isoténico compatibles con la mucosa nasal.

En algunos casos, la composicidén farmacéutica de plasmindgeno de la presente invencidén puede modificarse
o formularse de tal manera que proporcione su capacidad para atravesar la barrera hematoencefalica. Tales
composiciones de plasminégeno pueden administrarse a un individuo que padezca de trombosis y/o una enfermedad
relacionada con la trombosis a través de una variedad de vias de administracién enterales y parenterales, incluyendo
oral, intravenosa y similares.

Las preparaciones para administracion parenteral incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones acuosas
0 no acuosas estériles. Ejemplos de solventes no acuosos son el propilenglicol, el polietilenglicol, aceites vegetales
como el aceite de oliva y ésteres organicos inyectables como el oleato de etilo. Los portadores acuosos incluyen el
agua y las soluciones, emulsiones o suspensiones alcohdélicas/acuosas, incluyendo los medios salinos y tamponados.
Los vehiculos parenterales incluyen solucién de cloruro sédico, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro sédico, o aceites
fijos. Los vehiculos intravenosos incluyen suplementos liquidos y nutrientes, suplementos electroliticos y similares.
También pueden estar presentes, por ejemplo, conservantes y otros aditivos, como agentes antimicrobianos,
antioxidantes, agentes quelantes y gases inertes.

En algunas realizaciones, el plasminégeno de la invencién se formula con un agente que promueve que el
plasmindgeno cruce la barrera hematoencefalica. En algunos casos, el plasminégeno de la presente invencion se
fusiona directamente o mediante un conector a una molécula portadora, péptido o proteina que promueve la fusién
para atravesar la barrera hematoencefélica. En algunas realizaciones, el plasminégeno de la presente invencién se
fusiona a un polipéptido que se une a un receptor endégeno de la barrera hematoencefélica (BBB). El polipéptido que
esta enlazado al plasminégeno y se une a un receptor endégeno de BBB promueve la fusién para atravesar la BBB.
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Los polipéptidos adecuados que se unen a receptores enddgenos de BBB incluyen anticuerpos (por ejemplo,
anticuerpos monoclonales) o fragmentos de unién a antigeno de los mismos que se unen especificamente a receptores
endégenos de BBB. Los receptores endégenos de BBB adecuados incluyen, entre otros, los receptores de insulina.
En algunos casos, los anticuerpos se encapsulan en liposomas. Consultar, por ejemplo, la Publicaciéon de Patente de
Estados Unidos N° 2009/0156498.

El personal médico determinaré el régimen de dosificacién basandose en varios factores clinicos. Como es
bien sabido en el ambito médico, la dosificacién de cualquier paciente depende de una variedad de factores, incluyendo
el tamafio del paciente, la superficie corporal, la edad, el compuesto especifico que se va a administrar, el sexo, la
frecuencia y la via de administracion, el estado general de salud y otros farmacos administrados simultdneamente. El
intervalo de dosificacién de la composiciéon farmacéutica que comprende plasmindgeno de la presente invencion puede
ser, por ejemplo, de aproximadamente 0,0001 a 2000 mg/kg, o de aproximadamente 0,001 a 500 mg/kg (como 0,02
mg/kg, 0,25 mg/kg, 0,5 mg/kg, 0,75 mg/kg, 10 mg/kg y 50 mg/kg) del peso corporal del sujeto al dia. Por ejemplo, la
dosis puede ser de 1 mg/kg de peso corporal o 50 mg/kg de peso corporal, o en el intervalo de 1 mg/kg-50 mg/kg, o
por lo menos 1 mg/kg. También se contemplan dosificaciones por encima o por debajo de este intervalo ejemplar,
especialmente teniendo en cuenta los factores anteriores. También se incluyen en el alcance de la presente invencién
las dosificaciones intermedias en el intervalo anterior. A un sujeto se le pueden administrar tales dosis diariamente,
cada dos dias, semanalmente o en base a cualquier otro esquema determinado por analisis empirico. Un esquema
de dosificaciéon ejemplar incluye 1-10 mg/kg durante dias consecutivos. Durante la administraciéon del farmaco de la
presente invencion, el efecto terapéutico y la seguridad deben evaluarse en tiempo real y regularmente.

5. Eficacia del tratamiento y seguridad del tratamiento

Puede llevarse a cabo una evaluacion de la eficacia del tratamiento y la seguridad del tratamiento después
de tratar a un sujeto con plasminégeno.

Evaluacién de la eficacia del tratamiento: Se evalla el dolor medio diario de un sujeto desde la semana en la
que comienza el tratamiento (semana de referencia) hasta la fase de tratamiento preestablecida, y la evaluacion puede
llevarse a cabo usando la puntuacién del dolor en la escala VAS de 11 puntos, la escala LANSS, la escala de dolor
neuropatico (NPS), la escala de Likert (graduada de 0 a 10 puntos) o similares. Por ejemplo, en la escala VAS, 0
significa ausencia de dolor y 11 dolor intolerable, en la que:

0 puntos: sin dolor;

3 puntos 0 menos: el dolor es leve y tolerable;

4-6 puntos: el sujeto siente dolor y el dolor afecta al suefio, pero sigue siendo tolerable; y

7-10 puntos: el sujeto experimenta un dolor creciente, y el dolor es intolerable y afecta al apetito y al suefio.

También es posible usar una escala VAS més fina para la puntuacién, por ejemplo, para evaluar el dolor en
una escala de 100 mm.

También puede usarse el indice de dolor también como indice de evaluacién principal, y al mismo tiempo se
establecen indices de evaluacién secundarios, como la movilidad articular, el estado funcional y la calidad de vida.

Evaluacién de la seguridad: Ademas, la evaluacién de la seguridad del régimen terapéutico durante y después
de tratar a un sujeto con plasmindégeno y sus variantes incluye, pero no estd limitada a, la monitorizacién de
acontecimientos adversos, la evaluacién del laboratorio clinico, el electrocardiograma (ECG), las mediciones de las
constantes vitales, los examenes fisicos y neurolégicos, etc., y las estadisticas de la semivida sérica, la semivida del
tratamiento, la dosis téxica mediana (TD50) y la dosis letal mediana (LD50) del farmaco en el sujeto. Un acontecimiento
adverso se define como cualquier acontecimiento médico adverso en un paciente o sujeto de ensayo clinico al que se
le administran farmacos y que no tiene necesariamente una relacién causal con el tratamiento. Los acontecimientos
adversos incluyen tipicamente, entre otros, dolores de cabeza, mareos, infecciones de las vias respiratorias
superiores, nduseas y similares.

6. Articulos de fabricacién o kits

Un articulo de fabricacién o un kit que puede comprender el plasminégeno de la presente invencién. El articulo
de fabricacién incluye preferentemente un recipiente, etiqueta o prospecto. Los recipientes adecuados incluyen
botellas, viales, jeringuillas y similares. El recipiente puede estar hecho de varios materiales, como vidrio o pléstico. El
recipiente contiene una composicién que es eficaz para tratar la enfermedad o trastorno de la presente invencién y
tiene un acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa de solucién intravenosa o un vial que contiene
un tapdn que puede perforarse con una aguja de inyeccién hipodérmica). Por lo menos un agente activo de la
composicién es plasminégeno. La etiqueta sobre o adherida al recipiente indica que la composicién se usa para tratar
la neuropatia diabética de la presente invencién. El articulo puede comprender ademas un segundo recipiente que
contenga un tampén farmacéuticamente aceptable, como solucién salina tamponada con fosfato, solucién de Ringer
y solucidén de glucosa. Puede comprender ademas otras sustancias necesarias desde el punto de vista comercial y
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del usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas y jeringuillas. Ademés, el articulo comprende un
prospecto con instrucciones de uso, que incluyen, por ejemplo, instrucciones para que un usuario de la composicién
administre a un paciente la composicién de plasminégeno y otros farmacos para tratar una enfermedad concomitante.

Breve descripcidn de los dibujos

La Figura 1 muestra los cambios en el peso corporal después de la administracién de plasminégeno a ratones
diabéticos de 14-15 semanas de edad.

La Figura 2 muestra los cambios en la capacidad de respuesta a la alodinia mecanica después de la administracién
de plasminégeno a ratones diabéticos de 14-15 semanas de edad.

La Figura 3 muestra los resultados de deteccién de la capacidad de respuesta a la estimulacién por frio en los
dias 0, 3, 6 y 12 después de la administracién de plasminégeno a ratones diabéticos de 14-15 semanas de edad.
La Figura 4 muestra los resultados de deteccidn de la capacidad de respuesta a la hiperalgesia mecanica en los
dias 0, 3, 6 y 12 después de la administracién de plasminégeno a ratones diabéticos de 14-15 semanas de edad.
La Figura 5 muestra los cambios en el peso corporal después de la administracién de plasminégeno a ratones
diabéticos de 24-25 semanas.

La Figura 6 muestra los resultados de deteccidn de la capacidad de respuesta a la alodinia mecénica en los dias
0,4,7, 11y 16 después de la administraciéon de plasminégeno a ratones diabéticos de 24-25 semanas de edad.
La Figura 7 muestra los resultados de deteccién de la capacidad de respuesta a la estimulacién por frio en los
dias 0, 4, 7, 11 y 16 después de la administracién de plasminégeno a ratones diabéticos de 24-25 semanas de
edad.

La Figura 8 muestra los resultados de deteccidn de la capacidad de respuesta a la hiperalgesia mecanica en los
dias 0, 4, 7, 11 y 16 después de la administracién de plasminégeno a ratones diabéticos de 24-25 semanas de
edad.

La Figura 9 muestra los resultados observados de la tincion HE del nervio ciatico después de la administracién de
plasmindgeno a ratones diabéticos de 24-25 semanas de edad durante 15 dias consecutivos.

La Figura 10 muestra los resultados observados de la inmunotincién de fibrina del nervio cidtico después de la
administracion de plasminégeno a ratones diabéticos de 24-25 semanas de edad durante 15 dias consecutivos.
La Figura 11 muestra los resultados observados de la inmunotincién de fibrina del higado después de la
administracién de plasminégeno a ratones diabéticos de 24-25 semanas de edad durante 31 dias consecutivos.
La Figura 12 muestra los resultados observados de la inmunotincién con F4/80 del higado después de la
administracién de plasminégeno a ratones diabéticos de 24-25 semanas de edad durante 31 dias consecutivos.
La Figura 13 muestra los resultados observados de la inmunotincién de fibrina de los rifiones después de la
administracién de plasminégeno a ratones diabéticos de 24-25 semanas de edad durante 31 dias consecutivos.
La Figura 14 muestra los resultados observados de la inmunotincién de Bcl-2 de los rifiones después de la
administracién de plasminégeno a ratones diabéticos de 24-25 semanas de edad durante 31 dias consecutivos.
La Figura 15 muestra los resultados observados de la tincién PAS de la retina después de la administracién de
plasmindgeno a ratones diabéticos de 24-25 semanas de edad durante 31 dias consecutivos.

La Figura 16 muestra los resultados de detecciéon del contenido de dimero D en el suero después de la
administracion de plasminégeno a ratones diabéticos de 24-25 semanas de edad durante 15 dias consecutivos.
La Figura 17 muestra los resultados de deteccién de la concentracién de troponina | cardiaca en suero después
de la administracién de plasminégeno a ratones diabéticos de 24-25 semanas durante 31 dias.

La Figura 18 muestra los resultados observados de la inmunotincién de IgM de los riflones después de la
administracion de plasminégeno a ratones diabéticos de 24-25 semanas de edad durante 31 dias.

La Figura 19 muestra los resultados de la deteccién de alanina transaminasa (ALT) en suero después de la
administracion de plasminégeno a ratones diabéticos de 24-25 semanas durante 31 dias.

La Figura 20 muestra los cambios en la capacidad de respuesta a la alodinia mecanica después de la
administracién de plasminégeno a ratones diabéticos de 8 semanas de edad durante 9 dias.

Ejemplos
Ejemplo 1. Efecto del plasminégeno sobre el peso corporal de animales de experimentacién

Se dividieron aleatoriamente diez ratones db/db macho de 14-15 semanas de edad en dos grupos, cinco en
el grupo de control al que se administr6 PBS de vehiculo y cinco en el grupo al que se administré plasmindgeno,
respectivamente. El dia en el que se inicié el experimento se registré en el Dia 0, y se pesaron y agruparon los ratones.
A partir del segundo dia del experimento, se administré plasminégeno o PBS a los ratones, y el dia se registré como
Dia 1. Alos ratones del grupo al que se administr6 plasminégeno se les inyecté plasminégeno a una dosis de 1 mg/0,1
ml/ratén/dia a través de la vena de la cola, y se administrd un volumen igual de PBS a los ratones del grupo de control
al que se administré PBS de vehiculo. Los ratones se pesaron los dias 0, 3, 6 y 12, respectivamente. Los resultados
mostraron que no habia diferencias significativas en el peso corporal entre los ratones del grupo al que se administrd
plasmindgeno y los del grupo de control al que se le administré vehiculo de PBS en los dias 0, 3, 6 y 12 (Figura 1), lo
que indica que el plasminégeno tiene poco efecto sobre el peso corporal de los animales.
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Ejemplo 2. El plasminégeno promueve la reparacién de la capacidad de respuesta de los ratones diabéticos a
la algesia

Se dividieron aleatoriamente diez ratones db/db macho de 14-15 semanas de edad en dos grupos, cinco en
el grupo de control al que se le administré vehiculo PBS y cinco en el grupo al que se administrd plasmindgeno,
respectivamente. El dia en el que se inicié el experimento se registré en el Dia 0, y se pesaron y agruparon los ratones.
A partir del segundo dia del experimento, se administré plasminégeno o PBS a los ratones, y el dia se registré como
Dia 1. Alos ratones del grupo al que se administr6 plasminégeno se les inyecté plasminégeno a una dosis de 1 mg/0,1
ml/ratén/dia a través de la vena de la cola, y se administrd un volumen igual de PBS a los ratones del grupo de control
al que se administré PBS de vehiculo. Los dias 0, 3, 6 y 12 después de la administracién de plasminégeno, se detecté
la sensibilidad de los animales a las lesiones mecanicas usando filamentos de Von-Frey (Stoelting, USA). Con 2,0 g
de fuerza como fuerza inicial, se detecté primero la pata izquierda. Si se producian 4 retiradas de la pata durante 5
estimulaciones, era positivo y se registraba como umbral de la sensibilidad del animal a la lesibn mecénica. Si la
respuesta del estimulo con una fuerza de 2,0 g era negativa, se estimulaba el pie derecho con una fuerza grande; si
era positiva, se registraba como su umbral; y si era negativa, se seguia estimulando el pie izquierdo con una fuerza
grande, y por tanto se estimulaban alternativamente los pies izquierdo y derecho de los ratones diabéticos hasta que
se producia una reaccidén positiva®l. Los resultados estadisticos del experimento con filamentos de Von Frey
mostraron que los ratones del grupo al que se administré plasminégeno presentaban un umbral de algesia del 50%
significativamente menor que los del grupo de control al que se administréd PBS de vehiculo, tanto después de 3 dias
de administracién como de 11 dias de administracién (Figura 2), lo que indica que el plasmindgeno repara la capacidad
de los ratones diabéticos para responder a la alodinia mecanica.

Ejemplo 3. El plasminégeno restaura la respuesta neural de los ratones diabéticos a la estimulacién por frio

Se dividieron aleatoriamente diez ratones db/db macho de 14-15 semanas de edad en dos grupos, cinco en
el grupo de control al que se administr6 PBS de vehiculo y cinco en el grupo al que se administré plasmindgeno,
respectivamente. El dia en el que se inicié el experimento se registré en el Dia 0, y se pesaron y agruparon los ratones.
A partir del segundo dia del experimento, se administré plasminégeno o PBS a los ratones, y el dia se registré como
Dia 1. Alos ratones del grupo al que se administr6é plasmindgeno se les inyecté plasminégeno a una dosis de 1 mg/0,1
ml/ratén/dia por la vena de la cola, y a los ratones del grupo de control al que se administrd PBS de vehiculo se les
administré un volumen igual de PBS. Los dias 0, 3, 6 y 12 después de la administracién de plasminégeno, se exprimié
una gota de acetona con una jeringuilla sin aguja y se tocé ligeramente la planta de cada ratén diabético para cubrir
toda la planta con acetona. Empezando por el pie izquierdo, se estimularon alternativamente los pies izquierdo y
derecho cada 3 minutos hasta un total de 10 estimulaciones, y se cont6 el nUmero de retiradas de la pata. Porcentaje
de respuesta = nimero de retiradas de la pata/nimero de estimulaciones x 100%.

Los resultados experimentales mostraron que no habia diferencias significativas en la respuesta a la
estimulacién con acetona entre los ratones del grupo al que se administré plasminégeno y los del grupo de control los
dias 0 y 3; sin embargo, se observd una diferencia significativa a partir del dia 6, y una diferencia extremadamente
significativa el dia 12 (Figura 3). Estos resultados indicaron que los ratones mostraron una sensibilidad significativa a
la sensacién de frio 6 dias después de la administracién de plasminégeno, y una diferencia extremadamente
significativa en la respuesta el dia 12, lo que indica que el plasminégeno repara notablemente la lesién en la respuesta
neural de los ratones diabéticos a la estimulacion por frio.

Ejemplo 4. El plasminégeno repara la respuesta de los ratones diabéticos a la hiperalgesia mecanica

Se dividieron aleatoriamente diez ratones db/db macho de 14-15 semanas de edad en dos grupos, cinco en
el grupo de control al que se administr6 PBS de vehiculo y cinco en el grupo al que se administré plasmindgeno,
respectivamente. El dia en el que se inicié el experimento se registré en el Dia 0, y se pesaron y agruparon los ratones.
A partir del segundo dia del experimento, se administré plasminégeno o PBS a los ratones, y el dia se registré como
Dia 1. Alos ratones del grupo al que se administr6 plasminégeno se les inyecté plasminégeno a una dosis de 1 mg/0,1
ml/ratén/dia a través de la vena de la cola, y se administrd un volumen igual de PBS a los ratones del grupo de control
al que se administré PBS de vehiculo. Los dias 0, 3, 6 y 12 después de la administracion de plasminégeno, se estimulé
a los ratones db/db en la planta con una aguja de calibre 27 estandar americano con una fuerza que tocaba
suavemente la planta de los ratones, pero no perforaba la capa de corion. Empezando por el pie izquierdo, se
estimularon alternativamente los pies izquierdo y derecho cada 3 minutos hasta un total de 10 estimulaciones, y se
contdé el nimero de retiradas de la pata. Porcentaje de respuesta = numero de retiradas de la pata/nimero de
estimulaciones x 100%. La diferencia en la respuesta de acupuntura entre los ratones del grupo al que se administré
plasmindgeno y los del grupo de control al que se administréd PBS de vehiculo fue extremadamente significativa, y el
valor P fue < 0,0001 (Figura 4), lo que indica que el plasminégeno repara de manera extremadamente significativa la
lesién en la respuesta de hiperalgesia heuromecanica provocada por la diabetes mellitus.

Ejemplo 5. Efecto del plasmindgeno sobre el peso corporal de ratones diabéticos tardios con lesiéon nerviosa.

Se dividieron aleatoriamente diez ratones db/db macho de 24-25 semanas de edad en dos grupos, cinco en
el grupo de control al que se administr6 PBS de vehiculo y cinco en el grupo al que se administré plasmindgeno,
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respectivamente. El dia en el que se inicié el experimento se registré en el Dia 0, y se pesaron y agruparon los ratones.
A partir del segundo dia del experimento, se administré plasminégeno o PBS a los ratones durante 15 dias
consecutivos, y el dia se registré6 como Dia 1. A los ratones del grupo al que se administré plasmindgeno se les inyecté
plasmindgeno a una dosis de 2 mg/0,2 ml /ratdn/dia a través de la vena de la cola, y se administré un volumen igual
de PBS a los ratones del grupo de control al que se administré PBS de vehiculo. Los ratones se pesaron los dias 0, 4,
7, 11y 16 después de la administracién del plasminégeno, respectivamente. Los resultados mostraron que no habia
diferencias significativas en el peso corporal entre los ratones del grupo al que se administré plasminégeno y los del
grupo de control al que se administré PBS de vehiculo en los dias 0, 4, 7, 11 y 16 (Figura 5), lo que indica que el
plasmindgeno tiene poco efecto sobre el peso corporal de los animales.

Ejemplo 6. El plasminégeno promueve la reparacién de la capacidad de los ratones diabéticos tardios con
lesién nerviosa para responder a la alodinia mecanica

Se dividieron aleatoriamente diez ratones db/db macho de 24-25 semanas de edad en dos grupos, cinco en
el grupo de control al que se administr6 PBS de vehiculo y cinco en el grupo al que se administré plasmindgeno,
respectivamente. El dia en el que se inicié el experimento se registré en el Dia 0, y se pesaron y agruparon los ratones.
A partir del segundo dia del experimento, se administré plasminégeno o PBS a los ratones durante 15 dias
consecutivos, y el dia se registré6 como Dia 1. A los ratones del grupo al que se administré plasmindgeno se les inyecté
plasmindgeno a una dosis de 2 mg/0,2 ml /ratdn/dia a través de la vena de la cola, y se administré un volumen igual
de PBS a los ratones del grupo de control al que se administré PBS de vehiculo. Los dias 0, 4, 7, 11 y 16 después de
la administracién de plasminégeno, se detectd la sensibilidad de los animales a las lesiones mecénicas usando
filamentos de Von-Frey (Stoelting, USA). Con 2,0 g de fuerza como fuerza inicial, se detectd primero la pata izquierda.
Si se producian 2 retiradas de pata durante 5 estimulaciones, era positivo; y si era positivo, a continuacion, se
estimulaba el pie derecho con una fuerza menor. Si era negativo, se estimulaba el pie derecho con una fuerza mayor,
por tanto, se estimulaban alternativamente los pies izquierdo y derecho durante un total de 6 estimulaciones con un
intervalo de estimulaciéon de 5 minutos y, a continuacién, se calculaba el umbral de retirada de la pata del 50% de
acuerdo con el método introducido en S.R. Chaplan et. al. (1994)P4,

El estudio descubrié que, en comparacién con los ratones del grupo de control al que se administr6 PBS de
vehiculo, los ratones diabéticos del grupo al que se administré plasminégeno mostraron un aumento uniforme de la
respuesta a la alodinia mecanica, y se encontré una diferencia extremadamente significativa el dia 16 en comparacién
con los ratones del grupo de control al que se administré PBS de vehiculo (Figura 6), lo que indica que el plasminégeno
repara la capacidad de respuesta a la alodinia mecénica de los ratones diabéticos con lesién nerviosa tardia.

Ejemplo 7. El plasminégeno repara la respuesta de ratones diabéticos tardios con lesién nerviosa a la
estimulacién por frio

Se dividieron aleatoriamente diez ratones db/db macho de 24-25 semanas de edad en dos grupos, cinco en
el grupo de control al que se administr6 PBS de vehiculo y cinco en el grupo al que se administré plasmindgeno,
respectivamente. El dia en el que se inicié el experimento se registré en el Dia 0, y se pesaron y agruparon los ratones.
A partir del segundo dia del experimento, se administré plasminégeno o PBS a los ratones durante 15 dias
consecutivos, y el dia se registré6 como Dia 1. A los ratones del grupo al que se administré plasmindgeno se les inyecté
plasmindgeno a una dosis de 2 mg/0,2 ml /ratdn/dia a través de la vena de la cola, y se administré un volumen igual
de PBS a los ratones del grupo de control al que se administré PBS de vehiculo. Los dias 0, 4, 7, 11 y 16 después de
la administracién, se exprimié una gota de acetona con una jeringuilla sin aguja y se tocd ligeramente la planta de
cada ratébn db/db para cubrir toda la planta con acetona. Empezando por el pie izquierdo, se estimularon
alternativamente los pies izquierdo y derecho cada 3 minutos hasta un total de 10 estimulaciones, y se conté el nimero
de retiradas de la pata. Porcentaje de respuesta = numero de retiradas de la pata/nimero de estimulaciones x 100%.

Los resultados experimentales mostraron que no habia diferencia significativa en la respuesta a la
estimulacién con acetona entre los ratones del grupo al que se administrd plasmindgeno y los del grupo de control al
que se administr6 PBS de vehiculo en los dias 0 y 4; sin embargo, se observé una diferencia significativa a partir del
dia 7, y una diferencia extremadamente significativa en el dia 16, y el valor P fue < 0,0001 (Figura 7), lo que indica
que después de 15 dias de administracién, los ratones diabéticos recuperaron casi por completo la respuesta a la
estimulacién por frio, lo que sugiere que el plasminégeno repara de manera extremadamente significativa la lesion en
el nervio por estimulacién por frio en la diabetes mellitus tardia.

Ejemplo 8. El plasminégeno repara la respuesta de ratones diabéticos tardios con lesién nerviosa a la
hiperalgesia mecanica

Se dividieron aleatoriamente diez ratones db/db macho de 24-25 semanas de edad en dos grupos, cinco en
el grupo de control al que se administr6 PBS de vehiculo y cinco en el grupo al que se administré plasmindgeno,
respectivamente. El dia en el que se inicié el experimento se registré en el Dia 0, y se pesaron y agruparon los ratones.
A partir del segundo dia del experimento, se administré plasminégeno o PBS a los ratones durante 15 dias
consecutivos, y el dia se registré6 como Dia 1. A los ratones del grupo al que se administré plasmindgeno se les inyecté
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plasmindgeno a una dosis de 2 mg/0,2 ml /ratdn/dia a través de la vena de la cola, y se administré un volumen igual
de PBS a los ratones del grupo de control al que se administré PBS de vehiculo. Los dias 0, 4, 7, 11 y 16 después de
la administracién de plasminégeno, se estimuld a los ratones db/db en la planta con una aguja de calibre 27 con una
fuerza que tocaba suavemente la planta de los ratones, pero sin perforar la capa de corion. Empezando por el pie
izquierdo, se estimularon alternativamente los pies izquierdo y derecho cada 3 minutos durante un total de 10
estimulaciones, y se conté el nimero de retiradas de la pata. Porcentaje de respuesta = nimero de retiradas de la
pata/nimero de estimulaciones x 100%.

Los resultados experimentales mostraron que se observaron diferentes grados de restauracién de la
respuesta a la estimulacién por acupuntura en ratones diabéticos tardios con lesiéon nerviosa en el dia 7 o antes
después de la administracién de plasminégeno, y se observé una diferencia extremadamente significativa y una
diferencia significativa en la respuesta a la estimulacidén por acupuntura entre los ratones del grupo al que se administré
plasmindgeno y los del grupo de control al que se administré6 PBS de vehiculo en los dias 11 y 16 (Figura 8), lo que
indica que el plasminégeno repara de manera extremadamente significativa la respuesta de los ratones diabéticos
tardios a la hiperalgesia mecénica.

Ejemplo 9. Efecto protector del plasmindgeno en la lesion del tejido nervioso de ratones diabéticos tardios
con lesidn nerviosa.

Se dividieron aleatoriamente diez ratones db/db macho de 24-25 semanas de edad en dos grupos, cinco en
el grupo de control al que se administr6 PBS de vehiculo y cinco en el grupo al que se administré plasmindgeno,
respectivamente. El dia en el que se inicié el experimento se registré en el Dia 0, y se pesaron y agruparon los ratones.
A partir del segundo dia del experimento, se administré plasminégeno o PBS a los ratones durante 15 dias
consecutivos, y el dia se registré6 como Dia 1. A los ratones del grupo al que se administré plasmindégeno se les inyecté
plasmindgeno a una dosis de 2 mg/0,2 ml /ratén/dia a través de la vena de la cola, y a los ratones del grupo de control
al que se administré6 PBS de vehiculo se les administré un volumen igual de PBS. Los ratones se sacrificaron el dia
16 y se fijaron los nervios cidticos en formalina neutra al 10% durante 24 horas. Los nervios cidticos fijados se
embebieron en parafina después de deshidratacién con gradiente de alcohol y permeabilizacién con xileno. El grosor
de las secciones de tejido fue de 5 um. Las secciones se desparafinaron y rehidrataron, se tifieron con hematoxilina y
eosina (tincién HE), se diferenciaron con acido clorhidrico al 1% en alcohol y se volvieron a tefiir de azul con agua
amoniacal. Las secciones se sellaron tras deshidratacién con gradiente de alcohol y se observaron al microscopio a
400 x.

Los resultados experimentales mostraron que los ratones del grupo de control a los que se administrd el PBS
de vehiculo tenian una brecha de fibras nerviosas ciaticas ensanchada, en la que un gran nimero de vainas de mielina
y axones estaban hinchados (1), y un pequefio nimero de axones estaban disgregados (A) (Figura 9A). Sin embargo,
los ratones del grupo del plasminégeno tenian fibras nerviosas estrechamente dispuestas, y sélo una pequefia
cantidad de vainas de mielina y axones estaban hinchados y disgregados (Figura 9B). Esto indicaba que el
plasmindgeno tiene un cierto efecto reparador sobre la lesién del tejido nervioso de los ratones diabéticos tardios.

Ejemplo 10. El plasminégeno reduce el nivel de fibrina en tejidos nerviosos de ratones diabéticos tardios con
lesidn nerviosa

Se dividieron aleatoriamente diez ratones db/db macho de 24-25 semanas de edad en dos grupos, cinco en
el grupo de control al que se administr6 PBS de vehiculo y cinco en el grupo al que se administré plasmindgeno,
respectivamente. El dia en el que se inicié el experimento se registré en el Dia 0, y se pesaron y agruparon los ratones.
A partir del segundo dia del experimento, se administré plasminégeno o PBS a los ratones durante 15 dias
consecutivos, y el dia se registré6 como Dia 1. A los ratones del grupo al que se administré plasmindgeno se les inyecté
plasmindgeno a una dosis de 2 mg/0,2 ml /ratén/dia a través de la vena de la cola, y a los ratones del grupo de control
al que se administré6 PBS de vehiculo se les administré un volumen igual de PBS. Los ratones se sacrificaron el dia
16 y se fijaron los nervios cidticos en formalina neutra al 10% durante 24 horas. Los nervios cidticos fijados se
embebieron en parafina después de la deshidratacién con gradiente de alcohol y permeabilizacién con xileno. El grosor
de las secciones de tejido fue de 5 pm. Las secciones se desparafinaron y se rehidrataron, se lavaron con agua una
vez y, a continuacién, se marcaron los tejidos con un rotulador PAP. Las secciones se incubaron con peréxido de
hidrégeno diluido en TBS al 3% durante 15 minutos, y se lavaron con agua tres veces. Las secciones se bloquearon
con suero de cabra normal al 10% (Vector laboratories, Inc., USA) durante 1 hora, y se aspird el exceso de suero. Las
secciones se incubaron con anticuerpo de conejo anti-fibrina (fibrin6geno) de ratén (Abcam) durante 1 hora a
temperatura ambiente o durante toda la noche a 4° C y se lavaron con TBS tres veces. Las secciones se incubaron
con un anticuerpo secundario, anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo (HRP) (Abcam), durante 1 hora a temperatura
ambiente y se lavaron con TBS tres veces. Las secciones se revelaron con un kit DAB (Vector laboratories, Inc., USA).
Después de lavarlas con agua tres veces, las secciones se contratifieron con hematoxilina durante 30 segundos y se
enjuagaron con agua corriente durante 5 minutos. Después de la deshidratacién en gradiente, la permeabilizacion y
el sellado, las secciones se observaron al microscopio a 400 x.

El fibrinbgeno es el precursor de la fibrina y, en presencia de una lesién tisular, como respuesta de estrés a
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la lesién del cuerpo, el fibrindgeno se hidroliza en fibrina [33-35]. Por lo tanto, el nivel de fibringeno puede usarse
como signo del grado de lesién.

El estudio descubrié que, en comparacién con los ratones del grupo de control al que se administr6 PBS de
vehiculo (Figura 10A), los del grupo al que se administré plasminégeno (Figura 10B) tenian una disminucién del nivel
de fibrina en el nervio cidtico, lo que indica que el plasminégeno repara hasta cierto punto la lesién del tejido nervioso.

Ejemplo 11. El plasmindgeno reduce el nivel de fibrina en los tejidos hepaticos en la diabetes mellitus tardia

Se dividieron aleatoriamente diez ratones db/db macho de 24-25 semanas de edad en dos grupos, cinco en
el grupo de control al que se administr6 PBS de vehiculo y cinco en el grupo al que se administré plasmindgeno,
respectivamente. El dia en el que se inicié el experimento se registré en el Dia 0, y se pesaron y agruparon los ratones.
A partir del segundo dia del experimento, se administré plasminégeno o PBS a los ratones durante 31 dias
consecutivos, y el dia se registré6 como Dia 1. A los ratones del grupo al que se administré plasmindgeno se les inyecté
plasmindgeno a una dosis de 2 mg/0,2 ml /ratén/dia a través de la vena de la cola, y a los ratones del grupo de control
al que se administré6 PBS de vehiculo se les administré un volumen igual de PBS. Los ratones se sacrificaron el dia
32 y los tejidos hepaticos se fijaron en formalina neutra al 10% durante 24 horas. Los tejidos hepéticos fijados se
embebieron en parafina después de la deshidratacién con gradiente de alcohol y permeabilizacién con xileno. El grosor
de las secciones de tejido fue de 5 uym. Las secciones se desparafinaron y rehidrataron y se lavaron con agua una
vez. Las secciones se incubaron con peréxido de hidrégeno al 3% durante 15 minutos y se lavaron con agua dos
veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se bloquearon con una solucién de suero de cabra normal al 10%
(Vector laboratories, Inc., USA) durante 1 hora; una vez transcurrido el tiempo, se eliminé la solucién de suero de
cabra y se marcaron los tejidos con un rotulador PAP. Las secciones se incubaron con anticuerpo de conejo anti-
fibrina (fibrinégeno) de ratén (Abcam) durante toda la noche a 4° C y se lavaron con TBS dos veces durante 5 minutos
cada vez. Las secciones se incubaron con un anticuerpo secundario, anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo (HRP)
(Abcam), durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavaron con TBS dos veces durante 5 minutos cada vez. Las
secciones se revelaron con un kit DAB (Vector laboratories, Inc.,USA). Después de lavarlas con agua tres veces, las
secciones se contratiieron con hematoxilina durante 30 segundos y se enjugaron con agua corriente durante 5
minutos. Después de la deshidratacién en gradiente, la permeabilizacién y el sellado, las secciones se observaron al
microscopio a 200 x.

El fibrinbgeno es el precursor de la fibrina y, en presencia de una lesién tisular, como respuesta de estrés a
la lesion del organismo, el fibrindgeno se hidroliza en fibrinal®3-33. Por lo tanto, puede usarse el nivel de fibrina como
signo del grado de lesién.

El estudio descubrié que, en comparacién con los ratones del grupo de control administrados con el PBS de
vehiculo (Figura 11A), los del grupo al que se administré plasminégeno (Figura 11B) presentaban una tincidén positiva
de fibrina méas clara en los tejidos hepaticos, lo que indica que la inyeccién de plasminégeno puede reducir
significativamente la fibrina depositada en los tejidos hepaticos de los ratones diabéticos, lo que refleja el importante
efecto reparador del plasminégeno en la lesion del tejido hepatico de los ratones diabéticos.

Ejemplo 12. El plasmindgeno reduce la inflamacién de los tejidos hepaticos de ratones diabéticos tardios

Se dividieron aleatoriamente diez ratones db/db macho de 24-25 semanas de edad en dos grupos, cinco en
el grupo de control al que se administr6 PBS de vehiculo y cinco en el grupo al que se administré plasmindgeno,
respectivamente. El dia en el que se inicié el experimento se registré en el Dia 0, y se pesaron y agruparon los ratones.
A partir del segundo dia del experimento, se administré plasminégeno o PBS a los ratones durante 31 dias
consecutivos, y el dia se registré6 como Dia 1. A los ratones del grupo al que se administré plasmindgeno se les inyecté
plasmindgeno a una dosis de 2 mg/0,2 ml /ratén/dia a través de la vena de la cola, y a los ratones del grupo de control
al que se administré6 PBS de vehiculo se les administré un volumen igual de PBS. Los ratones se sacrificaron 31 dias
después de la administracién de plasminégeno, y los tejidos hepaticos se fijaron en formalina neutra al 10% durante
24 horas. Los tejidos hepaticos fijados se embebieron en parafina después de la deshidratacién con gradiente de
alcohol y permeabilizacién con xileno. El grosor de las secciones de tejido fue de 5 pm. Las secciones se
desparafinaron y rehidrataron y se lavaron con agua una vez. Las secciones se incubaron con peréxido de hidrégeno
al 3% durante 15 minutos y se lavaron con agua dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se bloquearon
con suero de cabra normal al 10% (Vector laboratories, Inc., USA) durante 1 hora y, una vez transcurrido el tiempo,
se deseché el suero y se marcaron las secciones con un rotulador PAP. Las secciones se incubaron con un anticuerpo
policlonal de conejo contra F4/80 (Abcam) durante toda la noche a 4° C y se lavaron con TBS dos veces durante 5
minutos cada vez. Las secciones se incubaron con un anticuerpo secundario, anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo
(HRP) (Abcam), durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavaron con TBS dos veces. Las secciones se revelaron
con un kit DAB (Vector laboratories, Inc., USA). Después de lavarlas con agua tres veces, las secciones se
contratifieron con hematoxilina durante 30 segundos y se enjuagaron con agua corriente durante 5 minutos. Después
de la deshidratacién en gradiente, la permeabilizacién y el sellado, las secciones se observaron al microscopio a 400
X.
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ElI F4/80 es un marcador de macréfagos que puede indicar el grado y la etapa de una respuesta inflamatoria.
Los resultados mostraron que, en comparacién con los ratones del grupo de control al que se administré el PBS de
vehiculo (Figura 12A), la expresién positiva de F4/80 se redujo significativamente en los del grupo al que se administré
plasmindgeno (Figura 12B), lo que indica que la inflamacién de los tejidos hepéticos se reduce tras la administracién
de plasminégeno. La Figura 12C muestra los resultados del analisis cuantitativo de la expresién positiva
inmunohistoquimica de F4/80, en el que la expresién de F4/80 en los ratones del grupo al que se administrd
plasmindgeno se redujo significativamente con diferencia estadistica, lo que indica que la inyeccién de plasmindégeno
puede reducir significativamente la inflamacién del higado de los ratones diabéticos.

Ejemplo 13. El plasmindgeno promueve la hidrélisis de la fibrina en los rifiones de ratones diabéticos tardios

Se dividieron aleatoriamente veinte ratones db/db macho de 24-25 semanas de edad en dos grupos, diez en
el grupo de control al que se administr6 PBS de vehiculo y diez en el grupo al que se administrd plasmindgeno,
respectivamente. El dia en el que se inicié el experimento se registré en el Dia 0, y se pesaron y agruparon los ratones.
A partir del segundo dia del experimento, se administré plasminégeno o PBS a los ratones durante 31 dias
consecutivos, y el dia se registré6 como Dia 1. A los ratones del grupo al que se administré plasmindgeno se les inyecté
plasmindgeno a una dosis de 2 mg/0,2 ml /ratdn/dia a través de la vena de la cola, y se administré un volumen igual
de PBS a los ratones del grupo de control al que se administré PBS de vehiculo. Los ratones se sacrificaron el dia 32
y los rifiones se fijaron en formalina neutra al 10% durante 24 horas. Los tejidos renales fijados se embebieron en
parafina después de la deshidrataciéon con gradiente de alcohol y permeabilizacién con xileno. El grosor de las
secciones de tejido fue de 5 ym. Las secciones se desparafinaron y rehidrataron y se lavaron con agua una vez. Las
secciones se incubaron con perdxido de hidrégeno al 3% durante 15 minutos y se lavaron con agua dos veces durante
5 minutos cada vez. Las secciones se bloquearon con una solucién de suero de cabra normal al 10% (Vector
laboratories, Inc., USA) durante 1 hora; una vez transcurrido el tiempo, se eliminé la solucién de suero de cabra y se
marcaron los tejidos con un rotulador PAP. Las secciones se incubaron con anticuerpo de conejo anti-fibrina
(fibrin6geno) de ratén (Abcam) durante toda la noche a 4° C y se lavaron con TBS dos veces durante 5 minutos cada
vez. Las secciones se incubaron con un anticuerpo secundario, anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo (HRP) (Abcam),
durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavaron con TBS dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones
se revelaron con un kit DAB (Vector laboratories, Inc., USA). Después de lavarlas con agua tres veces, las secciones
se contratifieron con hematoxilina durante 30 segundos y se enjuagaron con agua corriente durante 5 minutos.
Después de la deshidratacién en gradiente, la permeabilizacién y el sellado, las secciones se observaron al
microscopio a 200 x.

El fibrinbgeno es el precursor de la fibrina, y en presencia de una lesién tisular, como respuesta de estrés a
la lesion del organismo, el fibrinégeno se hidroliza en fibrina y se deposita en el lugar de la lesion®33%. Por lo tanto, el
nivel de fibrina puede usarse como signo del grado de lesién.

Los resultados mostraron que, en comparacién con los ratones del grupo de control al que se le administra
PBS de vehiculo (Figura 13A), los ratones del grupo al que se administré plasminégeno (Figura 13B) tenian una tincién
positiva de fibrinbgeno més clara, lo que indica que la inyeccidén de plasminégeno puede reducir significativamente la
fibrina depositada en los rifiones de los ratones diabéticos, lo que refleja que el plasminégeno tiene un efecto reparador
significativo en las lesiones corporales de los ratones diabéticos.

Ejemplo 14. El plasminégeno promueve la expresiéon de Bcl-2, una proteina inhibidora de la apoptosis, en los
rifones de ratones diabéticos tardios.

Se dividieron aleatoriamente veinte ratones db/db macho de 24-25 semanas de edad en dos grupos, diez en
el grupo de control al que se administr6 PBS de vehiculo y diez en el grupo al que se administrd plasmindgeno,
respectivamente. El dia en el que se inici6 el experimento se registré en el Dia 0, y se pesaron y agruparon los ratones.
A partir del segundo dia del experimento, se administré plasminégeno o PBS a los ratones durante 31 dias
consecutivos, y el dia se registré6 como Dia 1. A los ratones del grupo al que se administré plasmindgeno se les inyecté
plasmindgeno a una dosis de 2 mg/0,2 ml /ratdn/dia a través de la vena de la cola, y se administré un volumen igual
de PBS a los ratones del grupo de control al que se administré PBS de vehiculo. Los ratones se sacrificaron el dia 32
y los rifiones se fijaron en formalina neutra al 10% durante 24 horas. Los tejidos renales fijados se embebieron en
parafina después de deshidratacidén con gradiente de alcohol y permeabilizacién con xileno. El grosor de las secciones
de tejido fue de 5 pm. Las secciones se desparafinaron y rehidrataron y se lavaron con agua una vez. Las secciones
se incubaron con peréxido de hidrégeno al 3% durante 15 minutos y se lavaron con agua dos veces durante 5 minutos
cada vez. Las secciones se bloquearon con una solucién de suero de cabra normal al 10% (Vector laboratories, Inc.,
USA) durante 1 hora; y una vez transcurrido el tiempo, se eliminé la solucién de suero de cabra y se marcaron los
tejidos con un rotulador PAP. Las secciones se incubaron con anticuerpo de conejo anti-Bel-2 de ratén (A bcam) a 4°
C durante la noche y se lavaron con TBS dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se incubaron con un
anticuerpo secundario, anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo (HRP) (Abcam), durante 1 hora a temperatura ambiente
y se lavaron con TBS dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se revelaron con un kit DAB (Vector
laboratories, Inc., USA). Después de lavarlas con agua tres veces, las secciones se contratifieron con hematoxilina
durante 30 segundos y se enjuagaron con agua corriente durante 5 minutos. Después de la deshidratacién en
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gradiente, la permeabilizacién y el sellado, las secciones se observaron al microscopio a 200 x.

Bcl-2 es una proteina inhibidora de la apoptosis, y su expresidn se regulara a la baja bajo la accién de un
factor estimulante de la apoptosis®® 3. Los resultados inmunohistoquimicos de Bcl-2 mostraron que la tincion de
expresion positiva de las células epiteliales tubulares de los ratones del grupo al que se administré plasminégeno
(Figura 14B) era significativamente mas oscura que la de las células epiteliales tubulares de los del grupo de control
al que se administré6 PBS de vehiculo (Figura 14A), y las primeras tenian un intervalo de tincion mas amplio. Los
resultados del anélisis cuantitativo fueron consistentes con las observaciones, y hubo diferencias significativas (como
se muestra en la Figura 14C). Esto indicaba que el plasminégeno puede promover la expresién de Bcel-2, una molécula
inhibidora de la apoptosis, en los rifiones de ratones diabéticos y, por tanto, puede inhibir la apoptosis en los tejidos
renales de ratones diabéticos.

Ejemplo 15. El plasminégeno mejora la lesion de la retina de ratones diabéticos tardios

Se dividieron aleatoriamente veinte ratones db/db macho de 24-25 semanas de edad en dos grupos, diez en
el grupo de control al que se administr6 PBS de vehiculo y diez en el grupo al que se administrd plasmindgeno,
respectivamente. El dia en el que se inicié el experimento se registré en el Dia 0, y se pesaron y agruparon los ratones.
A partir del segundo dia del experimento, se administré plasminégeno o PBS a los ratones durante 31 dias
consecutivos, y el dia se registré6 como Dia 1. A los ratones del grupo al que se administré plasmindgeno se les inyecté
plasmindgeno a una dosis de 2 mg/0,2 ml /ratdn/dia a través de la vena de la cola, y se administré un volumen igual
de PBS a los ratones del grupo de control al que se administré PBS de vehiculo. Los ratones se sacrificaron el dia 32
y se fijaron los globos oculares izquierdos en fijador de paraformaldehido durante 24 horas. La retina se separ6 de los
globos oculares fijados y se colocd en un tubo EP de 1 ml que contenia pancreatina al 3% (Solarbio), y se agité para
su digestién en un agitador a 37° C durante 2-3 h. Una vez que la retina se hubo ablandado y desprendido, se transfirié
cuidadosamente a un tubo EP lleno de agua destilada y se agité en un agitador a 37° C durante 2-3 h para desprender
el exceso de tejidos de la retina. La retina se pipeted suavemente, dejando sélo la capa de vasos sanguineos, y
después se extendid sobre un portaobjetos de vidrio y se secé al aire. La retina se tifié con solucidn periédica de acido-
Schiff (tincidn PAS), se diferencié con acido clorhidrico al 1% en alcohol y se volvié a tefiir de azul con agua amoniacal.
El portaobjetos se sell6 después de la deshidratacién con gradiente de alcohol y permeabilizacién con xileno, y se
observé al microscopio a 400 x.

De los resultados experimentales se desprende que, en comparacién con el grupo de plasminégeno (Figura
15B), los diametros de los capilares retinianos de los ratones db/db del grupo de control al que se administré PBS de
vehiculo (figura 15A) eran diferentes, en los que las paredes vasculares estaban engrosadas y tefiidas de oscuro, las
células endoteliales vasculares (A) proliferaban y los pericitos (|) disminuian notablemente; sin embargo, los ratones
del grupo al que se administré plasminégeno presentaban cambios patoldgicos notablemente reducidos. A partir del
andlisis cuantitativo se observd que, en comparacién con los ratones del grupo de control al que se le administra PBS
de vehiculo, los del grupo al que se administré plasminégeno presentaban una longitud vascular libre de células
significativamente reducida (Figura 15C), y los resultados del anélisis estadistico mostraron una diferencia significativa.
Esto indicaba que el plasmin6geno puede promover significativamente la reparacion de la lesidn retiniana de los
ratones diabéticos tardios.

Ejemplo 16. El plasminégeno promueve la disolucién de los microtrombos provocados por la diabetes mellitus

Se dividieron aleatoriamente diez ratones db/db macho de 24-25 semanas de edad en dos grupos, cinco en
el grupo de control al que se administr6 PBS de vehiculo y cinco en el grupo al que se administré plasmindgeno,
respectivamente. El dia en el que se inicié el experimento se registré en el Dia 0, y se pesaron y agruparon los ratones.
A partir del segundo dia del experimento, se administré plasminégeno o PBS a los ratones durante 15 dias
consecutivos, y el dia se registré6 como Dia 1. A los ratones del grupo al que se administré plasmindgeno se les inyecté
plasmindgeno a una dosis de 2 mg/0,2 ml /ratdn/dia a través de la vena de la cola, y se administré un volumen igual
de PBS a los ratones del grupo de control al que se administré6 PBS de vehiculo. El dia 16, se extrajo sangre de los
globos oculares extirpados y se dejé reposar la sangre entera para obtener suero para detectar el contenido de dimero
D en la sangre.

Los resultados mostraron que el contenido de dimero D en el suero de los ratones del grupo al que se
administré plasminégeno aumenté significativamente después de 15 dias de administracion (Figura 16), lo que indica
que después de la administracidén de plasminégeno se disolvieron significativamente los microtrombos provocados por
la diabetes mellitus.

Ejemplo 17. El plasmindgeno repara la lesiéon miocardica en la diabetes mellitus tardia
Se dividieron aleatoriamente veintiocho ratones db/db macho de 24-25 semanas de edad en dos grupos,
doce en el grupo de control al que se administré PBS de vehiculo y dieciséis en el grupo al que se administré

plasmindgeno, respectivamente. El dia en el que se inicié el experimento se registrd en el Dia 0, y se pesaron y
agruparon los ratones. A partir del segundo dia del experimento, se administré plasminégeno o PBS a los ratones
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durante 31 dias consecutivos, y el dia se registr6 como Dia 1. A los ratones del grupo al que se administré
plasmindgeno se les inyect6é plasminégeno a una dosis de 2 mg/0,2 ml /ratén/dia a través de la vena de la cola, y se
administré un volumen igual de PBS a los ratones del grupo de control al que se administré PBS de vehiculo. El dia
32, se extrajo sangre de los globos oculares y se centrifugdé a 3.500 r/min durante 15-20 minutos; y el sobrenadante
se us6 para determinar la concentracién de troponina | cardiaca.

La troponina | cardiaca (CTNI) es un marcador importante de lesién miocérdica, y su concentracidén sérica
puede reflejar el grado de lesion miocardica [38]. Los resultados mostraron que la concentracién de troponina | cardiaca
en el grupo al que se administré plasminégeno era significativamente menor que en el grupo de control al que se
administré PBS de vehiculo, y habia una diferencia estadistica extremadamente significativa (Figura 17). Esto indicaba
que el plasminégeno puede promover de manera extremadamente significativa la reparacién de la lesién miocérdica
de ratones diabéticos tardios.

Ejemplo 18. El plasmindgeno reduce la lesién de los rifiones de ratones diabéticos tardios

Se dividieron aleatoriamente ocho ratones db/db macho de 24-25 semanas de edad en dos grupos, cuatro
en el grupo de control al que se administré PBS de vehiculo y cuatro en el grupo al que se administrd plasmindgeno,
respectivamente. El dia en el que se inicié el experimento se registré en el Dia 0, y se pesaron y agruparon los ratones.
A partir del segundo dia del experimento, se administré plasminégeno o PBS a los ratones durante 31 dias
consecutivos, y el dia se registré6 como Dia 1. A los ratones del grupo al que se administré plasmindgeno se les inyecté
plasmindgeno a una dosis de 2 mg/0,2 ml /ratdn/dia a través de la vena de la cola, y se administré un volumen igual
de PBS a los ratones del grupo de control al que se administré PBS de vehiculo. La deteccién de los indices fisiolégicos
finaliz6 el dia 32, los ratones se sacrificaron y los rifiones se fijaron en formalina neutra al 10% durante 24 horas. Los
tejidos renales fijados se embebieron en parafina tras deshidratacién con gradiente de alcohol y permeabilizacién con
xileno. El grosor de las secciones de tejido fue de 5 um. Las secciones se desparafinaron y rehidrataron y se lavaron
con agua una vez. Las secciones se incubaron con perdxido de hidrégeno al 3% durante 15 minutos y se lavaron con
agua dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se incubaron con anticuerpo de cabra anti-IgM de ratén
(HRP) (Abcam) durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavaron con TBS dos veces durante 5 minutos cada vez.
Las secciones se revelaron con un kit DAB (Vector laboratories, Inc., USA). Después de lavarlas con agua tres veces,
las secciones se contratifieron con hematoxilina durante 30 segundos y se enjuagaron con agua corriente durante 5
minutos. Tras la deshidratacion en gradiente, la permeabilizacién y el sellado, las secciones se observaron al
microscopio a 400 x.

Los anticuerpos de IgM desempefian un papel importante durante la eliminacién de células apoptéticas y
necréticas®®41l. Por lo tanto, su expresion puede reflejar la lesion de tejidos y 6rganos.

Los resultados mostraron que la tincién positiva de IgM glomerulares en ratones del grupo al que se
administré plasminégeno (Figura 18B) era més clara que la de IgM glomerulares en ratones del grupo de control al
que se administré PBS de vehiculo (Figura 18A), el intervalo también era menor, y los resultados del analisis
estadistico fueron coherentes con las observaciones (Figura 18C), lo que indica que la lesién glomerular mejora
notablemente tras la inyecciéon de plasminégeno, reflejando la importante funcién reparadora del plasmindégeno en la
lesién corporal de los ratones diabéticos.

Ejemplo 19. El plasmindgeno promueve la reparacién de la lesion hepatica de ratones diabéticos

Se dividieron aleatoriamente nueve ratones db/db macho de 25-28 semanas de edad en dos grupos, tres en
el grupo de control al que se administr6 PBS de vehiculo y seis en el grupo al que se administrd plasmindgeno,
respectivamente. El dia en el que se inicié el experimento se registré en el Dia 0, y se pesaron y agruparon los ratones.
A partir del segundo dia del experimento, se administré plasminégeno o PBS a los ratones durante 31 dias
consecutivos, y el dia se registré6 como Dia 1. A los ratones del grupo al que se administré plasmindgeno se les inyecté
plasmindgeno a una dosis de 2 mg/0,2 ml /ratdn/dia a través de la vena de la cola, y se administré un volumen igual
de PBS a los ratones del grupo de control al que se administré PBS de vehiculo. Se extrajo sangre total de los globos
oculares extirpados 31 dias después de la administracién del plasminégeno. Una vez hubo precipitado el suero, se
centrifugé a 3500 r/min durante 10 minutos a 4° C, y se tomé el sobrenadante para la deteccién. En este experimento,
el contenido de alanina transaminasa (ALT) en el suero se detectéd mediante colorimetria de Reitman-Frankel usando
un kit de deteccién de alanina transaminasa (Nanjing Jiancheng Biological Engineering Research Institute, N° de
catalogo C009-2).

La alanina transaminasa es un importante indice del estado de salud del higado®?#% y el intervalo del valor
de referencia normal de la alanina transaminasa es de 9-50 U/L. Los resultados de la deteccién mostraron que el
contenido de ALT en el suero de los ratones del grupo de control al que se administr6 PBS de vehiculo era
significativamente mas alto que el indice fisiolégico normal, mientras que el contenido en los ratones del grupo al que
se administré plasminégeno habia vuelto a los niveles normales del organismo; y el contenido en los ratones del grupo
al que se administré plasminégeno era significativamente menor que el de los ratones del grupo de control al que se
administré PBS de vehiculo, y habia una diferencia estadistica (Figura 19). Esto indicé que la inyecciéon de
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plasmindgeno puede reparar eficazmente la lesién hepética en ratones modelo con diabetes diabética tardia.

Ejemplo 20. El plasminégeno promueve la reparacién de la capacidad de respuesta de los ratones diabéticos
a la algesia

Se dividieron aleatoriamente ocho ratones db/db macho de 8 semanas de edad en dos grupos, cuatro en el
grupo de control al que se administré PBS de vehiculo y cuatro en el grupo al que se administrd plasmindgeno,
respectivamente. El dia en el que se inicié el experimento se registré en el Dia 0, y se pesaron y agruparon los ratones.
A partir del segundo dia del experimento, se administré plasminégeno o PBS a los ratones durante 8 dias consecutivos,
y el dia se registré6 como Dia 1. A los ratones del grupo al que se administré plasmindgeno se les inyect6 plasminégeno
a una dosis de 2 mg/0,2 ml/ratén/dia a través de la vena de la cola, y a los ratones del grupo de control al que se
administré PBS de vehiculo se les administré6 un volumen igual de PBS. Los dias 0, 3, 6 y 9 después de la
administraciéon de plasminégeno, se detectd la sensibilidad de los animales a las lesiones mecanicas usando
filamentos de Von-Frey (Stoelting, USA). Con 2,0 g de fuerza como fuerza inicial, se detectd primero la pata izquierda.
Si se producian 2 retiradas de la pata durante 5 estimulaciones, era positivo; y si era positivo, a continuacién se
estimulaba el pie derecho con una fuerza menor. Si era negativo, se estimulaba el pie derecho con una fuerza mayor,
por tanto, se estimulaban alternativamente los pies izquierdo y derecho durante un total de 6 estimulaciones con un
intervalo de estimulaciéon de 5 minutos y, a continuacién, se calculaba el umbral de retirada de la pata del 50% de
acuerdo con el método introducido en S.R. Chaplan et. al. (1994)P4,

Los ratones db/db se convirtieron en ratones diabéticos a alrededor de las 4 semanas, presentaron
hiperalgesia a las 8-12 semanas, y presentaron hipoalgesia después de las 12 semanas(*>€l. Por lo tanto,
seleccionamos ratones db/db de 8 semanas en el periodo de hiperalgesia para el experimento.

Los resultados mostraron que, en comparacién con los ratones del grupo de control al que se le administra
PBS de vehiculo, los del grupo al que se administré plasminégeno presentaban un umbral de algesia significativamente
aumentado (Figura 20). Esto indicaba que el plasmindégeno puede reducir significativamente la hiperalgesia
(hipersensibilidad) provocada por la lesién nerviosa en la diabetes mellitus temprana.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica que contiene una cantidad eficaz de plasminégeno para su uso en un método de
reparacién de lesiones nerviosas diabéticas en un sujeto, en donde el plasminégeno tiene por lo menos un 95%, 96%,
97%, 98% o 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID N° 2, 6, 8, 10 o 12, y sigue teniendo la actividad del
plasmindgeno.

2. La composicién farmacéutica para el uso de acuerdo con la reivindicacidén 1, en donde la lesién nerviosa diabética
comprende lesion del tejido nervioso y neuroinflamacion.

3. Una composicién farmacéutica que contiene una cantidad eficaz de plasmindégeno para su uso en el tratamiento y/o
prevenciéon de un trastorno relacionado con una lesién nerviosa diabética en un sujeto, en donde el trastorno
relacionado con una lesién nerviosa diabética se selecciona entre dolor de extremidades, hipoestesia, entumecimiento,
ardor, frialdad y dolor neuropatico diabético provocado por una lesion del sistema nervioso resultante de la diabetes
mellitus, en donde el plasmindgeno tiene por lo menos un 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad de secuencia con
la SEQID N°2, 6, 8, 10 0 12, y sigue teniendo la actividad del plasminégeno.

4. La composicidn farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde el dolor neuropatico diabético
comprende dolor espontaneo, hipoalgesia e hiperalgesia inducidas por complicaciones diabéticas.

5. La composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el
plasmindgeno se administra sistémica o localmente.

6. La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el
plasmindgeno se administra en combinacién con otros farmacos o terapias.

7. La composicidn farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacién 6, en donde los otros farmacos o terapias
comprenden farmacos neurotréficos, analgésicos, farmacos para el tratamiento de la diabetes mellitus, farmacos
antiinfecciosos, farmacos antihipertensivos, farmacos antihiperlipidémicos y terapias fisicas como terapia
electromagnética y terapia infrarroja.
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