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DESCRIPCION
Plasminégeno para su uso en el tratamiento de la diabetes

Campo Técnico

[0001] La presente invencion se refiere a un nuevo método para tratar la diabetes mellitus, que comprende administrar
una cantidad eficaz de plasminégeno a un sujeto diabético; ademas, la presente invencidn se refiere a un medicamento
para tratar la diabetes mellitus.

Antecedentes de la Invencién

[0002] La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad comuln genéticamente predispuesta anormal del metabolismo de
la glucosa con trastorno endocrino, y es causada por secrecién absoluta o relativamente insuficiente de insulina. En 2015,
habia 415 millones de pacientes con diabetes mellitus en todo el mundo, y se espera que el nimero de pacientes con
diabetes mellitus alcance los 642 millones en 2040 U'l. La diabetes mellitus es una de las principales enfermedades que
ponen en grave peligro la salud humana.

[0003] Las principales manifestaciones de la diabetes mellitus son el metabolismo anormal de la glucosa y los trastornos
metabdlicos de sustancias como las grasas y las proteinas; ademas, la hiperglucemia a largo plazo puede dar lugar a
complicaciones diabéticas graves, incluidas las complicaciones microvasculares, la nefropatia diabética, la cardiomiopatia
diabética, la neuropatia diabética, la dermopatia diabética, la diabetes mellitus con infecciones, etc. Entre ellas, la
nefropatia diabética y la neuropatia diabética tienen un gran impacto en la calidad de vida de los pacientes, y son
severamente perjudiciales.

[0004] La diabetes mellitus clinicamente comin se puede dividir en cuatro tipos: diabetes mellitus tipo 1 (T1DM),
diabetes mellitus tipo 2 (T2DM), diabetes mellitus gestacional y tipos especiales de diabetes mellitus. Entre ellos, los més
frecuentes son los pacientes con diabetes mellitus gestacional y diabetes mellitus de tipo especial.

[0005] Se cree que la DM1T estad asociada con factores genéticos, factores ambientales (como infecciones virales,
productos quimicos diabetégenos y factores dietéticos) y factores autoinmunes. Los estudios han demostrado que hay al
menos 17 loci génicos asociados con T1DM, que se encuentran en diferentes cromosomas. En términos de factores
ambientales, los factores ambientales que afectan la aparicién de la TIDM comprenden infecciones virales, productos
quimicos diabetégenos y factores dietéticos, en los que los factores virales son los mas importantes. Se ha encontrado
que paperas, virus de la rubéola, citomegalovirus y similares estan asociados con la patogénesis de la T1DM. El
mecanismo es que los virus pueden destruir directamente las células pancreéticas B de los islotes, y después de que los
virus dafian las células pancreéaticas de los islotes, se desencadenan reacciones autoinmunes, que causan mas dafio a
las células pancreaticas B de los islotes. Los productos quimicos diabetégenos como el aloxano, la estreptozotocina (STZ)
y la pentamidina actian sobre las células pancreéticas del islote B, o que conduce a la destruccién de las células
pancreaticas del islote B. Los factores autoinmunes comprenden inmunidad humoral e inmunidad celular. La inmunidad
humoral se manifiesta por la presencia de multiples autoanticuerpos contra las células p de los islotes pancreaticos en la
circulacion sanguinea de un paciente. La principal manifestacién de la imunidad celular es que puede observarse una
expresidn anormal del antigeno HLA-DA y una sobreexpresién del receptor de IL-2 y de los antigenos HLA de clase 1 de
la superficie de las células de los islotes pancreéticos B en las superficies de las células infiltrantes inflamatorias de los
islotes pancreaticos y de las células B de los islotes pancreaticos, y la proporcién de CD4+/CD8+ en la sangre periférica
y los niveles de IL-1, TNF-q, e INF-y son elevados. Los cambios patolégicos causados por estos factores se centran en
la destruccién de las células de los islotes pancreéticos, lo que provoca una disminucién absoluta del nivel de insulina en
el organismo y, por tanto, la T1DM se considera una enfermedad autoinmune.

[0006] La T2DM es una enfermedad poligénica, y generalmente se considera de origen multiple, en la que los factores
ambientales y los factores genéticos actlian conjuntamente para causar la resistencia a la insulina; y la manifestacion de
la T2DM es que la insulina a una concentracién igual al nivel normal no puede funcionar normalmente debido a la
resistencia en el organismo. En consecuencia, para alcanzar el nivel normal de glucosa en sangre, el organismo segregara
insulina en exceso para paliar el estado de "baja eficacia" de la insulina en servicio, y si continta asi, las necesidades de
las células de los islotes pancreéticos seran cada vez mayores, lo que acabaré provocando dafios en las propias células
de los islotes pancreéticos debido al "exceso de trabajo", convirtiéndose asi en una deficiencia absoluta de insulina.

Patogénesis de la DM

[0007] La patogénesis de la DM es compleja y esta relacionada principalmente con la predisposiciéon genética familiar,
la heterogeneidad étnica, la deficiencia de receptores de insulina, el deterioro del sustrato del receptor de insulina, la
regulacién positiva de los genes relacionados con la proteina tirosina fosfatasa, la respuesta inflamatoria inmune excesiva,
la lipotoxicidad, el estrés oxidativo, la alteracién de las mitocondrias, etc. 23
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1. Acidos grasos libres

[0008] Los niveles elevados de acidos grasos libres son una de las causas de la resistencia a la insulina y también una
de las caracteristicas importantes de la resistencia a la insulina. Bajo la influencia de factores genéticos o ambientales, el
nivel de acidos grasos libres en la sangre aumenta, y cuando excede la capacidad de almacenamiento de los tejidos
adiposos, se produce resistencia a la insulina. Los estudios han demostrado que las dietas altas en grasa a largo plazo
provocan una disfuncién de las células p de los islotes pancreédticos, ya que las dietas altas en grasa no sélo
desencadenan una resistencia periférica a la insulina, sino que también aumentan el contenido de grasa abdominal y
reducen la capacidad de la insulina para inhibir la lipdlisis, promoviendo asi un aumento del contenido de acidos grasos
libres, lo que a su vez inhibe la fosforilacidn de los sitios tiro- sinos del receptor de insulina y de los sustratos del receptor
de insulina IRS-1 y 1RS-2, inhibiendo asi la actividad de la P13K, lo que provoca que la via de transduccién de sefiales
de la insulina se vea obstaculizada, formandose asi la resistencia a la insulina.

2. Respuesta inflamatoria
1) Inflamacién y resistencia a la insulina

[0009] La T2DM es una enfermedad inflamatoria leve e inespecifica. Los estudios de los Ultimos afios han demostrado
que el principal mecanismo de inflamacién que conduce a la resistencia a la insulina es que existe un efecto cruzado entre
los factores inflamatorios y la transduccién de sefiales de los sustratos receptores de insulina: por un lado, un factor
inflamatorio resultante de una inflamacién inespecifica dificulta la ruta de seguimiento del IRS/PI3K, y por otro lado, una
serie de quinasas activadas por el factor inflamatorio inducen la fosforilacién de los sitios de serina y treonina en el IRS,
lo que dificulta la fosforilacidén normal de la tirosina, lo que en Ultima instancia resulta en la disminucién de la capacidad
de transduccién de sefiales de insulina y la induccion de resistencia a la insulina 31,

[0010] En una célula diana, la unién de insulina a un receptor de la misma puede activar el receptor, luego la ruta de
transduccién de sefiales en la célula da como resultado una serie de moléculas de transduccién intracelular y acciones
en cascada enzimética para completar la transmisién y amplificacién escalonada de la sefial en la célula, y finalmente, la
sefial se pasa a un 6rgano diana para producir una serie de efectos biolégicos. Hay dos vias principales de transduccién
de sefiales, una es la via IRS-1-PI3K-PKB/AKT y la otra es la via de la proteina quinasa activada por mitégenos
(Shc/Raf/MAPK). En la primera via, en primer lugar, la insulina se une a un receptor de la misma bajo la estimulacién de
insulina y/o glucosa exégena, activando asi una tirosina quinasa endogena del receptor. La tirosina quinasa activada
induce la fosforilacién del sitio de tirosina en el sustrato del receptor de insulina IRS mientras que logra la fosforilacion de
la tirosina quinasa misma. El IRS activado migra a la membrana celular, la fosfotirosina se ancla a la tirosina quinasa del
IRS a través de un dominio de unién a fosfotirosina (PTB), y el IRS fosforilado con tirosina recluta la subunidad reguladora
P85 de PI3K a través de un dominio SH2. P85 se une a una molécula de 3-fosfato de fosfoinositol y convierte el
monofosfato de fosfatidilinositol (PIP) en difosfato de fosfatidilinositol (PIP2) y trifosfato de fosfatidilinositol (PIP3), ambos
segundos mensajeros de la insulina y otros factores de crecimiento, y son sitios de anclaje para moléculas de separacion
aguas abajo proteina quinasa-1 dependiente de fosfoinositidos (PDK1) y/o algunos subtipos de proteina quinasa ¢ (PKC).
PDK1 puede activar la proteina quinasa B (PKB, también conocida como Akt) y un subtipo atipico de PKC. La PKB
activada, por un lado, inactiva la glucégeno sintasa quinasa-3 (GSK3) por medio de la fosforilacion de serina/treonina y,
por otro, activa la diana de mamifero de la proteina quinasa rapamicina (mTOR), induciendo asi la activacién de la
fosforilacién de la quinasa 70ku-S6 (p70S6K) cadena abajo. La proteina cinasa mTOR puede actuar como un "receptor
de ATP" y activa la p70s6K sin Cay* /cAMP, consiguiendo asi una sintesis proteica controlada, una transcripcién génica
mejorada y la facilitacion de la hipertrofia de las células p de los islotes pancreaticos, asi como otros efectos biolégicos.
La PKB puede inducir directamente la fosforilacién de serina/treonina en ciertos factores de transcripcién para promover
la aparicién de la mitosis celular [*31. En la segunda via, la activacién de Ras puede lograrse a través de dos vias. 1) El
receptor de insulina activado activa la proteina IRS-2, y la proteina IRS-2 puede transmitir la sefial a la proteina adaptadora
proteina de unién al receptor del factor de crecimiento 2 (Grb2), que a su vez interactia con una proteina de sefializacién
factor de intercambio GDP/GTP (mSOS), y puede a su vez activar el Ras-GDP inactivado en Ras-GT para lograr la
activacién de Ras. La accion directa del receptor de insulina fosforila la tirosina de la proteina sefializadora She, y entonces
She se une a Grb2 para activar Ras a través de la via mSOS. La Ras-GTP activada recluta a la serine quinasa Raf, que
fosforila secuencialmente a la MAPK quinasa y a la MAPK. La MAPK activada puede activar otras proteinas quinasas
para participar en procesos como la induccién de la transcripcion génica y la regulacion de la apoptosis [,

[0011] Hasta ahora, se ha confirmado que el residuo de serina del IRS-1 puede ser fosforilado por varias cinasas
inflamatorias como la c-Jun N-terminal cinasa (JNK), la [¥kB cinasa B (IKKB) y la proteina cinasa C (PKC)-©. El
radioinmunoanélisis muestra que el sitio de la serina 307 es el principal para la fosforilacion del IRS-1 por la JNK, y su
mutacidn provoca la desaparicién de la fosforilaciéon del IRS-1 inducida por la JNK y del efecto inhibidor del TNF sobre la
fosforilacién de la tirosina del IRS-1 inducida por la insulina. La JNK reduce la fosforilacién de la tirosina en el sustrato del
receptor de insulina fosforilando la serina 307 del IRS-1, inhibiendo asi la transduccion de la sefial de insulina 1. Hiorsumi
et al. descubrieron que la actividad de la JNK aumentaba significativamente en el higado, el masculo y los tejidos adiposos
de ratones obesos inducidos por dieta y de ratones ob/ob. La eliminacién del gen (JNK1-/-) puede atenuar la resistencia
a la insulina en los ratones obesos inducidos por dieta y aliviar la obesidad, la hiperglucemia y la hiperinsulinemia en los
ratones ob/ob. El nivel de fosforilacion del sitio de serina 307 del IRS-1 en el tejido hepatico de los ratones obesos era
superior al de los ratones delgados; sin embargo, no se observé ningln aumento en los ratones obesos knockout (JNK1-
/-); se puede observar que el sitio de serina 307 del IRS-1 era la diana en la que actla la JNK in vivo [l Los estudios han
demostrado que en un modelo de resistencia a la insulina de los hepatocitos inducida por la estimulacién del TNFaq, los
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inhibidores de la JNK pueden bloquear completamente la fosforilacion de la serina 307. La IKKB puede afectar a la
transduccién de la sefial de la insulina a través de al menos dos vias, es decir, induciendo directamente la fosforilacién
de la Ser307 del IRS-1 o mediante la fosforilacién de la IkB, activando asi el NF-kB, que induce indirectamente la
resistencia a la insulina al estimular la expresién de diversos factores inflamatorios.

[0012] Las respuestas inflamatorias son respuestas defensivas del sistema inmune humano contra infecciones, dafios
tisulares y respuestas al estrés después de que se producen estas lesiones, y también estén involucradas en la etiologia
o patogénesis de la diabetes mellitus, enfermedades cardiovasculares y tumores.

[0013] Ya en 1993, Hotmamisligil et al. ! demostraron a través de experimentos con animales que las ratas obesas
resistentes a la insulina tenian altos niveles de cytoquinas proinflamatorias y TNF-a en los tejidos adiposos. Desde
entonces, muchos investigadores han comenzado a explorar la relacién entre inflamacién y obesidad y la relacién entre
inflamacion y resistencia a la insulina, y explorar la patogénesis molecular. En 2006, Hotmamisligil "% propuso por primera
vez una nueva definicién médica, es decir, la inflamacidén metabdlica, para enfatizar que esta inflamacidn sistémica crénica
de bajo grado es causada principalmente por el exceso de nutrientes y metabolitos. La inflamaciéon metabdlica puede
tener rutas de transduccién molecular y de sefiales similares a las de las inflamaciones tipicas; a diferencia de las
inflamaciones tipicas que hemos conocido en el pasado, la inflamacion metabdlica no tiene los sintomas de
enrojecimiento, hinchazén, calor, dolor y disfuncién. En circunstancias normales, el ambiente interno del cuerpo esta en
un estado estacionario, y las inflamaciones y metabolismos mantienen estados de equilibrio dindmico respectivamente o
entre ellos. En caso de trastornos metabdlicos en un cuerpo, tal equilibrio en el cuerpo se rompe, causando desequilibrio
del sistema inmunolégico, desencadenando una ruta de transduccién de sefiales inflamatorias, impulsando asi al cuerpo
a liberar una serie de factores inflamatorios. Algunos de los factores inflamatorios incluso amplifican las respuestas
antoinflamatorias para formar un efecto de cascada inflamatoria, que desarrolla ain mas la resistencia a la insulina en el
cuerpo, lo que conduce a la aparicién del sindrome metabdlico.

[0014] Los estudios han demostrado que el TNF-a estd estrechamente relacionado con el sindrome metabélico. Los
TNF, también conocidos como discrasia, son producidos principalmente por macréfagos activados, células asesinas
naturales (NK) y linfocitos T, en donde el TNF secretado por los macréfagos se llama TNF-q, y la fotoxina linféatica
secretada por los linfocitos T se llama TNF-. La actividad biolégica del TNF-a representa el 70%-95% de la actividad
global de los TNF, y por lo tanto, normalmente la referencia al TNF en la actualidad se refiere principalmente al TNF-a.
Después de afios de investigacién y discusién, se ha confirmado que el TNF-a estd asociado con varias enfermedades
como la resistencia a la insulina, enfermedades autoinmunes, tumores y hepatitis B crdnica. El TNF-a juega un papel
crucial en la aparicién y desarrollo de la resistencia a la insulina. Swaroop et al. ['" concluyeron detectando el nivel de
TNF-a en suero en 50 pacientes con T2DM que los TNF-a estan elevados en los pacientes con T2DM y estan
significativamente asociados con el IMC, el nivel de insulina en ayunas y el indice de resistencia a la insulina de evaluacién
de modelo homeostéatico (HOMA-IR), sugiriendo que el TNF-a juega un papel importante en la patogénesis de la T2DM.
También se ha sefialado en estudios adicionales que el TNF-a puede inhibir la fosforilaciéon del receptor de insulina, y
cuando se inhibe la fosforilacién del receptor de insulina, se puede reducir la expresién del gen del transportador de
glucosa, reduciendo asi la actividad de la lipoproteina lipasa, conduciendo finalmente a la lipolisis '4.

[0015] Una respuesta inflamatoria crénica de bajo grado esta estrechamente relacionada con la disfuncién de las células
B de los islotes pancreéticos. La disfuncién pancreética de las células B de los islotes causada por una disminucién en el
namero de células B es otra causa importante de la patogénesis de T2DM, y la apoptosis de las células B es la causa mas
importante de la disminucién en el nimero de células B. Debido a razones genéticas o dietéticas, los pacientes con T2DM
son susceptibles a la resistencia a la insulina; ademés, en el caso de pacientes con glucosa en sangre elevada, la
hiperglucemia puede promover la produccién de IL-6 que no solo puede reducir la expresiéon de GLUT4, reducir el
transporte de glucosa por las células grasas, dificultar la sintesis de glucégeno y reducir la sensibilidad a la insulina, sino
que también puede promover la secrecién de IL-6 por las células de los islotes pancreaticos, causando un circulo vicioso.
La hiperglucemia induce la produccién de una gran cantidad de IL-1 a, que resulta en apoptosis de las células de los
islotes pancreaticos mediante la activacién de rutas como NF-kB, MAPK, Fas y NO, y hay facilitaciones cruzadas de varias
rutas inflamatorias para agravar la apoptosis de las células de los islotes pancreéticos, lo que finalmente conduce a la
falla de la funcion de los islotes pancreaticos ['*l. Ademas, la IL-1p también puede mediar las interacciones de los
leucocitos, e interactuar y restringirse mutuamente con otras citoquinas como IFN-y y TNF-a, y desempefiar un papel
importante en el proceso de una lesién de las células B. La dislipidemia en T2DM causa un aumento en el nivel de
sustancias hormonales como la leptina y la de IL-6. La leptina puede aumentar la liberacién de IL-1B para inducir la optosis
B celular, y también puede regular negativamente la secrecion de insulina ['4l. Ademas de causar resistencia a la insulina,
las ROS también tienen un efecto sobre la lesién de las células pancreaticas de los islotes, y bajo estrés oxidativo, la
expresién de los factores de transcripcidén del gen de la insulina y los sitios de unién a la insulina se reducen notablemente,
afectando asi a la produccién y secrecion de insulina. Otras adipocitosquinas como el TNF-a y la leptina también pueden
reducir la funcién de las células B. La accién combinada de estas citoquinas causa un dafio més notable a la funcién de
las células pancreaticas de los islotes. Ademas, algunos factores inflamatorios también pueden actuar sobre la parte clave
del sustrato 2 del receptor de insulina para fosforilar serina/treonina, lo que resulta en una degradacidén acelerada del
sustrato 2 del receptor de insulina y promueve la apoptosis de las células pancreaticas del islote B.
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3. Estrés oxidativo

[0016] Los estudios han demostrado que el estrés oxidativo es un factor importante en la apariciéon y el desarrollo de la
DM2. El estrés oxidativo se refiere al desequilibrio entre la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies
reactivas de nitrégeno (RNS) y su eliminacién por el sistema de defensa antioxidante en el cuerpo, lo que resulta en una
produccién excesiva de ROS y RNS, causando dafios a los histocitos y macromoléculas biolégicas, como proteinas y
acidos nucleicos, en el cuerpo '3, La hi- perglucemia es la principal causa de estrés oxidativo y aumenta el contenido de
ROS y RNS en el organismo a través vias como la cadena mitocondrial de transporte de electrones ', la autooxidacion
de la glucosa y la via de los polioles ['¥] en la que la cadena mitocondrial de transporte de electrones es la via
predominante de produccién de ROS. En la cadena de transporte de electrones mitocondrial intervienen principalmente
los complejos enzimaticos I-1V, el citocromo ¢ y la coenzima Q, en los que se produce continuamente una pequefia
cantidad de productos de superéxido, que incluyen el anién superéxido, el peréxido de hidrégeno y los radicales hidroxilo,
en los complejos enzimaticos | y Ill, mientras que la superéxido dismutasa, la catalasa y la glutatién peroxidasa catalizan
la conversién de los productos de superdxido en gas oxigeno y agua. Sin embargo, en condiciones de obesidad o
hiperglucemia, los productos superéxido aumentan considerablemente, y se genera estrés oxidativo cuando el ritmo de
produccién de los productos superdxido supera el ritmo de eliminacién de los mismos.

[0017] Varios estudios '8 han demostrado que las ROS pueden dafar directamente las células B, especialmente
destruir la estructura mitocondrial celular y promover la apoptosis de las células B; las ROS también pueden inhibir
indirectamente la funcién de las células B al afectar la ruta de transduccién de sefiales de insulina, por ejemplo, activando
la ruta de sefiales del factor de transcripcién nuclear kB (NF-kB) para causar una respuesta inflamatoria de las células B,
inhibiendo la translocacién nucleocitoplasmética de la homeocaja 1 pancreatica y duodenal (PDX-1), inhibiendo el
metabolismo de la energia mitocondrial, reduciendo la sintesis y secrecién de insulina, etc. El estrés oxidativo causa una
lesidén de las células B a través de la ruta NF«kB, en la que NF-kB es un dimero compuesto por dos subunidades, p50 y
RelA, y en una célula en reposo, se une a la proteina inhibidora |kB para existir como un trimero inactivo en el citoplasma,
que esta involucrado principalmente en la respuesta de la célula a estimulaciones como estrés, citoquinas, radicales libres,
bacterias y virus, y en la regulacién transitoria de la expresion génica, etc. ' Los estudios han demostrado que las ROS
inducidas por hiperglucemia activan a NF-kB al interrumpir la transduccidén de sefiales intracelulares e inducen lesiones
de las células B . Mariappan et al. " inhibieron la expresién de NF-kB en ratones obesos db/db mediante el uso de
ditiocarbamato de pirrolidina (PDTC), y descubrieron que el grado de dafio causado por el estrés oxidativo en las
mitocondrias de las células B de los ratones se redujo notablemente; Hofmann et al. ?3 trataron a pacientes diabéticos
con el farmaco antioxidante &cido a-lipoico y descubrieron que la actividad del NF-kB se reducia significativamente en los
cuerpos de los pacientes, y el estado de los pacientes también mejoraba; y Eldor et al. 3 inhibieron especificamente la
expresién del NF-kB en ratones mediante una técnica transgénica, lo que redujo notablemente la incidencia de la diabetes
mellitus en los ratones inducida por STZ.

[0018] Como factor de transcripcién nuclear multidireccional, NF-kB esté involucrado en varias regulaciones genéticas
después de ser activado, como la proliferacion celular, apoptosis, inflamacién e inmunidad 4. En un organismo con
diabetes mellitus, el NF-kB provoca la leucocitosis del islote pancreatico al regular la expresiéon de genes de citocinas y
quimiocinas, como los factores IL-1 (interleucina-1) y MCP-1 (proteina quimioatrayente de monocitos/macréfagos-1),
provocando asi una lesién de las células B 5. Ademés, muchos productos génicos regulados por el NF-kB, como el factor
de necrosis tumoral a (TNF-a), activan alin mas el NF-kB, lo que agrava la lesién de las células 1.

[0019] Estudios de Mahadev et al. 1 mostraron que las ROS tienen un efecto regulador sobre la transduccion de
sefiales de insulina, y este efecto es versétil. Bajo la estimulacién de la insulina, el organismo produce rapidamente una
cantidad traza de ROS mediante un mecanismo dependiente de Nox (NADPH oxidasa); las ROS actiian como un segundo
mensajero, que inhibe principalmente la actividad de PTP1B mediante oxidacién para promover una reaccién en cascada
de la insulina ¥, Ademas, tras la inhibicion de la Nox mediante DPI (difenilenciodonio), la fosfo- rilacién del receptor de
insulina (InsR) y del sustrato del receptor de insulina (IRS) estimulados por la insulina disminuye en un 48% [°1. Estudios
de Loh et al. B% mostraron que las ROS fisioldgicas pueden promover la sensibilidad del cuerpo a la insulina. Aunque en
un estado fisiol6gico, una cantidad traza de ROS producida por la estimulacién de la insulina promueve la accidén de la
insulina, la hiperglucemia a largo plazo hace que el cuerpo produzca una gran cantidad de ROS a través del camino
mitocondrial 3], causando resistencia a la insulina.

[0020] InsR e IRS son elementos de sefializacién importantes en la ruta de transduccién de sefiales de insulina: el
primero es un elemento iniciador para la transduccién de sefiales de insulina, y el IRS es un puente entre el primero y un
elemento aguas abajo en la ruta. Numerosos estudios han demostrado que el estrés oxidativo puede interferir con la
fosforilacién de InsR e IRS a través de multiples vias para dificultar la transduccién de sefiales de insulina. IKK es un
activador de la subunidad inhibidora IKB de NF-kB, y bajo estimulacién ROS, IKK puede actuar como una quinasa para la
fosforilacién de serina/treonina de InsR e IRS, que promueve la fosforilacion de serina en InsR e IRS, causando la
inhibicion de la fosforilacién normal de tiroseno, dificultando asi la transduccién de sefiales de insulina 2. Estudios
realizados por Brownlee B¥ mostraron que la IKK puede fosforilar directamente un residuo de serina en el sitio 307 del
IRS, lo que resulta en la reducciéon de la fosforilacién normal de tirosina del IRS, lo que dificulta la unién del InsR al IRS,
causando asi resistencia a la insulina.

[0021] Ademés de IKK, varios miembros de la familia MAPK también tienen un efecto en InsR e IRS. La JNK, las

proteinas quinasas reguladas extracelularmente (ERK) y la proteina quinasa activada por mitdégenos p38 (MAPK p38) son
miembros de la familia MAPK, tienen actividades serina/treonina proteina quinasa y pueden activarse bajo las acciones
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del estrés oxidativo, citoquinas, agonistas de receptores acoplados a proteinas G, etc. Multiples estudios han demostrado
que la activacién de MAPK JNK, ERK y p38 agrava el grado de fosforilacién de serina/treonina en InsR e IRS, y la
capacidad de unién a proteinas entre InsR e IRS y la capacidad del IRS para activar moléculas de encadenamiento cadena
abajo que contienen un dominio SH-2 se reducen B4,

[0022] EI estrés oxidativo provocado por un estado diabético de glucosa elevada es una de las causas clave de la
formacién de diversas complicaciones crdnicas, y también es un factor importante en la induccién de dafios en el ADN
37 En el caso de la diabetes mellitus, el fluido extracelular presenta continuamente un alto nivel de glucosa. En este
estado, los electrones generados por la cadena de transporte de electrones mitocondrial aumentan notablemente, lo que
da lugar a un exceso de ERO, causando dafios en el entorno intracelulary en macromoléculas biolégicas como los lipidos,
las proteinas y el ADN. El oxigeno reactivo producido por el organismo en la via metabélica aerébica actia como agente
inductor de mutaciones al oxidar la guanina de la cadena de ADN a 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OHdG). Durante la
replicacion del ADN, la 8-OHdG es propensa al desajuste con la adenina, lo que da lugar a una mutacién de transversién
G:C a T:A que forma el dafio del ADN. Ademas, las ERO pueden causar otras formas de dafio en el ADN, que comprenden
roturas de la cadena de ADN, mutaciones del sitio del ADN, aberraciones de la doble cadena del ADN, mutaciones de
protooncogenes y genes de supresores tumorales, y similares. Ademas, el dafio en el ADN también puede agravar los
procesos de ROS vy estrés oxidativo, por ejemplo, el dafic en el ADN puede inducir la produccién de ROS mediante la via
H2AX-reduccién de la coenzima Il oxidasa 1 (Nox1)/Rac1. Las ROS promueven ademas la entrada de una gran cantidad
de Ca?" en las mitocondrias, provocando necrosis y apoptosis celular, o dafiando directamente las mitocondrias para
causar disfuncién mitocondrial, con lo que se deterioran las células B de los islotes pancreaticos y se agrava el proceso
patologico de la diabetes mellitus 21,

[0023] Ademés de causar resistencia a la insulina, las ROS también tienen un efecto sobre la lesién de las células  de
los islotes pancreaticos, y bajo estrés oxidativo, la expresién de los factores de transcripcién del gen de la insulina y los
sitios de unién a la insulina se reducen notablemente, afectando asi la produccién y secrecién de insulina. Otras
adipocitosquinas como el TNF-a pueden también reducir la funcién de las células p ['%. La accién combinada de estas
citoquinas causa un dafio mas notable a la funcién de las células pancreaticas de los islotes. Ademéas, algunos factores
inflamatorios también pueden actuar sobre la parte clave del sustrato 2 del receptor de insulina para fosforilar
serina/treonina, lo que resulta en una degradacién acelerada del sustrato 2 del receptor de insulina y promueve la
apoptosis de las células pancreaticas de los islotes.

[0024] De lo anterior se desprende que el papel del estrés oxidativo en la aparicién y el desarrollo de la diabetes mellitus
es muy complicado. Ademas de deteriorar directamente las células B de los islotes, las ROS también pueden actuar como
una molécula individual para activar algunas vias sensibles al estrés, regulando asi la expresion de factores relacionados,
causando apoptosis o necrosis de las células B, inhibiendo la secrecién de insulina, induciendo resistencia a la insulina y
causando o agravando ultimatamente la diabetes mellitus.

Tratamiento de la DM

[0025] La diabetes mellitus generalmente se trata con medicamentos, y los medicamentos tradicionales comprenden
medicamentos a base de insulina y medicamentos hipoglucémicos orales.

[0026] En los primeros dias, la insulina se extraia principalmente del pancreas de animales como cerdos y ganado, y
después de la aplicacién a seres humanos, notables alergias reacciones ocurridas. Con el aumento de la madurez en la
década de 1990, se aplicaron gradualmente analogos de insulina, y dicha insulina puede cambiar notablemente la
farmacocinética de la insulina tradicional, y tiene las ventajas de una baja incidencia de hipoglucemia, aparicién rapida,
efecto duradero, etc. Actualmente, con la profundizacion de la exploraciéon de los preparados de insulina, algunos
preparados de insulina oral han entrado en una etapa de prueba; sin embargo, debido a dificultades técnicas, todavia no
se han aplicado clinicamente preparados orales eficaces.

[0027] Existen muchos farmacos hipoglucémicos orales tradicionales, entre los que son comunes los siguientes tipos:
(1) biguanidas como metformina. La metformina tiene un buen efecto protector cardiovascular y también un buen efecto
hipoglucémico, y se ha utilizado como farmaco de primera linea para tratar la DM2 en muchos paises. (2) Sulfonilureas:
las sulfonilureas son secretagogos de insulina que estimulan a las células pancreaticas de los islotes a secretar insulina,
logrando asi un efecto de mejora del nivel de glucosa en sangre. En la actualidad, las insulinas que se pueden
comercializar en China comprenden principalmente glimepirida, glibenclamida, glipizida, gliclazida, gliquidona, etc.; sin
embargo, algunos estudios han demostrado que, si se toman estos medicamentos durante mucho tiempo, puede causar
un efecto hipoglucémico fallido, lo que facilmente resulta en complicaciones como hipoglucemia y aumento de la masa
corporal. (3) Compuestos de tiazolidindiona (TZD): En 1999, la FDA aprobé el uso de rosiglitazona y pioglitazona para
T2DM, en donde la primera puede agravar el riesgo de enfermedades cardiacas y por esta razén, posteriormente se
restringié su uso como medicamento de tratamiento de segunda linea y se prohibié su uso en afecciones de insuficiencia
cardiaca. En junio de 2013, la FDA reexaminé la rosiglitazona, declar6é que este medicamento puede continuar usandose
clinicamente, e incluso relaj6é o prohibié completamente la prohibicién del uso de este medicamento y sus preparaciones
de compuestos. (4) inhibidores de la a-glicosidasa: Tales insulinas inhiben la glucosidasa en las células epiteliales de la
mucosa del intestino delgado, aliviando asi la absorcién de carbohidratos y conduciendo a una disminucién en el nivel de
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glucosa en sangre postprandial. Estos medicamentos cominmente utilizados comprenden voglibosa, acarbosa, miglitol,
etc.

[0028] En la etapa actual, los medicamentos para tratar la diabetes mellitus comprenden principalmente medicamentos
antidiabéticos tradicionales, que comprenden sulfonilureas, glinidas, biguanidas, tiazolidinodionas (TZD), inhibidores de
la a-glucosidasa, insulina, etc.; sin embargo, todos estos medicamentos tienen diferentes grados de reacciones adversas,
como desencadenar hipoglucemia, molestias gastrointestinales y obesidad. Con la profundizacién del estudio sobre la
teoria béasica de la diabetes mellitus, las personas estan buscando activamente nuevos objetivos terapéuticos para la
diabetes mellitus con el fin de evitar los efectos secundarios de los farmacos hipoglucémicos tradicionales y proteger las
células B de los islotes pancreéticos. Las dianas que actualmente se encuentran asociadas con la patogénesis de la
diabetes mellitus comprenden principalmente el péptido similar al glucagén 1 (GLP-1) y la dipeptidil pepti-dasa 4 (DPP-4),
el cotransportador sodio-glucosa 2 (SGLT-2), la glucégeno sintasa quinasa 3 (GSK-3), la proteina tirosina fosfatasa (PTP),
la glucoquinasa (GK), etc. Entre ellos, los farmacos basados en la regulacién del glucagén, como los analogos del péptido-
1 similar al glucagdn (GLP-1), los agonistas del receptor de GLP-1 y los inhibidores de la dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4),
se consideran eficaces para mantener la homeostasis de la glucosa en sangre, mejorar las funciones de las células p,
retrasar la progresién de la diabetes mellitus e incluso invertir el curso de la diabetes mellitus.

[0029] Actualmente, no existe ningiin medicamento o medio eficaz para curar completamente la diabetes mellitus, y los
medicamentos actuales se centran en reducir y retrasar la aparicién de complicaciones mediante el control de la glucosa
en sangre dentro de un cierto rango. Con una comprensién més profunda y completa de la patogénesis de la diabetes, el
estudio de farmacos terapéuticos para la diabetes mellitus también se ha desplazado del estudio de farmacos con
mecanismos tradicionales al estudio de farmacos con nuevas dianas y nuevos mecanismos de accién, en los que algunos
de ellos ya han estado en el mercado, por ejemplo, los agonistas del receptor de GLP-1, los inhibidores de DPP-4 y los
inhibidores de SGLT-2, y también hay algunos farmacos en fase de estudio clinico o preclinico, por ejemplo, los agonistas
del receptor de GPR119, los inhibidores de 11 p-HSD1, los inhibidores de PTP1B y los agonistas de GK, con la eficacia y
la seguridad aun por verificar clinicamente. Aunque la aparicién de nuevos farmacos antidiabéticos basados en dianas en
los Ultimos afios ha proporcionado méas opciones para el tratamiento de la DM, dado que la patogénesis de la diabetes
mellitus es compleja y esta implicada un gran nimero de hormonas, enzimas y receptores, todavia hay problemas, por
ejemplo, farmacos unidiana que tienen un rango de accidn estrecho, un efecto hipoglucémico débil y causan reacciones
adversas después de actuar sobre el sistema sistémico, en el campo de la investigacién de nuevos farmacos, y todos
estos deben estudiarse més a fondo. Por lo tanto, las personas necesitan encontrar medicamentos terapéuticos mas
eficaces que puedan actuar sobre muchos aspectos de la patogénesis de la diabetes mellitus.

[0030] La presente invencién descubre que el plasminégeno puede aliviar la lesién del tejido pancreético, controlar la
inflamacién, reducir la apoptosis de las células B de los islotes pancredticos, emparejar de nuevo el tejido pancreatico,
restaurar la funciéon de secrecidén de las células P de los islotes pancreaticos y reducir la glucosa en sangre en ratones
experimentales diabéticos, y se espera que se convierta en un nuevo medicamento que aborde de manera integral muchos
aspectos de la patogénesis de la diabetes mellitus. Esta invencién se define en las reivindicaciones.

Breve Descripcién de la Invencién

[0031] La invencién proporciona una posicidn farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de plasminégeno para
su uso en el tratamiento de la diabetes mediante la reduccidn de la glucosa en sangre en un sujeto diabético, en la que el
plasmindgeno:

(a) tiene al menos 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID No. 2; o

(b) tiene al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad de secuencia con SEQ ID No. 6, 8, 10 0 12, y todavia

tiene la actividad del plasminégeno.

[0032] Cualquier referencia en la descripcidén a métodos de tratamiento se refiere a los compuestos, composiciones
farmacéuticas y medicamentos de la presente invencién para su uso en un método para el tratamiento del cuerpo humano
(o animal) mediante terapia (o para el diagnéstico).

[0033] En un aspecto, la presente invencién se refiere a un método para prevenir y/o tratar la diabetes mellitus, que
comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de plasminégeno a un sujeto.

[0034] La presente invencién se refiere a un método para reducir la glucosa en sangre en un sujeto diabético, que
comprende administrar una cantidad eficaz de plasmindgeno al sujeto. La presente invencidn se refiere ademés al uso de
plasminégeno para reducir la glucosa en sangre en un sujeto diabético. La presente invencién se refiere ademas al uso
de plasmin6geno en la preparacién de un medicamento para reducir la glucosa en sangre en un sujeto diabético. Ademas,
la presente invencidn se refiere ademas a un plasminégeno para reducir la glucosa en sangre en un sujeto diabético. En
algunas realizaciones, la glucosa en sangre se selecciona de uno o mas de: un nivel de glucosa en suero, un nivel de
fructosamina en suero y un nivel de hemoglobina glucosilada en suero. En algunas otras realizaciones, la glucosa en
sangre es un nivel de glucosa en suero. En las realizaciones mencionadas anteriormente, la diabetes mellitus es T1IDM o
T2DM.

[0035] En otro aspecto, la presente invencién como se define en las reivindicaciones se refiere a un método para mejorar
la tolerancia a la glucosa en un sujeto diabético, que comprende administrar una cantidad eficaz de plasminégeno al
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sujeto. La presente invencién como se define en las reivindicaciones se refiere ademas al uso de plasminégeno para
aumentar la tolerancia a la glucosa en un sujeto diabético. La presente invencion se refiere ademas al uso de
plasmindgeno en la preparacién de un medicamento para aumentar la tolerancia a la glucosa en un sujeto diabético.
Ademas, la presente invencién, tal como se define en las reivindicaciones, se refiere ademas a un plasminégeno para
aumentar la tolerancia a la glucosa en un sujeto diabético. En algunas realizaciones, la diabetes mellitus es T2DM.

[0036] En un aspecto, la presente invencién como se define en las reivindicaciones se refiere a un método para
promover la caida de glucosa en sangre después del marcado en un sujeto diabético, que comprende administrar una
cantidad eficaz de plasminégeno al sujeto. La presente invencién como se define en las reivindicaciones se refiere ademas
al uso de plasminégeno para promover la caida de glucosa en sangre postprandial en un sujeto diabético. La presente
invencién como se define en las reivindicaciones se refiere ademas al uso de plasminégeno en la preparacién de un
medicamento para promover la caida de glucosa en sangre postprandial en un sujeto diabético. Ademas, la presente
invencién tal como se define en las reivindicaciones se refiere ademas a un plasminégeno para promover la disminucién
de la glucosa en sangre postprandial en un sujeto diabético. En algunas realizaciones, el plasminégeno se administra de
30 minutos a 1,5 horas antes de que el sujeto coma. En algunas otras realizaciones, el plasmindégeno se administra de 30
minutos a 1 hora antes de que el sujeto coma.

[0037] En un aspecto, la presente invencién como se define en las reivindicaciones se refiere a un método para
promover la utilizacién de glucosa en un sujeto diabético, que comprende administrar una cantidad eficaz de plasminégeno
al sujeto. La presente invencién como se define en las reivindicaciones se refiere ademas al uso de plasmindégeno para
promover la utilizaciéon de glucosa en un sujeto diabético. La presente invencién como se define en las reivindicaciones
se refiere ademas al uso de plasminégeno en la preparacién de un medicamento para promover la utilizaciéon de glucosa
en un sujeto diabético. Ademas, la presente invencién como se define en las reivindicaciones se refiere ademés a un
plasminégeno para promover la utilizacién de glucosa en un sujeto diabético. En otro aspecto, la presente invencién como
se define en las reivindicaciones se refiere a un método para promover la secrecién de insulina en un sujeto diabético,
que comprende administrar una cantidad eficaz de plasminégeno al sujeto. En otras realizaciones, el plasminégeno
promueve aln mas la expresion de insulina en un sujeto diabético. En las realizaciones mencionadas anteriormente, la
diabetes mellitus es T1DM o T2DM. En algunas realizaciones, el plasminégeno promueve la secrecién de insulina en el
sujeto diabético después de comer. En algunas otras realizaciones, el plasmindgeno promueve la secrecion de insulina
en el sujeto diabético en ayunas. En algunas realizaciones, el plasminégeno devuelve la glucosa en sangre a un nivel
normal o casi normal al promover la secreciéon de insulina en respuesta a una estimulacién elevada de la glucosa en
sangre en el sujeto diabético. En algunas otras realizaciones, el plasminégeno reduce la expresiéon y/o secrecién de
glucagén en el sujeto mientras promueve la expresion y/o secrecién de insulina; en particular, el plasminégeno logra un
retorno a un nivel normal o casi normal de glucosa en sangre en el sujeto al reducir la expresion y/o secrecién de glucagdn
en el sujeto mientras promueve la expresidn y/o secrecién de insulina.

[0038] En un aspecto, la presente invencién como se define en las reivindicaciones se refiere a un método para reducir
la secrecién de glucagdn en un sujeto diabético, que comprende administrar una cantidad eficaz de plasminégeno al
sujeto. La presente invencién como se define en las reivindicaciones se refiere ademas al uso de plasminégeno para
reducir la secrecién de glucagén en un sujeto diabético. La presente invencién tal como se define en las reivindicaciones
se refiere ademas al uso de plasminégeno en la preparacién de un medicamento para reducir la secrecién de glucagén
en un sujeto diabético. Ademas, la presente invencién como se define en las reivindicaciones se refiere ademés a un
plasmindgeno para reducir la secrecion de glucagén en un sujeto diabético. En algunas realizaciones, el plasminégeno
reduce aln mas la expresién de glucagén en el sujeto diabético. En las realizaciones mencionadas anteriormente, la
diabetes mellitus es T1DM o T2DM. En algunas realizaciones, el plasminégeno reduce la secrecién de glucagén en el
sujeto diabético después de comer. En algunas otras realizaciones, el plasminégeno reduce la secrecién de glucagén en
el sujeto diabético en ayunas. En algunas realizaciones, el plasminégeno devuelve la glucemia a un nivel normal o casi
normal reduciendo la secrecién de glucagén en el sujeto diabético en un estado de glucemia elevada. En algunas
realizaciones, el plasmindgeno devuelve la glucemia a un nivel normal o casi hormal reduciendo la secreciéon de glucagén
en el sujeto diabético en un estado de glucemia elevada. En algunas otras realizaciones, el plasminégeno promueve la
expresién y/o secrecién de insulina al tiempo que reduce la expresién y/o secrecién de glucagén en el sujeto; en particular,
el plasmindgeno logra el retorno a un nivel normal o casi normal de glucemia en el sujeto promoviendo la expresién y/o
secrecion de insulina al tiempo que reduce la expresiéon y/o secrecién de glucagén en el sujeto. En las realizaciones
mencionadas, el plasminégeno promueve la expresién del sustrato 2 del receptor de insulina (IRS- 2).

[0039] En un aspecto, la presente divulgacion (no reivindicada) se refiere a un método para promover la reparacidén de
una lesién de las células de los islotes pancreéticos en un sujeto diabético, que comprende administrar una cantidad eficaz
de plasminégeno al sujeto. La presente divulgacion (no reivindicada) se refiere ademas al uso de plasminégeno para
promover la reparacién de una lesion celular de los islotes pancreéticos en un sujeto diabético. La presente divulgacién
(no reivindicada) se refiere ademés al uso de plasminégeno en la preparacién de un medicamento para promover la
reparacién de una lesién de las células de los islotes pancreaticos en un sujeto diabético. Ademas, la presente divulgacién
(no reivindicada) se refiere ademas a un plasminégeno para promover la reparaciéon de una lesién celular de los islotes
pancreaticos en un sujeto diabético. En algunas realizaciones, el plasminégeno promueve la expresién del sustrato 2 del
receptor de insulina (IRS-2). En algunas otras realizaciones de la divulgacién, el plasminégeno promueve la expresion de
la citocina TNF-a. En algunas otras realizaciones, el plasminégeno promueve la expresién del factor de transcripcién
nuclear multidireccional NF-kB en el sujeto. En algunas realizaciones de la divulgacién, la lesién de las células de los
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islotes pancreaticos es una o més seleccionadas de: una funcién lesionada de sintesis y secrecién de insulina de las
células de los islotes pancreaticos, una estructura de tejido de los islotes pancreaticos lesionada, deposicién de colageno
en el islote pancreatico, fibrosis de los islotes pancreaticos, apoptosis de las células de los islotes pancreaticos, un
equilibrio desordenado entre la secrecién de glucagén y de insulina en el islote pancreético, y una adaptacion fallida de
los niveles de glucagén e insulina secretados por el islote pancreatico a un nivel de glucosa en sangre en un sujeto. En
algunas realizaciones, el plasminégeno reduce la secrecidén de glucagén y aumenta la secrecién de insulina en el sujeto
diabético; en particular, se repara el equilibrio normal entre la secrecién de glucagén y de insulina en el islote pancreético.

[0040] En otro aspecto, la presente invencién como se define en las reivindicaciones se refiere a un método para
proteger el islote pancreético de un sujeto, que comprende administrar una cantidad eficaz de plasminégeno al sujeto. La
presente invencién como se define en las reivindicaciones se refiere ademés al uso de plasminégeno para proteger el
islote pancreético de un sujeto. La presente invencién como se define en las reivindicaciones se refiere ademas al uso de
plasminégeno en la preparacién de un medicamento para proteger el islote pancreético de un sujeto. Ademas, la presente
invencién como definida en las reivindicaciones se refiere ademés a un plasminégeno para proteger el islote pancreatico
de un sujeto. En algunas realizaciones, el plasminégeno reduce la deposiciéon de coldgeno en el islote pancreatico. En
algunas otras realizaciones, el plasminégeno reduce la fibrosis de los islotes pancreaticos. En algunas otras realizaciones,
el plasminégeno reduce la apoptosis de las células de los islotes pancreédticos. En algunas otras realizaciones, el
plasmindgeno promueve la expresion del sustrato receptor de insulina 2 (IRS-2) en el islote pancreético. En algunas
realizaciones, el plasminégeno promueve la reparacién de una inflamaciéon en el islote pancreatico. En algunas otras
realizaciones, el plasminégeno promueve la expresién de la citocina TNF-a. En algunas otras realizaciones, el minégeno
plasmético promueve la expresién del factor de transcripcidén nuclear multidireccional NF- kB en el sujeto. En las
realizaciones mencionadas anteriormente, el sujeto es un paciente diabético; en particular, el paciente diabético tiene
T1DM o T2DM. En algunas realizaciones, el sujeto con T1DM es un sujeto con actividad PLG normal o actividad PLG
alterada.

[0041] En un aspecto, la presente invencién como se define en las reivindicaciones se refiere a un método para
promover la reparacién de una inflamacién en el islote pancreético, que comprende administrar una cantidad eficaz de
plasmindgeno al sujeto. La presente invencién como se define en las reivindicaciones se refiere ademés al uso de
plasminégeno para promover la reparacion de una inflamacién en el islote pancreético de un sujeto diabético. La presente
invencién como se define en las reivindicaciones se refiere ademas al uso de plasminégeno en la preparacién de un
medicamento para promover la reparacién de una inflamacién en el islote pancreético de un sujeto diabético. Ademas, la
presente invencién como se define en las reivindicaciones se refiere ademéas a un plasminégeno para promover la
reparacidén de una inflamacién en el islote pancreético de un sujeto diabético. En algunas realizaciones, el plasminégeno
promueve la expresién de la citocina TNF-a. En algunas otras realizaciones, el plasminégeno promueve la expresion del
factor de transcripcién nuclear multidireccional NF-kB en el sujeto. En algunas otras realizaciones, el plasminégeno reduce
la deposicién de colageno en el islote pancreético. En algunas otras realizaciones, el plasmindégeno reduce la fibrosis de
los islotes pancreaticos. En algunas otras realizaciones, el plasminégeno inhibe la apoptosis de las células de los islotes
pancreaticos. En las realizaciones mencionadas anteriormente, el paciente diabético tiene T1DM o T2DM,; en particular,
el sujeto con T1DM es un sujeto con actividad PLG normal o actividad PLG alterada.

[0042] En un aspecto, la presente divulgacién (no reivindicada) se refiere a un método para promover la expresioén de
la citocina TNF-a en un sujeto diabético, que comprende administrar una cantidad eficaz de plasminégeno al sujeto. La
presente divulgacién (no reivindicada) se refiere ademas al uso de plasminégeno para promover la expresién de la citocina
TNF-a en un sujeto diabético. El presente cierre (no reivindicado) se refiere ademés al uso del plasminégeno en la
preparacién de un medicamento para promover la expresién de la citocina TNF-a en un sujeto diabético. Ademas, la
presente divulgacién (no reivindicada) ademés se refiere a un plasminégeno para promover la expresién de la citoquina
TNF-a en un sujeto diabético.

[0043] En otro aspecto, la presente invencién como se define en las reivindicaciones se refiere a un método para
promover la expresidn del factor de transcripcién nuclear multidireccional NF-kB en un sujeto diabético, que comprende
administrar una cantidad eficaz de plasmindgeno al sujeto. La presente invencién como se define en las reivindicaciones
se refiere ademés al uso de plasmindégeno para promover la expresidn del factor de transcripciéon nuclear multidireccional
NF-kB en un sujeto diabético. La presente invencién como se define en las reivindicaciones se refiere ademés al uso de
plasmindégeno en la preparacién de un medicamento para promover la expresién del factor de transcripcién nuclear
multidireccional NF-kB en un sujeto diabético.

[0044] En otro aspecto, la presente invencién como se define en las reivindicaciones se refiere a un método para
promover la expresidn del sustrato receptor de insulina 2 (IRS-2) por el islote pancreético, que comprende administrar una
cantidad eficaz de plasmindgeno al sujeto. La presente invencién como se define en las reivindicaciones se refiere ademés
al uso de plasminégeno para promover la expresién del sustrato receptor de insulina 2 (IRS-2) en el islote pancreatico. La
presente invencién como se define en las reivindicaciones se refiere ademés al uso de plasmindgeno en la preparacién
de un medicamento para promover la expresién del sustrato 2 del receptor de insulina (IRS-2) en el islote pancreético.
Ademas, la presente invencién como se define en las reivindicaciones se refiere ademéas a un plasminégeno para
promover la expresion del sustrato receptor de insulina 2 (IRS-2) en el islote pancreatico.
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[0045] En otro aspecto, la presente invencién como se define en las reivindicaciones se refiere a un método para
promover la secrecién de insulina en un sujeto diabético, que comprende administrar una cantidad eficaz de plasminégeno
al sujeto para promover la expresién del sustrato receptor de insulina 2 (IRS-2). La presente invencién como se define en
las reivindicaciones se refiere ademés al uso de plasminégeno para promover la secrecién de insulina en un sujeto
diabético. La presente invencién tal como se define en las reivindicaciones se refiere ademés al uso de plasminégeno en
la preparacion de un medicamento para promover la secrecién de insulina en un sujeto diabético. Ademés, la presente
invencién como se define en las reivindicaciones se refiere ademas a un plasminégeno para promover la secrecién de
insulina en un sujeto diabético.

[0046] En otro aspecto, la presente divulgacién se refiere a un método para promover un aumento en el nimero de
células de los islotes pancreaticos P en un sujeto diabético, que comprende administrar una cantidad eficaz de
plasmindgeno al sujeto. La presente divulgacién (no reivindicada) se refiere ademas al uso de plasminégeno para
promover un aumento en el niumero de células p de los islotes pancreéticos en un sujeto diabético. La presente divulgacion
(no reivindicada) se refiere ademas al uso de plasminégeno en la preparacién de un medicamento para promover un
aumento en el nimero de células de los islotes pancreéticos B en un sujeto diabético. Ademas, la presente divulgacion
(no reivindicada) se refiere ademés a un plasmindgeno para promover un aumento del nimero de células B de los islotes
pancreaticos en un sujeto diabético. En algunas realizaciones, el plasminégeno promueve la expresion del sustrato 2 del
receptor de insulina (IRS-2).

[0047] En un aspecto, la presente invencién como se define en las reivindicaciones se refiere a un método para reducir
la apoptosis de las células B de los islotes pancreéticos, que comprende administrar una cantidad eficaz de plasminégeno
a un sujeto. La presente invencién como se define en las reivindicaciones se refiere ademas al uso de plasminégeno para
reducir la apoptosis de las células B de los islotes pancreaticos. La presente invencién tal como se define en las
reivindicaciones se refiere ademés al uso de plasminégeno en la preparacién de un medicamento para reducir la apoptosis
de las células B de los islotes pancreédticos. Ademas, la presente invencion como se define en las reivindicaciones se
refiere ademas a un plasmindgeno para reducir la apoptosis de las células § de los islotes pancreaticos. En algunas
realizaciones, el plasmindgeno promueve la expresion del sustrato 2 del receptor de insulina (IRS-2).

[0048] En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a un método para promover la reparacién de una lesién de las
células B de los islotes pancreéticos, que comprende administrar una cantidad eficaz de plasmindégeno a un sujeto. La
presente divulgacién (no reivindicada) se refiere ademés al uso de plasminégeno para promover la reparacién de una
lesién de células B de islote pancreédtico. La presente divulgacién (no reivindicada) se refiere ademas al uso de
plasmindgeno en la preparaciéon de un medicamento para promover la reparacién de una lesién de células B de islote
pancreético. La presente divulgacidn (no reivindicada) se refiere ademas a un plasminégeno para promover la reparacidn
de una lesién celular de los islotes pancreéticos. En algunas realizaciones, el plasminégeno promueve la expresion del
sustrato 2 del receptor de insulina (IRS-2).

[0049] En otro aspecto, la presente divulgacién se refiere a un método para promover la recuperacién de la funcion de
las células B de los islotes pancreéticos, que comprende administrar una cantidad eficaz de plasminégeno a un sujeto. La
presente divulgacion (no reivindicada) se refiere ademas al uso de plasminégeno para promover la recuperacién de la
funcién de las células B de los islotes pancreéticos. La presente divulgacion (no reivindicada) se refiere ademés al uso de
plasminégeno en la preparacién de un medicamento para promover la recuperacién de la funcién de las células 3 de los
islotes pancredticos. Ademas, la presente divulgacién (no reivindicada) se refiere ademas a un plasminégeno para
promover la recuperacién de la funcién de las células B de los islotes pancreaticos. En algunas realizaciones, el
plasmindgeno promueve la expresién del sustrato 2 del receptor de insulina (IRS-2).

[0050] En las realizaciones mencionadas anteriormente, el plasminégeno se administra en combinacién con uno o mas
farmacos o terapias diferentes. En particular, el gen del plasmino puede administrarse en combinacién con uno o mas
farmacos seleccionados entre farmacos antidiabéticos, farmacos contra enfermedades cardiovasculares y
cerebrovasculares, farmacos antitrombéticos, farmacos antihipertensivos, farmacos antilipémicos, farmacos
anticoagulantes y farmacos antiinfecciosos.

[0051] En las realizaciones mencionadas anteriormente, el plasminégeno tiene al menos 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o
99% de identidad de secuencia con la SEQ ID No. 2; o tiene al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad de
secuencia con la SEQ ID No. 6, 8, 10 0 12, y todavia tiene la actividad del plasminégeno.

[0052] En las realizaciones mencionadas anteriormente, los aminoécidos del plasminégeno son como se muestran en
las SEQ ID No. 2, 6, 8, 10 0 12. En algunas realizaciones, el plasminégeno 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 aminoacido afiadido, eliminado y/o
sustituido en SEQ ID NO: 2, 6, 8, 10 0 12, y todavia tiene la actividad del plasminégeno.

[0053] En las realizaciones mencionadas anteriormente, el plasminégeno se selecciona de Glu-plasminégeno, Lys-

plasmindgeno, miniplasminégeno, microplasmindgeno, delta-plasminégeno o sus variantes que conservan la actividad
plasmo-minégena.
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[0054] En las realizaciones mencionadas anteriormente, el plasminégeno es un plasminégeno humano natural o
sintético, o una variante o fragmento del mismo que aun conserva la actividad plasmindgena. En algunas realizaciones,
el plasmin6geno es un ortélogo del plasmin6geno humano de un primate o un roedor, o una variante o fragmento del
mismo que aln conserva la actividad plasminégena. Por ejemplo, el plasminégeno es un ortélogo del plasminégeno de
primates o roedores, por ejemplo, un ortdlogo del plasminégeno de gorilas, monos rhesus, murinos, vacas, caballos y
perros. Mas preferiblemente, la secuencia de aminoacidos del plasminégeno de la presente invencién es como se muestra
en SEQ ID NO: 2, 6, 8,10 0 12.

[0055] En las realizaciones mencionadas anteriormente, el sujeto es un ser humano. En algunas realizaciones, el sujeto
tiene una falta o deficiencia de plasmindgeno. Especificamente, la carencia o deficiencia es congénita, secundaria y/o
local.

[0056] En una realizacion, el plasmindégeno se administra por via sistémica o tépica, preferiblemente por las siguientes
vias: tépica, intravenosa, intramuscular, subcutanea, inhalacién, intraespinal, inyeccién local, inyeccién intraarticular o via
rectal. En una realizacién, la administracién tépica se realiza por administracién directa en areas osteoporéticas, por
ejemplo, a través de un medio como un apésito y un catéter.

[0057] En una realizacién, el plasminégeno se administra en combinacidén con un vehiculo 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) o 0,0001-2000
mg/cm?, 0,001-800 mg/cm?, 0,01-600 mg/cm 2, 0,1-400 mg/cm?, 1-200 mg/cm 2, 1-100 mg/cm? o 10-100 mg/cm? (por
centimetro cuadrado de superficie corporal) diariamente, preferiblemente la dosificacién se repite al menos una vez,
preferiblemente la dosificacion se administra al menos diariamente. En el caso de la administracién local, las
dosificaciones anteriores también pueden ajustarse segun las circunstancias. En un aspecto, la presente invencidén se
refiere a una composicién farmacéutica, que comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y el plasminégeno
para su uso en el método de la presente invencién.

[0058] En otro aspecto, la presente divulgacién se refiere a un kit preventivo o terapéutico que comprende: (i) el
plasmindgeno para su uso en el método de la presente invencién, y (ii) un medio para administrar el plasminégeno al
sujeto, en particular, el medio es una jeringa o un vial. En algunas realizaciones, el kit comprende ademas una etiqueta o
unas instrucciones de uso que indican la administraciéon del plasminégeno al sujeto para poner en préactica los métodos
de la presente invencion.

[0059] En otro aspecto, la presente divulgacién se refiere ademéas a un articulo de fabricacién que comprende: un
recipiente que comprende una etiqueta; y (i) el plasminégeno para su uso en los métodos de la presente invencién o una
composiciébn farmacéutica que comprende el plasminégeno, en donde la etiqueta indica la administracién del
plasmindgeno o la composicién al sujeto para implementar los métodos de la presente invencion.

[0060] En las realizaciones mencionadas anteriormente, el kit o el articulo de fabricacién comprende ademas uno o méas
medios o recipientes adicionales que contienen otros medicamentos. En algunas realizaciones, los otros farmacos se
seleccionan del grupo de farmacos antidiabéticos, farmacos contra enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares,
farmacos antitrombéticos, farmacos antihipertensivos, farmacos antilipémicos, farmacos anticoagulantes y farmacos
antiinfecciosos.

Descripciéon Detallada de las Realizaciones

[0061] La "diabetes mellitus" es una serie de sindromes dismetabdlicos de carbohidratos, proteinas, grasas, agua,
electrélitos y similares que son causados por la hipofuncién de los islotes, resistencia a la insulina y similares como
resultado de los efectos de factores genéticos, disfuncién inmune, infecciones microbianas y toxinas de los mismos,
toxinas de radicales libres, factores mentales y otros diversos factores patégenos en el cuerpo, y se caracteriza
principalmente por hiperglucemia clinicamente.

[0062] Las "complicaciones diabéticas" son dafios o disfunciones de otros érganos o tejidos del cuerpo causadas por
un mal control de la glucosa en sangre durante la diabetes mellitus, incluidos dafios o disfunciones del higado, los rifiones,
el corazén, la retina, el sistema nervioso y similares. Segun las estadisticas de la Organizacién Mundial de la Salud, hay
hasta 100 complicaciones diabéticas, y la diabetes mellitus es una enfermedad que actualmente se sabe que tiene mas
complicaciones.

[0063] "Resistencia a la insulina" se refiere a una disminucién en la eficiencia de la insulina en la promocién de la
captacién y utilizaciéon de glucosa por varias razones, lo que resulta en la secrecién compensatoria de exceso de insulina
en el cuerpo, lo que causa hiperinsulinemia para mantener la estabilidad de la glucosa en sangre.

[0064] "Plasmina" es una enzima muy importante que existe en la sangre y es capaz de degradar los multimeros de
fibrina.
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[0065] "Plasmindégeno (plg)" es la forma zimégena de la plasmina, que es una glicoproteina compuesta por 810
aminodcidos calculada en base a la secuencia de aminoacidos (SEQ ID No. 4) del plasminégeno humano natural que
contiene un péptido sefial segln la secuencia en el prot suizo, que tiene un peso molecular de aproximadamente 90 kD,
que se sintetiza principalmente en el higado y que es capaz de circular en la sangre, con la secuencia de ADNc que
codifica esta secuencia de aminoacidos es como se muestra en la SEQ ID No. ID No. 3. PLG de longitud completa contiene
siete dominios: un dominio de serina proteasa C-terminal, un dominio Panapple (PAp) N-terminal y cinco dominios Kringle
(Kringles 1-5). En referencia a la secuencia en el prot suizo, el péptido sefial comprende los residuos Met1-Gly19, PAp
comprende los residuos Glu20-Val98, Kringle 1 comprende los residuos Cys103-Cys181, Kringle 2 comprende los
residuos Glu184-Cys262, Kringle 3 comprende los residuos Cys275-Cys352, Kringle 4 comprende los residuos Cys377-
Cys454, y Kringle 5 comprende los residuos Cys481-Cys560. Segln los datos del NCBI, el dominio serina proteasa
comprende los residuos Val581-Arg804.

[0066] Glu-plasminégeno es un mindégeno plasmético natural de longitud completa y esta compuesto por 791
aminoécidos (sin un péptido sefial de 19 aminoacidos); la secuencia de ADNc que codifica esta secuencia es como se
muestra en la SEQ ID No. 1; y la secuencia de aminoacidos es como se muestra en la SEQ ID No. In vivo, Lys-
plasminégeno, que se forma por hidrélisis de aminoécidos en las posiciones 76-77 del gen Glu-plasmino-, también esta
presente, como se muestra en SEQ ID No.6; y la secuencia de ADNc que codifica esta secuencia de aminoacidos es
como se muestra en SEQ ID No.5. 8-plasmindgeno es un fragmento de plasmindgeno de longitud completa que carece
de la estructura de Krin-gle 2-Kringle 5 y contiene solo Kringle 1 y el dominio de serina proteasa B° %9l | a secuencia de
aminoacidos (SEQ ID No.8) del plasminégeno & ha sido reportada en la literatura 9, y la secuencia de ADNc que codifica
esta secuencia de aminogcidos es como se muestra en SEQ ID No.7. El miniplasminégeno estd compuesto por Kringle 5
y el dominio serina proteasa, y se ha informado en la literatura que comprende los residuos Val443-Asn791 (con el residuo
Glu de la secuencia Glu-plg que no contiene un péptido sefial como aminoacido de partida) [41]; la secuencia de
aminodcidos es como se muestra en la SEQ ID No. 10; y la secuencia de ADNc que codifica esta secuencia de
aminodcidos es como se muestra en la SEQ ID No. 9. Ademés, el microplasminégeno comprende solo el dominio de
serina proteasa, cuya secuencia de aminoéacidos se ha informado en la literatura que comprende los residuos Ala543-
Asn791 (con el residuo Glu de la secuencia Glu-plg que no contiene un péptido de sefial como aminoacido de partida)
[42], y cuya secuencia también se ha informado en la patente CN 102154253 A que comprende los residuos Lys531-
Asn791 (con el residuo Glu de la secuencia Glu-plg que no contiene un péptido sefial como aminoéacido de partida) (la
secuencia en esta solicitud de patente se refiere a la patente CN 102154253 A), la secuencia de aminoacidos es como se
muestra en la SEQ ID No. 12; y la secuencia de ADNc que codifica esta secuencia de aminoacidos es como se muestra
en la SEQ ID No. 11.

[0067] En la presente descripcion, "plasmina" se usa indistintamente con "fibrinolisina" y "fibrinoclasa", y los términos
tienen el mismo significado; y "plasminégeno” se usa indistintamente con "profibrinolisina" y "zimégeno de fibrinoclasa", y
los términos tienen el mismo significado.

[0068] En la presente solicitud, el significado de "falta" de plasminégeno es que el contenido o actividad de plasminégeno
en el cuerpo de un sujeto es menor que el de una persona normal , que es lo suficientemente baja como para afectar la
funcién fisioldégica normal del sujeto; y el significado de "deficiencia" en el plasmindégeno es que el contenido o actividad
del plasminégeno en el cuerpo de un sujeto es significativamente menor que el de una persona normal, o incluso la
actividad o expresion es extremadamente pequefia, y solo a través del suministro exégeno puede mantenerse la funcién
fisiolégica normal.

[0069] En la presente solicitud, el significado de "falta" de plasminégeno es que el contenido de plasminégeno en el
cuerpo de un sujeto es menor que el de una persona normal, que es lo suficientemente bajo como para afectar la funcién
fisiol6gica normal del sujeto; y el significado de "deficiencia" de plasmindgeno es que el contenido de plasminégeno en el
cuerpo de un sujeto es significativamente menor que el de una persona normal, o incluso la expresién es extremadamente
pequefia, y solo a través del suministro exégeno puede mantenerse la vida.

[0070] En las realizaciones de la presente invencién, "envejecimiento" y "envejecimiento prematuro" se usan
indistintamente para significar el mismo significado.

[0071] En el curso de la circulacion, el plasmindgeno se encuentra en una conformacién cerrada e inactiva, pero cuando
se une a trombos o superficies celulares, se convierte en una PLM activa en una conformacién abierta bajo la mediacion
de un activador PLG (activador del plasminégeno, PA). La PLM activa puede hidrolizar los codgulos de fibrina a productos
de degradacién de fibrina y dimeros D, disolviendo asi los trombos. El dominio PAp de PLG comprende un determinante
importante que mantiene el plasminégeno en una conformacién cerrada e inactiva, y el dominio KR es capaz de unirse a
residuos de lisina presentes en receptores y sustratos. Se conocen una variedad de enzimas que pueden servir como
activadores de PLG, incluyendo: activador de plasminégeno tisular (tPA), activador de plasminégeno de uroquinasa (UPA),
calicreina, factor de coagulacién Xl| (factor de Hagmann) y similares.

[0072] "Fragmento activo de plasmindgeno” se refiere a un fragmento activo en la proteina plasminégena que es capaz
de unirse a una secuencia diana en un sustrato y ejercer la funcién proteolitica. Las soluciones técnicas de la presente
divulgacién que implican plasmindgeno abarcan soluciones técnicas en las que el plasminégeno se reemplaza con un
fragmento activo de plasminégeno. El fragmento activo de plasminégeno es una proteina que comprende una serina
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proteasa principal del plasmindgeno. Preferiblemente, el fragmento activo de plasminégeno comprende la SEQ ID No. 14,
0 Una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos 80%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98% 0 99% con la SEQ ID No. Por lo tanto, el plasminégeno de la presente invencién comprende una proteina
que contiene el fragmento activo del plasmindgeno y que todavia tiene la actividad plasminégena. El fragmento activo de
plasmindgeno de la presente invencidn es como se define en las reivindicaciones.

[0073] En la actualidad, los métodos para determinar el plasmindégeno y su actividad en sangre incluyen: deteccidén de
la actividad activadora del plasmindgeno tisular (t-PAA), deteccién del antigeno activador del plasmindgeno tisular (t-
PAAg) en plasma, deteccién de la actividad del plasminégeno tisular (plgA) en plasma, deteccién del antigeno
plasminégeno tisular (plgAg) en plasma, deteccién de la actividad del inhibidor de los activadores plasmindgenos tisulares
en plasma, deteccién de antigenos inhibidores de los activadores plasminégenos tisulares en plasma y deteccién del
complejo plasmina-antiplasmina (PAP) en plasma. El método de deteccidén mas utilizado es el método del sustrato
cromogénico: la estreptoquinasa (SK) y un sustrato cromogénico se afiaden a un plasma de prueba, el PLG en el plasma
de prueba se convierte en PLM por la accién de SK, PLM actla sobre el sustrato cromogénico, y luego se determina que
el aumento de absorbancia es directamente proporcional a la actividad del plasminégeno utilizando un espectrofotémetro.
Ademas, la actividad plasminégena en sangre también puede determinarse mediante inmunoquimica, electroforesis en
gel, inmunonefelometria, radioinmunodifusién y similares.

[0074] "Ortélogos u ortélogos" se refieren a homélogos entre diferentes especies, incluyendo tanto hombélogos de
proteinas como homéblogos de ADN, y también se conocen como hombélogos ortdlogos y homélogos 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 plasmindgeno natural humano, y también incluye
ortélogos u ortélogos de plasmindégenos derivados de diferentes especies y que tienen actividad plasminégena en la
medida en que esté cubierto por la definicién de plasmindégeno en las reivindicaciones.

[0075] "Variante sustituida conservadoramente"” se refiere a aquella en la que un residuo de aminoécido dado se cambia
sin alterar la conformacién y funcién general de la proteina o enzima, incluyendo, pero no limitado a, reemplazar un
aminodacido en la secuencia de aminoacidos de la proteina parental por un aminoéacido con propiedades similares (como
acidez, alcalinidad, hidrofobicidad, etc.). Los aminoacidos con propiedades similares son bien conocidos. Por ejemplo, la
arginina, la histidina y la lisina son aminoacidos basicos hidréfilos y son intercambiables. Del mismo modo, la isoleucina
es un aminoacido hidréfobo que puede ser reemplazado por leucina, metio-9 o valina. Por lo tanto, la similitud de dos
proteinas o secuencias de aminoéacidos con funciones similares puede ser diferente. Por ejemplo, la similitud (identidad)
es 70%-99% basado en el algoritmo MEGALIGN. "Variante sustituida conservativamente" también incluye un polipéptido
0 enzima que tiene una identidad de aminoacidos del 60% o mas, preferentemente del 75% o més, mas preferentemente
del 85% o mas, incluso mas preferentemente del 90% o mas segln lo determinado por el algoritmo BLAST o FASTA, y
que tiene las mismas propiedades o funciones o sustancialmente similares que la proteina o enzima natural o parental.

[0076] El plasminégeno "aislado" se refiere a la proteina plasminogénica que se aisla y/o recupera de su medio natural.
En algunas realizaciones, el plasminégeno se purificara (1) hasta una pureza superior al 90%, superior al 95% o superior
al 98% (en peso), determinada por el método Lowry, como por ejemplo superior al 99% (en peso); (2) hasta un grado
suficiente para obtener al menos 15 residuos de la secuencia de aminoéacidos N-terminal o interna utilizando 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 utilizando azul de Coomassie o
tincién de plata. El plasminégeno aislado también incluye el plasmindégeno preparado a partir de células recombinantes
mediante técnicas de bioingenieria y separado mediante al menos un paso de purificacién.

[0077] Los términos "polipéptido", "péptido" y "proteina” se usan indistintamente en el presente documento y se refieren
a formas poliméricas de aminoéacidos de cualquier longitud, que pueden incluir aminoacidos codificados genéticamente y
no codificados genéticamente, aminoécidos modificados o derivatizados quimica o bioquimicamente y polipéptidos que
tienen esqueletos peptidicos modificados. El término incluye proteinas de fusién, incluyendo, pero sin limitacién, proteinas
de fusién que tienen secuencias de aminoacidos heterdlogas, fusiones que tienen secuencias lider heterdlogas y
homdlogas (con o sin residuos de metionina N-terminales); y similares.

[0078] El "porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos (%)" con respecto a la secuencia polipeptidica de
referencia se define como el porcentaje de residuos de aminoécidos en la secuencia candidata idénticos a los residuos
de aminoécidos en la secuencia polipeptidica de referencia cuando se introduce un hueco seglin sea necesario para
lograr el maximo porcentaje 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
aminoécidos se puede lograr de varias maneras con los expertos en la técnica, por ejemplo, utilizando programas
informaticos disponibles publicamente, como el software BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los expertos
en la técnica pueden determinar parametros apropiados para alinear secuencias, incluyendo cualquier algoritmo necesario
para lograr la maxima comparacién en toda la longitud de las secuencias que se comparan. Sin embargo, para los fines
de la presente invencién, el valor de identidad de secuencia de aminoacidos porcentual se genera usando el programa
informatico de comparacién de secuencias ALIGN-2.
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[0079] En el caso de comparar secuencias de aminoacidos usando ALIGN-2, el % de identidad de secuencia de
aminodacidos de una secuencia de aminoacidos A dada en relacién con una secuencia de aminoacidos B dada (o puede
expresarse como una secuencia de aminoacidos A dada que tiene o contiene un cierto % de identidad de secuencia de
aminodacidos en relacién con, con o para una secuencia de aminoéacidos B dada) se calcula de la siguiente manera:

fraccion X/Y x 100

donde X es el numero de residuos de aminoacidos idénticamente emparejados puntuados por el programa de
alineamiento de secuencias ALIGN-2 en el alineamiento de A y B utilizando el programa, y donde Y es el numero total de
residuos de aminoacidos en B. Se apreciard que cuando la longitud de la secuencia de aminoacidos A no sea igual a la
longitud de la secuencia de aminoacidos 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 de % de identidad de secuencia de aminoécidos utilizados en el presente documento se
obtienen utilizando el programa de ordenador ALIGN-2, tal como se describe en el parrafo anterior.

[0080] Como se usa en el presente documento, los términos "tratamiento" y "prevencién" se refieren a la obtencién de
un efecto farmacolégico y/o fisiolégico deseado. El efecto puede ser la prevencién total 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 prevencién del
desarrollo de la enfermedad en un sujeto que puede tener una predisposicién a la enfermedad pero que no ha sido
diagnosticado como portador de la enfermedad; b) la supresién de la enfermedad, es decir, el bloqueo de su formacién; y
¢) el alivio de la enfermedad y/o sus sintomas, es decir, la eliminacién de la enfermedad y/o sus sintomas.

[0081] Los términos "individuo", "sujeto” y "paciente” se usan indistintamente en el presente documento y se refieren a
mamiferos, incluidos, entre otros, murinos (ratas y ratones), primates no humanos, seres humanos, perros, gatos,
animales con pezufias (por ejemplo, caballos, ganado vacuno, ovejas, cerdos, cabras), etc.

[0082] "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 segun el plasmindgeno utilizado, la gravedad de la
enfermedad y/o sus sintomas, asi como la edad, el peso corporal del sujeto a tratar y similares.

2. Preparacion del plasminégeno de la presente invencién

[0083] EI plasmindgeno 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 amino&cidos restantes en la secuencia. Varias formas de
SPPS, como Fmoc y Boc, se pueden utilizar para sintetizar plasmindgeno. Las técnicas para la sintesis en fase sélida se
describen en Barany and Solid-Phase Peptide Synthesis; pags. 3-284 en The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology. Vol.
2: Special Methods in Peptide Synthesis, Part A., Merrifield, et al. J. Am. Chem. Soc., 85: 2149-2156 (1963); Stewart et
al. Solid Phase Peptide Synthesis, 2nd ed. Pierce Chem. Co., Rockford, lll. (1984); y Ganesan A. 2006 Mini Rev. Med
Chem. 6:3-10 and Camarero JA et al. 2005 Protein Pept Lett. 12:723-8. Brevemente, las pequefias perlas porosas
insolubles se tratan con una unidad funcional sobre la cual se construye una cadena peptidica. Después de ciclos
repetidos de acoplamiento/desproteccién, la amina N-terminal libre de fase sélida unida se acopla a una sola unidad de
aminoécido N-protegido. Esta unidad es entonces desprotegida para exponer una nueva amina N-terminal que puede
unirse a otro aminoacido. El péptido permanece inmovilizado en la fase sélida antes de ser cortado.

[0084] Los métodos recombinantes estandar pueden usarse para producir el plasminégeno de la presente invencién.
Por ejemplo, un acido nucleico que codifica plasmindgeno se inserta en un vector de expresién, de modo que se une
operativamente a una secuencia reguladora en el vector de expresién. La secuencia reguladora de la expresién incluye,
pero no se limita a, promotores (por ejemplo, promotores asociados naturalmente o heterdlogos), secuencias sefial,
elementos potenciadores y secuencias de terminacién de la transcripcién. La regulacién de la expresiéon puede ser un
sistema promotor eucariota en un vector que es capaz de transformar o transfectar células huésped eucariotas (por
ejemplo, células COS o CHO). Una vez que el vector se incorpora en un huésped adecuado, el huésped se mantiene en
condiciones adecuadas para la expresién de alto nivel de la secuencia de nucleétidos y la recoleccidn y purificacién del
plasmiégeno.

[0085] Un vector de expresién adecuado generalmente se replica en un organismo huésped como episoma 0 como
parte integral del ADN cromosdmico del huésped. En general, un vector de expresion contiene un marcador selectivo (por
ejemplo, resistencia a amplicilina, resistencia a higromicina, resistencia a tetraciclina, resistencia a kanamicina o
resistencia a neomicina) para facilitar la deteccién de aquellas células exdgenas transformadas con una secuencia de
ADN deseada.

[0086] Escherichia coli es un ejemplo de células huésped procariotas que pueden usarse para clonar un polinucleétido
que codifica el anticuerpo sujeto. Otros huéspedes microbianos adecuados para su uso incluyen Bacillus, por ejemplo,
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Bacillus subtilis y otras especies de enterobacterias (como Salmonella spp. y Serratia spp.), y varias especies de
Pseudomonas spp. En estos huéspedes procariotas, también se pueden generar vectores de expresiéon que normalmente
contendran una secuencia de control de la expresién (por ejemplo, origen de replicacién) que es compatible con la célula
huésped. Ademas, habrd muchos promotores conocidos, como el sistema promotor de lactosa, el sistema promotor de
triptéfano (trp), el sistema promotor de beta-lactamasa o el sistema promotor del fago lambda. Opcionalmente, en el caso
de la maniulacién de una secuencia génica, un promotor normalmente controlara la expresion, y tiene una secuencia de
sitio de unién al ribosoma y similares para iniciar y completar la transcripcién y traduccion.

[0087] Otros microorganismos, como la levadura, también se pueden utilizar para la expresiéon. Saccharomyces (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 la expresion (por ejemplo, promotor), un origen de replicacién, una secuencia de
terminacién y similares, segln se requiera. Un promotor tipico comprende 3-fosfoglicerato quinasa y otras enzimas
glucoliticas. Los promotores de levadura inducibles incluyen especificamente promotores derivados de alcohol
deshidrogenasa, isocitocromo C y enzimas responsables de la utilizacién de maltosa y galactosa.

[0088] Ademés de microorganismos, las células de mamifero (por ejemplo, células de mamifero cultivadas en cultivo
celular in vitro) también puede usarse para expresar el plasmindégeno de la presente invencién. Véase Winnacker, From
Genes to Clones, VCH Publishers, Nueva York, Nueva York. (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, tal como un origen de replicacién, promotor y potenciador (Queen et al. Immunol. Rev. 89:49 (1986)), asi
como sitios de informaciéon de procesamiento necesarios, tales como un sitio de unién a ribosomas, sitio de corte y
empalme de ARN, sitio de poliadenilacién y secuencia terminadora de la transcripcion. Ejemplos de secuencias de control
de la expresiéon adecuadas son promotores derivados del gen de inmunoglobulina blanca, SV40, adenovirus, virus del
papiloma bovino, citomegalovirus y similares. Véase Co et al. J. Immunol. 148:1149 (1992).

[0089] Una vez sintetizado (quimica o recombinantemente), el plasminégeno de la presente invencién puede purificarse
de acuerdo con procedimientos estandar en la técnica, incluyendo precipitacién con sulfato de amonio, columna de
afinidad, cromatografia en columna, cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC), electroforesis en gel y similares. El
plasmindgeno es sustancialmente puro, por ejemplo, al menos aproximadamente 80% a 85% puro, al menos
aproximadamente 85% a 90% puro, al menos aproximadamente 90% a 95% puro, 0 98% a 99% puro o mas puro, por
ejemplo, libre de contaminantes tales como residuos celulares, macromoléculas distintas del anticuerpo sujeto y similares.

3. Formulaciones farmacéuticas

[0090] Una formulacién terapéutica puede prepararse mezclando plasminégeno de una pureza deseada con un
vehiculo, excipiente o estabilizador farmacéutico opcional (Remington’s Pharmaceutical Sciences, 16a edicién, Osol, A.
ed. (1980)) para formar una preparacion liofilizada o una solucién acuosa. Los portadores, excipientes y estabilizantes
aceptables no son toxicos para el receptor en las dosis y concentraciones empleadas, e incluyen tampones, como fosfatos,
citratos y otros &cidos organicos; antioxidantes, incluidos el acido 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 el p-hidroxibenzoato de metilo o de propilo; catecol;
resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos de unos 10 residuos);
proteinas, como la albumina sérica, la gelatina o las inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos, como la polivinilpirrolidona;
aminodacidos, como la glicina, la glutamina, la asparagina, la histidina, la arginina o la lisina; monosacéridos, disacéridos
y otros hidratos de carbono, como la glucosa, la manosa o las dextrinas; agentes quelantes, como el EDTA,; azUcares,
como la sacarosa, el manitol, la fucosa o el sorbitol, counteriones formadores de sal, como el sodio; complejos metélicos
(e. g., complejos zinc-proteina); y/o tensioactivos no iénicos, como TWEENTM, PLURONICSTM o polietilenglicol (PEG).
Las formulaciones preferidas de anticuerpos liofilizados anti-VEGF se describen en el documento WO 97/04801.

[0091] Las formulaciones de la invencién también pueden comprender uno 0 mas compuestos activos necesarios para
el estado particular a tratar, preferiblemente aquellos que son complementarios en actividad y no tienen efectos
secundarios entre si, por ejemplo, farmacos antihipertensivos, farmacos antiarritmicos, farmacos para tratar la diabetes
mellitus y similares.

[0092] El plasminégeno de la presente invencién puede encapsularse en microcapsulas preparadas mediante técnicas
tales como coacervacién o polimerizacién interfacial, por ejemplo, puede incorporarse en un sistema de administracion de
farmacos coloidales (por ejemplo, liposomas, microesferas de albUmina, microemulsiones, nanoparticulas y
nanocapsulas), o incorporarse en hidroximetilcelulosa o microcapsulas de gel y microcépsulas de poli(metacrilato de
metilo) en macroemulsiones. Estas técnicas se describen en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 16a edicién, Os-ol,
A. Ed. (1980).

[0093] EIl plasmindgeno de la presente invenciéon para administracién in vivo debe ser estéril. Esto se puede lograr
facilmente por filtracién a través de una membrana de filtracién estéril antes o después de la liofilizacién y reconstitucion.
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[0094] EI plasminégeno de la presente invencién se puede preparar en una preparacion de liberacién sostenida.
Ejemplos adecuados de preparaciones de liberacién sostenida incluyen matrices semipermeables poliméricas hidréfobas
sélidas que tienen una forma y contienen glucoproteinas, como peliculas o microcépsulas. Algunos ejemplos de matrices
de liberacién sostenida son los poliésteres, los hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietilmetacrilato)) (Langer et al. J.
Biomed. Mater. Res., 15: 167-277 (1981); and Langer, Chem. Tech., 12:98-105 (1982)), o poli(alcohol vinilico), polilactidos
(Patente estadounidense 3773919, y EP 58.481), copolimero de &cido L-glutamico y &cido y-etil-L-glutdmico (Sidman et
al. Biopolymers 22:547(1983)), acetato de etileno-vinilo no degradable (Langer et al. supra), o copolimeros de é&cido
lactico-acido glicdlico degradables tales como Lupron DepotTM (microesferas inyectables compuestas de copolimero de
acido lactico-acido glicélico y acetato de leuprolida), y acido poli D-(-)-3-hidroxibutirico. Los polimeros, como el etileno-
acetato de vinilo y el acido lactico-4cido glicélico, son capaces de liberar moléculas persistentemente durante 100 dias o
mas, mientras que algunos hidrogeles liberan proteinas durante un periodo de tiempo més corto. Se puede disefiar una
estrategia racional para la estabilizacién de proteinas basada en los mecanismos pertinentes. Por ejemplo, si se descubre
que el mecanismo de agregacién es la formacion de un enlace S-S intermolecular a través del intercambio de tio-disulfuro,
la estabilidad se logra modificando residuos de sulfhidrilo, liofilizando a partir de soluciones acidas, controlando el
contenido de humedad, usando aditivos apropiados y desarrollando composiciones de matriz polimérica especificas.

4. Administracion y dosis

[0095] La composicién farmacéutica de la presente invencién se administra de diferentes maneras, por ejemplo,
mediante administracién intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, intracraneal, intratecal, intraarterial (por ejemplo, a
través de la carétida), intramuscular, intranasal, tépica o intradérmica o parto de médula espinal o cerebro. Una
preparacién en aerosol, como una preparacién en aerosol nasal, comprende soluciones acuosas purificadas u otras
soluciones del agente activo junto con un conservante y un agente isoténico. Dichos preparados se ajustan a un pH 'y
estado isotdnico compatibles con la mucosa nasal.

[0096] En algunos casos, la composicion farmacéutica de plasminégeno de la presente invencién puede modificarse o
formularse de tal manera que proporcione su capacidad para cruzar la barrera hematoencefalica.

[0097] Los preparados para administracién parenteral incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones acuosas o no
acuosas estériles. Ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales como el aceite
de oliva y ésteres orgénicos inyectables como el oleato de etilo. Los vehiculos acuosos incluyen agua y soluciones,
emulsiones o suspensiones alcohdélicas/acuosas, incluida la solucién salina y los medios tamponados. Los vehiculos
parenterales incluyen solucién de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de sodio, o aceites fijos. Los
vehiculos intravenosos incluyen suplementos liquidos y nutrientes, suplementos electroliticos y similares. También pueden
estar presentes conservantes y otros aditivos, por ejemplo, agentes antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y
gases inertes.

[0098] En algunas realizaciones, el plasminégeno de la invencién se formula con un agente que promueve que el
plasmindgeno cruce la barrera hematoencefélica. En algunos casos, el plasmindégeno de la presente invencién se fusiona
directamente o a través de un conector a una molécula portadora, péptido o proteina que promueve la fusién para cruzar
la barrera hematoencefalica. En algunas realizaciones, el plasminégeno de la presente invencién se fusiona a un
polipéptido que se une a un receptor endégeno de barrera hematoencefalica (BHE). El polipéptido que esta unido al
plasmindgeno y se une a un receptor endégeno de la BHE promueve la fusiéon para cruzar la BHE. Los polipéptidos
adecuados que se unen a receptores endégenos de BHE incluyen anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos monoclonales)
o fragmentos de unién a antigeno de los mismos que se unen especificamente a receptores endégenos de BHE. Los
receptores de BHE endégenos adecuados incluyen, pero no se limitan a, receptores de insulina. En algunos casos, los
anticuerpos estan encapsulados en liposomas. Véase, por ejemplo, la publicacion de patente estadounidense n.°
2009/0156498.

[0099] EIl personal médico determinara el régimen posoldgico en funcién de diversos factores clinicos. Como es bien
sabido en el campo 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 a administrar, el sexo, la frecuencia y la via
de administracién, sobre toda la salud y otros farmacos administrados simultdneamente. El intervalo de dosificacién de la
composicién farmacéutica que comprende plasminégeno de la presente invencién puede ser, por ejemplo, tal como
aproximadamente 0,0001 a 2000 mg/kg, o aproximadamente 0,001 a 500 mg/kg (tal 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 diariamente. Por ejemplo, la edad de dosificacién
puede ser de 1 mg/kg de peso corporal 0 50 mg/kg de peso corporal, o en el intervalo de 1 mg/kg-50 mg/kg, o al menos
1 mg/kg. También se contemplan dosis por encima o por debajo de este intervalo ejemplar, especialmente considerando
los factores anteriores. Las dosificaciones intermedias en el intervalo anterior también estan incluidas en el alcance de la
presente invencidén. Un sujeto puede ser administrado con dichas dosis diariamente, en dias alternos, semanalmente o
con base en cualquier otro esquema determinado por analisis empirico. Un programa de dosificacion ejemplar incluye 1-
10 mg/kg durante dias consecutivos. La administracién duradera del farmaco de la presente invencién, el efecto
terapéutico y la seguridad de la trombosis y una enfermedad relacionada con la trombosis deben evaluarse en tiempo real
y regularmente.
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5. Eficacia del tratamiento y seguridad del tratamiento

[0100] Se puede evaluar la eficacia del tratamiento y la seguridad del tratamiento después de tratar a un sujeto con
plasmindgeno. Los contenidos comunes de seguimiento y evaluacién del efecto terapéutico de la osteoporosis
comprenden una encuesta de bajo aumento (reacciones adversas, medicamentos estandarizados, medidas basicas,
reevaluacién de los factores de riesgo de fractura, etc.), una nueva evaluacién de fracturas (fractura clinica, reduccion de
la altura corporal y examen imagineolégico), medicién de la densidad mineral 6sea (DMO) y deteccién de marcadores de
recambio 6seo (BTM), una reevaluacién exhaustiva basada en estos datos, etc. Entre ellos, la DMO es actualmente el
método més utilizado para monitorear y evaluar el efecto terapéutico. Por ejemplo, la DMO puede medirse por medio de
absorciometria de rayos X de energia dual (DXA), tomografia computarizada cuantitativa (QCT), medicién de absorcién
de un solo fotén (SPA) o ultrasonometria. La DMO puede detectarse una vez al afio después del inicio del tratamiento, y
después de que la DMO se haya estabilizado, el intervalo puede extenderse adecuadamente, por ejemplo, a una vez cada
2 afios. Para BTM, entre los indicadores serolégicos, el propéptido N-terminal (PINT) del procoldgeno sérico tipo 1 se
utiliza con relativa frecuencia en la actualidad como indicador de la formacién ésea, y el péptido C-terminal del procolageno
sérico tipo 1 (telopéptido C-terminal sérico, S-CTX) sirve como indicador de la resorcién 6sea. En funcién de los avances
de la investigacion, se ajustan, en su caso, indicadores de deteccién mas razonables. Los valores basales deben medirse
antes del inicio del tratamiento, y las detecciones se realizan 3 meses después de la aplicacién de una terapia
farmacolégica promotora de la formacién, y de 3 a 6 meses después de la aplicacién de una terapia farmacolégica
inhibidora de la resorcién. La BTM puede proporcionar informacion dindmica de los huesos, es independiente de la BMD
en efecto y funcién, y también es un medio de monitoreo complementario a la BMD. La combinacién de ambos tiene un
mayor valor clinico. En general, si la DMO aumenta o se estabiliza después del tratamiento, la DMO tiene un cambio
esperado y no se produce fractura durante el tratamiento, la respuesta al tratamiento puede considerarse buena. Ademés,
la sentencia de la seguridad del régimen terapéutico durante y después del tratamiento de un sujeto con plasminégeno y
sus variantes incluye, pero no se limita a, estadisticas de la semivida sérica, la semivida del tratamiento, la mediana de la
dosis toxica (TD50) y la mediana de la dosis letal (DL50) del farmaco en el cuerpo del sujeto, o la observacidén de diversos
acontecimientos adversos como la sensibilizacién que se produce durante o después del tratamiento.

6. Articulos de fabricacidn o kits

[0101] Un articulo manufacturado o un kit puede comprender el plasminégeno de la presente invencion. El articulo
incluye preferiblemente un envase, etiqueta o prospecto. Los recipientes adecuados incluyen botellas, viales, jeringas y
similares. El contenedor puede estar hecho de varios materiales, como vidrio o plastico. El envase contiene una posicién
que es eficaz para tratar la enfermedad o afeccién de la presente invencién y tiene un acceso estéril (por ejemplo, el
envase puede ser una bolsa o vial de solucién intravenosa que contiene un tap6n que puede ser perforado por una aguja
de inyeccién hipodérmica). Al menos un agente activo de la composicién es el plasminégeno. La etiqueta en o unida al
envase indica que la composicién se usa para tratar el envejecimiento o afecciones relacionadas con el envejecimiento
segln la presente invencién. El articulo puede comprender ademés un segundo recipiente que contenga un tampén
farmacéuticamente aceptable, tal como solucién salina tamponada con fosfato, solucién de Ringer y solucién de glucosa.
Puede comprender ademas otras sustancias necesarias desde el punto de vista comercial y del usuario, incluidos otros
tampones, diluyentes, filtros, agujas y jeringas. Ademés, el articulo comprende un prospecto con instrucciones de uso,
incluidas, por ejemplo, instrucciones para indicar a un usuario de la composicién que administre a un paciente la
composicién de plasmindgeno y otros farmacos para tratar una enfermedad acompafiante.

Breve descripcién de los dibujos

[0102] La Figura 1 muestra los resultados de deteccién de glucosa en sangre después de la administracién de
plasmindgeno a ratones diabéticos de 24 a 25 semanas de edad durante 10 dias y 31 dias. Los resultados muestran que
el nivel de glucosa en sangre en ratones del grupo al que se administré plasminégeno fue notablemente inferior al del
grupo control al que se administré vehiculo PBS, y la diferencia estadistica fue significativa (* indica P < 0,05 y ** indica P
< 0,01). Ademés, con la prolongacién del tiempo de administracion, el nivel de glucosa en sangre de los ratones del grupo
control al que se administré6 PBS vehicular tiende a elevarse, mientras que el nivel de glucosa en sangre del grupo al que
se administré plasminégeno disminuye gradualmente. Esto indica que el plasminégeno tiene un efecto hipoglucémico.
La Figura 2 muestra el efecto de la administracién de plasminégeno sobre la concentracién de fructosamina sérica en
ratones diabéticos. Los resultados de la deteccibn muestran que la concentracién de fructosamina sérica disminuye
notablemente tras la administracién de plasminégeno y, en comparacién con la de antes de la administracion, la diferencia
estadistica es extremadamente significativa (** indica P < 0,01). Esto indica que el plasminégeno puede reducir
significativamente la glucemia en ratones diabéticos. La Figura 3 muestra los resultados de deteccién de la hemoglobina
glicosilada en plasma tras la administracién de plasminégeno a ratones diabéticos de 26 semanas durante 35 dias. Los
resultados muestran que el valor DO de la hemoglobina glicosilada en los ratones del grupo administrado con
plasminégeno es notablemente inferior al del grupo de control administrado con el vehiculo PBS, y la diferencia estadistica
es extremadamente significativa (** indica P < 0,01). Esto indica que el plasmin6égeno tiene un efecto de reduccién de la
glucemia en los ratones diabéticos.

La Figura 4 muestra los resultados de deteccién de IPGTT después de la administraciéon de plasminégeno a ratones
diabéticos de 26 semanas de edad durante 10 dias. Los resultados muestran que después de la inyeccién intraperitoneal
de glucosa, el nivel de glucosa en sangre de los ratones del grupo al que se administré plasminégeno es inferior al del
grupo control al que se administré vehiculo PBS, y en comparacién con el grupo control al que se administrd vehiculo
PBS, la curva de tolerancia a la glucosa del grupo al que se administrd plasminégeno es més cercana a la del grupo de
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ratones normales. Esto indica que el plasminégeno puede mejorar notablemente la tolerancia a la glucosa de ratones
diabéticos. La Figura 5 muestra los resultados de la detecciéon de glucosa en sangre después del ayuno después de la
administracién de plasmindgeno a ratones con actividad PLG normal en un modelo T1DM durante 10 dias. Los resultados
muestran que el nivel de glucosa en sangre de los ratones en el grupo de control al que se administré vehiculo PBS es
notablemente mayor que en el grupo al que se administré plasminégeno, y la diferencia estadistica es extremadamente
significativa (*** indica P < 0,001). Esto indica que el plasminégeno puede reducir significativamente el nivel de glucosa
en sangre en ratones con actividad PLG normal en el modelo T1 DM.

La Figura 6 muestra los resultados de deteccién de IPGTT después de la administracién de plasmindgeno a ratones con
actividad PLG normal en un modelo T1DM durante 28 dias. Los resultados muestran que, tras la inyeccién de glucosa, la
concentracién de glu- cosa en sangre de los ratones del grupo de control administrado con vehiculo PBS es notablemente
superior a la del grupo administrado con plasminégeno, y en comparacién con el grupo de control administrado con
vehiculo PBS, la curva de tolerancia a la glucosa del grupo administrado con plasmindégeno se aproxima mas a la de los
ratones normales. Esto indica que el plasminégeno puede aumentar la tolerancia a la glucosa de los ratones con actividad
SPLG normal en el modelo de T1DM.

La Figura 7 muestra los resultados de deteccidén de insulina sérica después de la administracién de plasminégeno a
ratones diabéticos de 26 semanas de edad durante 35 dias. Los resultados muestran que el nivel sérico de insulina en el
grupo al que se administré plasminégeno es notablemente mayor que el grupo de control administrado con vehiculo PBS,
y la diferencia estadistica es significativa (* indica P < 0,05). Esto indica que el plasminégeno puede promover eficazmente
la secrecidn de insulina.

La Figura 8 muestra imagenes tefiidas con HE del pancreas y las proporciones de érea de los islotes pancreéaticos
después de la administracién de plasminégeno a ratones diabéticos de 24 a 25 semanas durante 31 dias. Ay B
representan grupos de control administrados con vehiculo PBS, C y D representan grupos administrados con
plasmindgeno, y E- representa los resultados del analisis cuantitativo del area de los islotes pancreaticos. Los resultados
muestran que la mayoria de los islotes pancreaticos en los grupos de control administrados con PBS vehicular estan

atrofiados, las células de los islotes pancredticos atrofiados son reemplazadas por acinos (indicado por |), y hay
hiperplasia acinar en el borde de los islotes pancreéticos, lo que hace que el limite entre los islotes pancreéticos y los
acinos no esté claro; en los grupos administrados con plasminégeno, la mayoria de los islotes pancreaticos son mas
grandes que los de los grupos de control, no hay hiperplasia acinar en los islotes pancreaticos, solo queda un pequefio
nimero de acinos en unos pocos islotes pancreaticos, y el limite entre los islotes pancredticos y los acinos es claro.
Comparando los grupos a los que se administré plasminégeno con los grupos control en términos de la relacidén de area
de islote pancreatico a pancreas, se encontré que la relacién de area en los grupos de administracién es casi el doble que
en los grupos control. Esto indica que el plasminégeno puede promover la reparacién de los islotes pancreaticos
deteriorados en ratones diabéticos de 24 a 25 semanas de edad, mediante los cuales se trata la diabetes mellitus
reparando los islotes pancreaticos deteriorados.

La Figura 9 muestra los resultados observados de la tincién roja de Sirius para islotes pancreaticos después de la
administracion de plasminégeno a ratones diabéticos de 24 a 25 semanas de edad durante 31 dias. A representa el grupo
control administrado con vehiculo PBS, B representa el grupo administrado con plasminégeno y C representa los
resultados del analisis cuantitativo. Los resultados mostraron que la deposicién de colageno (indicada por flecha) en el
islote pancreatico de ratones en el grupo al que se administré plasminégeno fue notablemente menor que en el grupo
control al que se administré vehiculo PBS, y la diferencia estadistica fue significativa (* indica P<0,05). Esto indica que el
plasmindgeno puede mejorar la fibrosis de los islotes pancreaticos en animales diabéticos.

La Figura 10 muestra los resultados observados de la tincién inmunohistoquimica para Caspasa-3 de los islotes
pancreéticos después de la administracién de plasmindgeno a ratones diabéticos de 24 a 25 semanas durante 31 dias. A
representa el grupo de control administrado con vehiculo PBS, y B representa el grupo administrado con plasminégeno.
Los resultados muestran que la expresion de Caspasa-3 (indicada por flecha) en el grupo al que se administré
plasmindgeno es notablemente inferior a la del grupo control al que se administr6 PBS vehicular. Esto indica que el
plasmindgeno puede re ducir la apoptosis de las células de los islotes pancreaticos y proteger el tejido pancreético de los
ratones diabéticos.

La Figura 11 muestra los resultados de la tincién inmunohistoquimica para insulina de los islotes pancreéticos después
de la administraciéon de plasminégeno a ratones diabéticos de 18 semanas durante 35 dias. A representa el grupo control
administrado con vehiculo PBS, B representa el grupo administrado con plasmindgeno y C representa los resultados del
analisis cuantitativo. Los resultados muestran que la expresién de insulina (indicada por ar-fila) en el grupo al que se
administré plasmindgeno es notablemente mayor que en el grupo control al que se administrd vehiculo PBS, y la diferencia
estadistica es casi significativa (P = 0,15). Esto indica que el plasminégeno puede promover la reparacién de la funcién
de los islotes pancreéticos y promover la produccidn y secrecién de insulina.

La Figura 12 muestra los resultados observados de la tincién inmunochistoquimica para insulina de los islotes pancreaticos
después de la administracién de plasminégeno a ratones diabéticos de 24 a 25 semanas durante 35 dias. A representa
el grupo control administrado con vehiculo PBS, B representa el grupo administrado con plasminégeno, y C representa
los resultados del andlisis cuantitativo. Los resultados muestran que la expresién de insulina (indicada por flecha) en el
grupo administrado con plasmindgeno es notablemente superior a la del grupo control administrado con vehiculo PBS, y
la diferencia estadistica es significativa (* indica P < 0,05). Esto indica que el plasminégeno puede promover la reparacidn
de la funcidn de los islotes pancreéticos y promover la produccién y secrecién de insulina.

La Figura 13 muestra los resultados de la tincién inmunohistoquimica para insulina de los islotes pancreéticos después
de la administracién de plasmindgeno a ratones diabéticos de 26 semanas de edad durante 35 dias. A representa el grupo
control administrado con vehiculo PBS, B representa el grupo administrado con plasminégeno y C representa los
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resultados del analisis cuantitativo. Los resultados muestran que la expresién de insulina (indicada por ar-fila) en el grupo
al que se administré plasminégeno es notablemente superior a la del grupo control al que se administré vehiculo PBS, y
la diferencia estadistica es extremadamente significativa (** indica P < 0,01). Esto indica que el plasminégeno puede
promover eficazmente la reparacidén de la funcién de los islotes pancreaticos y promover la produccién y secrecién de
insulina.

La Figura 14 muestra los resultados observados de la tincién inmunohistoquimica para NF-kB de los tejidos pancreaticos
después de la administracién de plasminégeno a ratones diabéticos de 24 a 25 semanas durante 31 dias. A representa
un grupo control normal, B representa el grupo control administrado con vehiculo PBS, C representa el grupo administrado
con plasmindégeno y D representa los resultados del analisis cuantitativo. Los resultados muestran que la expresién de
NF-kB (indicada por ar-fila) en el grupo administrado con plasminégeno es notablemente superior a la del grupo de control
ad- ministrado con vehiculo PBS, y la diferencia estadistica es significativa (* indica P < 0,05). Esto indica que el
plasmindgeno puede promover la expresidén del factor de transcripcién nuclear multidireccional NF-kB, favoreciendo asi
la reparacién de una inflamacién en el islote pancreatico de ratones diabéticos de 24 a 25 semanas.

La Figura 15 muestra los resultados inmunohistoquimicos observados para el glucagén de los islotes pancreaticos
después de la administracién de plasmindgeno a ratones diabéticos de 18 semanas durante 35 dias. A representa un
grupo control normal, B representa el grupo control administrado con vehiculo PBS, C representa el grupo administrado
con plasminégeno y D representa los resultados del analisis cuantitativo. Los resultados muestran que el glucagdn se
expresa en la regién de células a en la periferia del islote pancreatico en ratones de control normales. En comparacion
con el grupo al que se administrd el plasminégeno, las células positivas para glucagén (indicadas por flecha) en el grupo
de control al que se administré vehiculo PBS aumentan notablemente, las células positivas para glucagén se filtran en la
regién central del islote pancreatico, y los resultados del analisis cuantitativo de densidad éptica media muestran que la
diferencia estadistica es extremadamente significativa (** indica P < 0,01); y las células positivas para glucagén en el
grupo al que se administré plasminégeno se dispersan en la periferia del islote pancreatico, y en comparacioén con el grupo
PBS, la morfologia del islote pancreético en el grupo al que se administré plasminégeno es mas cercana a la de los
ratones normales. Esto indica que el plasminégeno puede inhibir significativamente la proliferacion de células de los islotes
pancreaticos a y la secrecién de glucagdn, y corregir la distribuciéon desordenada de células de los islotes pancreéticos,
promoviendo asi la reparacion de los islotes pancreaticos deteriorados.

La Figura 16 muestra los resultados inmunohistoquimicos observados para el glucagén de los islotes pancreaticos
después de la administracién de plasminégeno a ratones diabéticos de 24 a 25 semanas durante 35 dias. A representa
un grupo control normal, B representa un grupo control administrado con vehiculo PBS y C representa un grupo
administrado con plasminégeno. Los resultados muestran que el glucagdn se expresa en la regién de células a en la
periferia del islote pancreatico en ratones de control normales. En comparacién con el grupo administrado con
plasmindgeno, las células positivas para glucagdn (indicadas por flecha) en el grupo de control administrado con vehiculo
PBS aumentan notablemente, y las células positivas se infiltran en la regién central del islote pancredtico; y las células
positivas para glucagén en el grupo administrado con plasminégeno se dispersan en la periferia del islote pancreatico, y
en comparacién con el grupo PBS, la morfologia del islote pancreético en el grupo administrado con plasminégeno es
mas cercana a la de ratones normales. Esto indica que el plasminégeno puede inhibir significativamente la proliferacién
de las células del islote pancredtico ay la secrecién de glucagén, y corregir la distribucién desordenada de las células del
islote pancreatico a, favoreciendo asi la reparacién del islote pancreético dafiado.

La Figura 17 muestra los resultados inmunohistoquimicos observados para el glucagén de los islotes pancreaticos
después de la administracién de plasminégeno a ratones diabéticos de 26 semanas de edad durante 35 dias. A representa
un grupo control normal, B representa el grupo control administrado con vehiculo PBS, C representa el grupo administrado
con plasminégeno y D representa los resultados del analisis cuantitativo. Los resultados muestran que el glucagdn se
expresa en la regién de células a en la periferia del islote pancreatico en ratones de control normales. En comparacion
con el grupo al que se administr6 el gen plasminégeno, las células positivas (indicadas por flecha) en el grupo de control
al que se administré vehiculo PBS aumentan notablemente, las células positivas para glucagén se infiltran en la regién
central del islote pancreatico, y los resultados del analisis cuantitativo de densidad éptica media muestran una diferencia
estadistica (* indica P < 0,05); y las células positivas para glucagén en el grupo al que se administrd plasminégeno se
dispersan en la periferia del islote pancreatico, y en comparacién con el grupo PBS, la morfologia del islote pancreatico
en el grupo al que se administrd plasmindgeno es mas cercana a la de ratones normales. Esto indica que el plasminégeno
puede inhibir significativamente la proliferacién de células a de los islotes pancreéaticos y la secrecién de glucagén, y
corregir la distribucion desordenada de células de los islotes pancreéticos, promoviendo asi la reparaciéon de islotes
pancreaticos deteriorados.

La Figura 18 muestra los resultados inmunohistoquimicos observados para el glucagén del islote pancreatico después
de la administracién de plasminégeno a ratones con actividad PLG normal en un modelo T1DM durante 28 dias. A
representa el grupo control blanco, B representa el grupo control administrado con vehiculo PBS, C representa el grupo
administrado con plasminégeno y D representa los resultados del andlisis cuantitativo. Los resultados muestran que la
expresién positiva de glucagdn en el grupo control administrado con vehiculo PBS es notablemente mayor que en el grupo
administrado con plasminégeno, y los resultados del analisis cuantitativo de densidad 6ptica media muestran que la
diferencia estadistica es significativa (* indica P < 0,05). Esto indica que el plasmindgeno puede reducir significativamente
la secrecion de glucagdn de las células del islote pancreédtico a en ratones diabéticos y promover la reparacién de los
islotes pancreaticos emparejados.

La Figura 19 muestra los resultados inmunohistoquimicos observados para IRS-2 del islote pancreatico después de la
administraciéon de plasmindégeno a ratones diabéticos de 18 semanas durante 35 dias. A representa un grupo control
normal, B representa el grupo control administrado con vehiculo PBS, C representa el grupo administrado con
plasminégeno y D representa los resultados del analisis cuantitativo. Los resultados muestran que la expresion positiva
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de IRS-2 (indicado por flecha) en los islotes pancreaticos de ratones en el grupo de control administrado con vehiculo
PBS es notablemente menor que el del grupo al que se administré plasminégeno, y la diferencia estadistica es
extremadamente significativa (** indica P < 0,01); y El nivel de expresién de IRS-2 en el grupo al que se administré
plasmindgeno es mas cercano al de los ratones del grupo control normal que en el grupo al que se administré vehiculo
PBS. Esto indica que el plasmindgeno puede aumentar efectivamente la expresion de IRS-2 en las células de los islotes
pancreéticos, mejorar la transduccion de sefiales de insulina y reducir la lesién de las células B de los islotes pancreaticos
en ratones diabéticos.

La Figura 20 muestra los resultados inmunohistoquimicos observados para IRS-2 de los islotes pancreéticos después de
la administracién de plasminégeno a ratones diabéticos de 24 a 25 semanas durante 31 dias. A representa un grupo
control normal, B representa el grupo control administrado con vehiculo PBS, C representa el grupo administrado con
plasminégeno y D representa los resultados del analisis cuantitativo. Los resultados muestran que la expresion positiva
de IRS-2 (indicada por flecha) en los islotes pancreéticos de ratones en el grupo control administrado con vehiculo PBS
es notablemente menor que en el grupo administrado con plasmino-gen, y la diferencia estadistica es significativa (* indica
P < 0,05); y El nivel de expresién de IRS-2 en el grupo administrado con plasmindgeno es mas cercano al de ratones en
el grupo control normal que en el grupo administrado con vehiculo PBS. Esto indica que el plasminégeno puede aumentar
efectivamente la expresién de IRS-2 en las células de los islotes pancreaticos, mejorar la transduccién de sefiales de
insulina y reducir la lesidén de las células 3 de los islotes pancreaticos en ratones diabéticos.

La Figura 21 muestra los resultados inmunohistoquimicos observados para IRS-2 del islote pancreatico después de la
administraciéon de plasmindégeno a ratones diabéticos de 26 semanas durante 35 dias. A representa un grupo control
normal, B representa el grupo control administrado con vehiculo PBS, C representa el grupo administrado con
plasminégeno y D representa los resultados del analisis cuantitativo. Los resultados muestran que la expresion positiva
de IRS-2 (indicada por flecha) en los islotes pancreéticos de ratones en el grupo de control al que se administré vehiculo
PBS es notablemente menor que en el grupo al que se administré plasmindgeno; y El nivel de expresién de IRS-2 en el
grupo al que se administré plasminégeno es mas cercano al de ratones en el grupo de control normal que en el grupo al
que se administrd vehiculo PBS. Esto indica que el minégeno plasmatico puede aumentar efectivamente la expresion de
IRS-2 en las células de los islotes pancreaticos, mejorar la transduccién de sefiales de insulina y reducir la lesién de las
células B de los islotes pancreaticos en ratones diabéticos.

La Figura 22 muestra los resultados inmunohistoquimicos observados para IRS-2 del islote pancreético de ratones T1DM
con actividad PLG normal después de la administracién de plasmindgeno durante 28 dias. A representa un grupo control
normal, B representa un grupo control administrado con vehiculo PBS y C representa un grupo administrado con
plasmindgeno. Los resultados muestran que la expresién positiva del IRS-2 (indicada por la flecha) en los islotes
pancreéticos de los ratones del grupo de control ad- ministrado con PBS vehicular es notablemente inferior a la del grupo
administrado con plasminégeno, y el nivel de expresién del IRS-2 en el grupo administrado con plasminégeno se aproxima
mas al de los ratones del grupo de control normal que al del grupo ad- ministrado con PBS vehicular. Esto indica que el
plasminégeno puede aumentar eficazmente la expresién del IRS- 2 en las células de los islotes pancreaticos, mejorar la
transduccion de la sefial de la insulina y reducir la lesidn de las células B de los islotes pancreaticos en ratones con T1DM
con actividad normal de PLG.

La Figura 23 muestra los resultados inmunohistoquimicos observados para los neutréfilos de los islotes pancreaticos
después de la administracién de plasminégeno a ratones diabéticos de 26 semanas de edad durante 35 dias. A representa
un grupo control normal, B representa un grupo control administrado con vehiculo PBS y C representa un grupo
administrado con plasminégeno. Los resultados muestran que las células de expresidn positiva (indicadas por flecha) en
el grupo al que se administré plasminégeno son menores que las del grupo control al que se administré vehiculo PBS, y
el resultado del grupo al que se administré plasminégeno es mas cercano al del grupo control normal que al del grupo al
que se administrd vehiculo PBS. Esto indica que el plasminégeno puede reducir la infiltracién de neutréfilos.

La Figura 24 muestra los resultados inmunohistoquimicos observados para los neutréfilos de los islotes pancreaticos
después de la administracion de plasminégeno a ratones con actividad PLG alterada en un modelo T1DM durante 28
dias. A representa un grupo de control blanco, B representa un grupo de control administrado con vehiculo PBS y C
representa un grupo administrado con plasmindgeno. Los resultados muestran que las células de expresién positiva
(indicadas por flecha) en el grupo al que se administré plasminégeno son menores que las del grupo de control al que se
administrd vehiculo PBS, y el resultado del grupo al que se administré plasminégeno es mas cercano al del grupo de
control blanco que al del grupo al que se administrd vehiculo PBS. Esto indica que el minégeno plasmatico puede reducir
la infiltraciéon de neutréfilos de islotes pancreéticos en ratones con actividad PLG alterada en un modelo T1DM.

La Figura 25 muestra los resultados inmunohistoquimicos observados para los neutréfilos de los islotes pancreaticos
después de la administraciéon de plasminégeno a ratones con actividad PLG normal en un modelo T1DM durante 28 dias.
A representa un grupo de control blanco, B representa un grupo de control administrado con vehiculo PBS y C representa
un grupo administrado con plasminégeno. Los resultados muestran que las células de expresion positiva (indicadas por
flecha) en el grupo al que se administré plasminégeno son menores que las del grupo de control al que se administrd
vehiculo PBS, y el resultado del grupo al que se administré plasmindégeno es mas cercano al del grupo de control blanco
que al del grupo al que se administré vehiculo PBS. Esto indica que el plasminégeno puede promover la infiltracién de
neutréfilos de los islotes pancreéticos en ratones con actividad PLG normal en un modelo de T1DM.

La Figura 26 muestra los resultados inmunohistoquimicos observados para insulina de los islotes pancreéticos después
de la administraciéon de plasminégeno a ratones con actividad PLG alterada en un modelo T1DM durante 28 dias. A
representa un grupo de control blanco, B representa un grupo de control administrado con vehiculo PBS y C representa
un grupo administrado con plasminégeno. Los resultados inmunohistoquimicos muestran que la expresién positiva de
insulina (indicada por flecha) en el grupo al que se administré plasminégeno es notablemente superior a la del grupo de
control al que se administré vehiculo PBS, y el resultado del grupo al que se administrd plasminégeno es mas cercano al
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del grupo de control en blanco que al del grupo al que se administré vehiculo PBS. Esto indica que el plasmindgeno puede
promover la sintesis y secrecidén de insulina en ratones con actividad PLG alterada en un modelo T1DM.

La Figura 27 muestra los resultados inmunohistoquimicos observados para insulina de los islotes pancreaticos después
de la administracién de plasminégeno a ratones con actividad PLG normal en un modelo T1DM durante 28 dias. A
representa un grupo de control blanco, B representa un grupo de control administrado con vehiculo PBS y C representa
un grupo administrado con plasminégeno. Los resultados inmunohistoquimicos muestran que la expresién positiva de
insulina (indicada por flecha) en el grupo al que se administrd plasminégeno es notablemente superior a la del grupo de
control al que se administré vehiculo PBS, y el resultado del grupo al que se administrd plasminégeno es mas cercano al
del grupo de control en blanco que al del grupo al que se administré vehiculo PBS. Esto indica que el plasmindgeno puede
promover la sintesis y expresién de insulina en ratones con actividad PLG normal en un modelo T1DM.

La Figura 28 muestra los resultados inmunohistoquimicos observados para NF- KB de los islotes pancreaticos después
de la administraciéon de plasminégeno a ratones con actividad PLG alterada en un modelo T1DM durante 28 dias. A
representa un grupo de control blanco, B representa un grupo de control administrado con vehiculo PBS y C representa
un grupo administrado con plasminégeno. Los resultados muestran que la expresiéon de NF-kB (indicada por flecha) en el
grupo al que se administr6é el gen plasminogénico es notablemente superior a la del grupo control al que se administré
vehiculo PBS. Esto indica que el plasmindgeno puede promover la expresién del factor de reparacion de la inflamacién
NF-kB, promoviendo asi la reparacién de una inflamacién en el islote pancreético.

La Figura 29 muestra los resultados inmunohistoquimicos observados para kB NF del islote pancreédtico después de la
administracién de plasminégeno a ratones diabéticos de 18 semanas durante 35 dias. A representa el grupo de control
administrado con vehiculo PBS, y B representa el grupo administrado con plasminégeno. Los resultados experimentales
muestran que la expresion de NF-kB (indicado por flecha) en el grupo al que se administré plasminégeno es notablemente
superior al del grupo control al que se administré vehiculo PBS. Esto indica que el plasminégeno puede promover la
expresién del factor de transcripcién nuclear multidireccional NF-kB, promoviendo asi la reparacién de una inflamacién en
el islote pancreético de ratones diabéticos relativamente j6venes (18 semanas de edad).

La Figura 30 muestra los resultados inmunohistoquimicos observados para NF- KB del islote pancreético después de la
administracién de plasminégeno a ratones diabéticos de 26 semanas de edad durante 35 dias. A representa un grupo
control normal, B representa un grupo control administrado con vehiculo PBS y C representa un grupo administrado con
plasmindgeno. Los resultados del experimento de la presente invencién muestran que la expresién de NF-kB (indicada
por flecha) en el grupo al que se administré plasminégeno es notablemente mayor que en el grupo de control al que se
administrd PBS vehicular. Esto indica que el plasmindégeno puede promover la expresién del factor de transcripcién nuclear
multidireccional NF-kB, promoviendo asi la reparacién de una inflamacién en el islote pancreético de ratones diabéticos
relativamente viejos (26 semanas de edad).

La Figura 31 muestra los resultados inmunohistoquimicos observados para el TNF-a de los islotes pancreéaticos después
de la administraciéon de plasminégeno a ratones diabéticos de 24 a 25 semanas durante 31 dias. A representa un grupo
control normal, B representa un grupo control administrado con vehiculo PBS y C representa un grupo administrado con
plasmindgeno. Los resultados de la investigacién muestran que la expresion positiva de TNF-a (indicada por flecha) en el
grupo al que se administré plasmindgeno es notablemente superior a la del grupo de control al que se administré vehiculo
PBS, y el resultado del grupo al que se administré plasminégeno es mas cercano al del grupo de control normal que al
del grupo al que se administré vehiculo PBS. Esto indica que el plasminégeno puede promover la expresién de TNF-q,
promoviendo asi la reparaciéon de los islotes pancreéticos deteriorados en ratones diabéticos de 24 a 25 semanas de
edad.

La Figura 32 muestra los resultados inmunohistoquimicos observados para el TNF-a de los islotes pancreéaticos después
de la administracién de plasminégeno a ratones diabéticos de 26 semanas de edad durante 31 dias. A representa un
grupo control normal, B representa un grupo control administrado con vehiculo PBS y C representa un grupo administrado
con plasminégeno. Los resultados de la investigacién muestran que la expresién positiva de TNF-a (indicada por flecha)
en el grupo al que se administré plasmindgeno es notablemente superior a la del grupo de control al que se administré
vehiculo PBS, y el resultado del grupo al que se administrd plasmindégeno es mas cercano al del grupo de control normal
que al del grupo al que se administrd vehiculo PBS. Esto indica que el plasmindgeno puede promover la expresién de
TNF-a, promoviendo asi la reparacién de los islotes pancreaticos deteriorados en ratones diabéticos de 26 semanas de
edad.

La Figura 33 muestra los resultados inmunohistoquimicos observados para TNF-a de los islotes pancreaticos después
de la administraciéon de plasminégeno a ratones con actividad PLG alterada en un modelo T1DM durante 28 dias. A
representa el grupo de control administrado con vehiculo PBS, y B representa el grupo administrado con plasminégeno.
Los resultados de la investigacién muestran que la expresidn positiva de TNF-a (indicada por flecha) en el grupo al que
se administrd plasminégeno es notablemente superior a la del grupo de control al que se administré vehiculo PBS. Esto
indica que el plasminégeno puede promover la expresién de TNF-a promoviendo asi la reparacién de islotes pancreaticos
deteriorados en ratones con actividad PLG deteriorada en un modelo T1DM.

La Figura 34 muestra los resultados inmunochistoquimicos observados para IgM de los islotes pancreaticos después de
la administracion de plasmindégeno a ratones con actividad PLG alterada en un modelo T1DM durante 28 dias. A
representa un grupo de control blanco, B representa un grupo de control administrado con vehiculo PBS y C representa
un grupo administrado con plasmindgeno. Los resultados de la investigacidn de este experimento muestran que la
expresion positiva de IgM (indicada por flecha) en el grupo al que se administré plasminégeno es notablemente inferior a
la del grupo control al que se administré vehiculo PBS, y el resultado del grupo al que se administré plasminégeno es mas
cercano al del grupo control normal que al del grupo al que se administré vehiculo PBS. Esto indica que el plasminégeno
puede reducir la expresién de IgM, reduciendo asi la alteracién de los islotes pancreéticos en ratones con actividad PLG
alterada en un modelo T1DM.
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La Figura 35 muestra los resultados de la tincibn TUNEL de los islotes pancreaticos tras la administracion de
plasmindgeno a ratones diabéticos de 24 a 25 semanas durante 31 dias. A representa un grupo control normal, B
representa un grupo control administrado con vehiculo PBS, y C representa un grupo administrado con plasminégeno.
Los resultados de este experimento muestran que el nimero de células positivas (indicadas por flecha) en el grupo
administrado con plasminégeno es notablemente menor que en el grupo de control administrado con vehiculo PBS. La
tincion positiva con TUNEL es extremadamente baja en el grupo de control normal. La tasa de apoptosis del grupo de
control normal es de aproximadamente un 8%, la tasa de apoptosis en el grupo administrado con PBS vehiculo es de
aproximadamente un 93%, y la tasa de apoptosis en el grupo administrado con plasminégeno es de aproximadamente un
16%. Esto indica que el grupo de plasminégeno puede reducir significativamente la apoptosis de las células de los islotes
pancreaticos en ratones diabéticos.

La Figura 36 muestra los resultados de deteccién de fructosamina sérica después de la administracién de plasminégeno
a ratones diabéticos de 26 semanas de edad durante 35 dias. Los resultados de la deteccién muestran que la
concentracién de fructosamina sérica en el grupo administrado con plasminégeno es notablemente inferior a la del grupo
de control administrado con el vehiculo PBS, y la diferencia estadistica es casi significativa (P = 0,06). Esto indica que el
plasmindgeno puede reducir significativamente el nivel de glucosa en sangre de los ratones diabéticos.

La Figura 37 muestra los resultados de la deteccidén de glucosa en sangre después de la administracién de plasminégeno
a ratones en un modelo T1DM durante 20 dias. Los resultados muestran que el nivel de glucosa en sangre de los ratones
en el grupo control administrado con vehiculo PBS es notablemente mayor que el de los ratones en el grupo administrado
con plasminégeno, y la diferencia estadistica es significativa (P = 0,04). Esto indica que el plasminégeno puede promover
la capacidad de descomposicién de la glucosa en ratones T1DM, reduciendo asi la glucosa en sangre.

La Figura 38 muestra los resultados de deteccién de insulina sérica después de la administracién de plasminégeno a
ratones en un modelo T1DM durante 20 dias. Los resultados muestran que la concentracién de insulina sérica en los
ratones del grupo de control administrado con vehiculo PBS es notablemente inferior a la de los ratones del grupo
administrado con plasminégeno, y la diferencia estadistica es casi significativa (P = 0,08). Esto indica que el plasminégeno
puede promover la secrecién de insulina en ratones T1DM.

Ejemplos
Ejemplo 1. El plasminégeno reduce la glucemia en ratones diabéticos

[0103] Ocho ratones macho db/db de 24 a 25 semanas de edad se dividieron aleatoriamente en dos grupos, un grupo
de 5 ratones administrados con plasminégeno y un grupo de control de 3 ratones administrados con vehiculo PBS. Los
ratones fueron pesados y agrupados el dia que comenzé el experimento, es decir, el dia 0. El plasminégeno o PBS se
administré a partir del dia 1. A los ratones del grupo al que se administré plasminégeno se les inyecté plasminégeno
humano 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
administrd vehiculo PBS se les inyectd un volumen igual de PBS a través de la vena de la cola, durando ambos 31 dias
consecutivos. Después de ayunar durante 16 horas los dias 10 y 31, la prueba de glucosa en sangre se llevé a cabo
utilizando un papel de prueba de glucosa en sangre (Roche, Mannheim, Alemania).

[0104] Los resultados muestran que el nivel de glucosa en sangre en ratones del grupo al que se administré
plasmindgeno fue notablemente inferior al del grupo de control al que se administré vehiculo PBS, y la diferencia
estadistica fue significativa (* indica P < 0,05 y ** indica P < 0,01). Ademés, con la prolongacién del tiempo de
administracién, el nivel de glucosa en sangre de los ratones del grupo de control al que se administré vehiculo PBS tiende
a aumentar, mientras que el nivel de glucosa en sangre del grupo al que se administré plasmindégeno disminuye
gradualmente (figura 1). Esto indica que el plasminégeno tiene un efecto de reduccién de la glucosa en sangre en animales
diabéticos.

Ejemplo 2. Plasminégeno reduce el nivel de fructosamina en ratones diabéticos

[0105] Para cinco ratones macho db/db de 24 a 25 semanas de edad, se recogieron 50 ml de sangre del plexo venoso
en los globos oculares de cada ratén un dia antes de la administracién, registrada como dia 0, para detectar una
concentracién de fructosamina sérica; y a partir del dia 1, se administra plasmindégeno durante 31 dias consecutivos. El
dia 32, se extrajo sangre de los globos oculares extraidos para detectar la concentracién de fructosamina sérica. La
concentracién de fructosamina se midié utilizando un kit de deteccién de fructosamina (A037-2, Nanjing Jiancheng).

[0106] La concentracidn de fructosamina refleja el nivel promedio de glucosa en sangre dentro de 1 a 3 semanas. Los
resultados muestran que la concentracién de fructosamina sérica disminuye notablemente después de la administracién
de plasminégeno, y en comparacién con la anterior a la administracion, la diferencia estadistica es extremadamente
significativa (Figura 2). Esto indica que el plasminégeno puede reducir eficazmente la glucosa en sangre en animales
diabéticos.

Ejemplo 3. Plasminégeno reduce el nivel de hemoglobo glicosilado en ratones diabéticos
[0107] Nueve ratones db/db machos de 26 semanas de edad fueron pesados y luego divididos aleatoriamente, segln
el peso corporal, en dos grupos, un grupo de 4 ratones administrados con plasminégeno y un grupo de control de 5 ratones

administrados con el vehiculo PBS, el dia en que se inici6 el experimento. A partir del dia 1, se administré plasminégeno
o PBS. A los ratones del grupo al que se administrd plasminégeno se les inyectd plasminégeno humano a una dosis de 2
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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 administrd vehiculo PBS
se les inyectd un volumen igual de PBS a través de la vena de la cola, ambos con una duracién de 35 dias consecutivos.
El dia 35, los ratones estuvieron en ayunas durante 16 horas, y el dia 36, se extrajo la sangre de los globos oculares
extraidos para detectar la concentraciéon de hemoglobina glucosilada en plasma.

[0108] EIl contenido de hemoglobina glicosilada puede reflejar generalmente el control de la glucosa en sangre en un
paciente con- en las Ultimas 8 a 12 semanas. Los resultados muestran que la concentracién de hemoglobina glucosilada
en los ratones del grupo al que se administré plasminégeno es notablemente inferior a la del grupo control al que se
administrd vehiculo PBS, y la diferencia estadistica es significativa (Figura 3). Esto indica que el plasminégeno puede
reducir efectivamente el nivel de glucosa en sangre en animales diabéticos.

Ejemplo 4. Plasminégeno mejora la tolerancia a la glucosa de ratones diabéticos

[0109] Nueve ratones macho db/db de 26 semanas de edad y tres ratones db/m estuvieron involucrados. El dia que se
inici6 el experimento, se pesaron los ratones db/db y luego se dividieron aleatoriamente, segln el peso corporal, en dos
grupos, un grupo de 4 ratones a los que se administré plasminégeno y un grupo control de 5 ratones administrados con
vehiculo PBS, y los ratones db/m se utilizaron como grupo control normal. A partir del dia 1, se administrd plasminégeno
o PBS. A los ratones del grupo al que se administré el gen del plasminégeno se les inyect6 plasminégeno humano 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
vehiculo PBS se les inyect6 un volumen igual de PBS a través de la vena de la cola, ambos con una duracién de 10 dias
consecutivos. El dia 11, después de que los ratones estuvieron en ayunas durante 16 horas, a cada ratén se le inyecté
por via intraperitoneal una solucién de glucosa al 5% a 5 g/kg de peso corporal, y la concentracién de glucosa en sangre
se detecté 0, 30, 60, 90, 120 y 180 minutos usando un papel de prueba de glucosa en sangre (Roche, Mannheim,
Alemania).

[0110] Una prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (IPGTT) puede detectar la tolerancia de un cuerpo a la
glucosa. Se sabe en la técnica anterior que la tolerancia a la glucosa de un paciente diabético disminuye.

[0111] Los resultados experimentales muestran que después de la inyeccién intraperitoneal de glucosa, el nivel de
glucosa en sangre de los ratones en el grupo al que se administré plasminégeno es menor que en el grupo de control al
que se administré vehiculo PBS, y en comparacién con el grupo de control al que se administré vehiculo PBS, la curva
de tolerancia a la glucosa del grupo al que se administré plasmindgeno es més cercana a la del grupo de ratones normales
(Figura 4). Esto indica que el plasminégeno puede mejorar notablemente la tolerancia a la glucosa de los ratones
diabéticos.

Ejemplo 5. El plasmindgeno reduce el nivel de glucosa en sangre en ratones con actividad PLG normal en el
modelo T1DM

[0112] Diez ratones macho db/db de 9 a 10 semanas de edad con actividad nor-mal PLG se dividieron aleatoriamente
en dos grupos, un grupo control administrado con vehiculo PBS y un grupo administrado con plasminégeno, con 5 ratones
en cada grupo. Los dos grupos de ratones se mantuvieron en ayunas durante 4 horas y se les inyecté por via
intraperitoneal 200 mg/kg de tozotocina estreptocécica (STZ) (Sigma S0130), en una dosis Unica, para inducir T1DM [43].
12 dias después de la inyeccidén de STZ, se realizé la administracién y este dia se registré como dia de administracién 1.
Al grupo al que se administré plasminégeno se le inyecté plasmina humana a una dosis de 1 mg/0,1 ml/ratén/dia a través
de la vena de la cola, y al grupo control al que se administré vehiculo PBS se le inyecté un volumen igual de PBS a través
de la vena de la cola, ambos con una duracién de 10 dias consecutivos. El dia 11, después de ayunar a los ratones
durante 6 horas, se llevé a cabo la prueba de glucosa en sangre utilizando un papel de prueba de glucosa en sangre
(Roche, Mannheim, Alemania).

[0113] Los resultados muestran que el nivel de glucosa en sangre de los ratones en el grupo de control administrado
con vehiculo PBS es notablemente mayor que el de los ratones en el grupo administrado con plasminégeno, y la diferencia
estadistica es extremadamente significativa (Figura 5). Esto indica que el plasminégeno puede reducir significativamente
el nivel de glucosa en sangre en ratones con actividad PLG normal en el modelo T1DM.

Ejemplo 6. Plasmindgeno mejora la tolerancia a la glucosa en ratones modelo T1DM

[0114] Quince ratones macho db/db de 9 a 10 semanas de edad con actividad PLG normal se dividieron aleatoriamente
en tres grupos, un grupo control en blanco, un grupo control al que se administré vehiculo PBS y un grupo al que se
administré plasminégeno, con 5 ratones en cada grupo. Los ratones del grupo al que se administré vehiculo PBS vy el
grupo al que se administré plasminégeno se mantuvieron en ayunas durante 4 horas y después se les inyect6 por via
intraperitoneal 200 mg/kg de STZ (Sigma S0130), en una dosis Unica, para inducir T1DM [43], mientras que el grupo
blanco no se traté. 12 dias después de la inyeccién de STZ, se realiz6 la administracién y este dia se registré6 como dia
de administracion 1. Al grupo al que se administrdé plasminégeno se le inyecté plasmindgeno humano a una dosis de 1
mg/0,1 ml/ratdn/dia a través de la vena de la cola, y al grupo de control al que se administrd vehiculo PBS se le inyecté
un volumen igual de PBS a través de la vena de la cola, durando ambos 28 dias consecutivos. El dia 28, después de
ayunar a los ratones durante 6 horas, se inyectd solucién de glucosa al 5% por via intraperitoneal a 5 g/kg de peso
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corporal, y se detect6 la concentracién de glucosa en sangre 0, 15, 30, 60 y 90 minutos después de la inyeccién utilizando
un papel de prueba de glucosa en sangre (Roche, Mannheim, Alemania).

[0115] Una prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (IPGTT) puede detectar la tolerancia de un cuerpo a la
glucosa. Se sabe en la técnica anterior que la tolerancia a la glucosa de un paciente diabético disminuye.

[0116] Los resultados muestran que después de la inyeccién de glucosa, la concentracién de glucosa en sangre de los
ratones en el grupo de control administrado con vehiculo PBS es notablemente mas alta que en el grupo administrado
con plasminégeno, y en comparacién con el grupo de control administrado con vehiculo PBS, la curva de tolerancia a la
glucosa del grupo administrado con plasminégeno es mas cercana a la de los ratones normales (Figura 6). Esto indica
que el plasmindgeno puede aumentar la tolerancia a la glucosa de ratones con actividad PLG normal en el modelo T1DM.

Ejemplo 7. Plasminégeno promueve la funcién de secrecion de insulina en ratones diabéticos

[0117] Nueve ratones macho db/db de 26 semanas de edad se pesaron y se dividieron aleatoriamente, segun el peso
corporal, en dos grupos, un grupo de 4 ratones administrados con plasminégeno y un grupo control de 5 ratones
administrados con vehiculo PBS, el dia que comenzé el experimento que se registré como dia 0. A partir del primer dia,
se administré plasminégeno o PBS. Al grupo al que se administré plasminégeno se le inyecté plasminégeno humano a
una dosis de 2 mg/0,2 ml/ratén/dia a través de la vena de la cola, y al grupo de control al que se administrd vehiculo PBS
se le inyectd un volumen igual de PBS a través de la vena de la cola, ambos con una duracién de 35 dias consecutivos.
En el dia 35, los ratones se mantuvieron en ayunas durante 16 horas; y en el dia 36, se extrajo la sangre de los globos
oculares extraidos, y se centrifug6 para obtener un sobrenadante, y se detecté el nivel de insulina en suero usando un kit
de deteccidn de insulina (Mercodia AB) segun las instrucciones de uso.

[0118] Los resultados de la deteccidn muestran que el nivel sérico de insulina en el grupo al que se administré
plasmindgeno es notablemente mayor que en el grupo de control al que se administré vehiculo PBS, y la diferencia
estadistica es significativa (Figura 7). Esto indica que el plasminégeno puede aumentar significativamente la secrecion de
insulina en ratones diabéticos.

Ejemplo 8. Efecto protector del plasminégeno sobre los pliegues pancreaticos de ratones diabéticos

[0119] Siete ratones macho db/db de 24 a 25 semanas de edad se pesaron y se dividieron aleatoriamente, segun el
peso corporal, en dos grupos, un grupo de 4 ratones administrados con plasminégeno y un grupo de control de 3 ratones
administrados con vehiculo PBS, el dia del inicio del experimento que se registré como dia 0. A partir del dia 1, se
administré minégeno plasmatico o PBS. A los ratones del grupo al que se administré plasminégeno se les inyecté
plasminégeno humano 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
control al que se administrd vehiculo PBS se les inyect6 un volumen igual de PBS a través de la vena de la cola, ambos
con una duracién de 31 dias consecutivos. El dia 32, los ratones fueron sacrificados, y el pancreas fue tomado y fijado en
paraformaldehido al 4%. Los tejidos pancreas fijados fueron embebidos en parafina después de la deshidratacién con
gradiente de alcohol y permeabilizacién con xileno. Las secciones de tejido tenian 3 um de espesor. Las secciones fueron
desparafinadas y rehidratadas, tefiidas con hematoxilina y eosina (tincién HE), diferenciadas con écido clorhidrico al 1%
en alcohol, y devueltas a azul con agua amoniacal. Las secciones fueron selladas después de deshidratacién con
gradiente de alcohol, y observadas bajo un microscopio éptico a 200x y 400x.

[0120] Los resultados muestran que la mayoria de los islotes pancreéticos en los grupos de control administrados con
vehiculo PBS (Figuras 8A y 8B) estan atrofiados, las células de los islotes pancreéticos atrofiadas se reemplazan por
acinos (indicados por ar-fila), y hay hiperplasia acinar en el borde de los islotes pancreaticos, lo que hace que el limite
entre los islotes pancreaticos y los acinos no esté claro; en los grupos administrados con plasminégeno (Figuras 8C y
8D), la mayoria de los islotes pancreaticos son méas grandes que los de los grupos de control, no hay hiperplasia acinar
en los islotes pancreéticos, solo un pequefio niUmero de acinos permanece en unos pocos islotes pancreaticos y el limite
entre los islotes pancreaticos y los acinos es claro. Comparando los grupos de administracién con los grupos control en
términos de la relacién de area de islote pancreatico a pancreas, se encuentra que la relacién de érea en los grupos de
administracién es casi el doble que en los grupos control (Figura 8E). Esto indica que el plasminégeno puede promover
la reparacién de los islotes pancreéticos deteriorados en ratones diabéticos, lo que sugiere que el plasminégeno puede
curar fundamentalmente la diabetes mellitus promoviendo la reparacién de los islotes pancreéticos deteriorados.

Ejemplo 9. Plasminégeno reduce la deposicién de colageno en el islote pancreatico de ratones diabéticos

[0121] Dieciséis ratones macho db/db de 24 a 25 semanas de edad se pesaron y se dividieron aleatoriamente, segln
el peso corporal, en dos grupos, un grupo de 10 ratones administrados con plasminégeno y un grupo de control de 6
ratones administrados con vehiculo PBS, el dia del inicio del experimento que se registré como dia 0. A partir del dia 1,
se administrd plasmindégeno o PBS. A los ratones del grupo al que se administré plasmindégeno se les inyecté
plasminégeno humano 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
control al que se administré vehiculo PBS se les inyect6 un volumen igual de PBS a través de la vena de la cola, ambos
con una duracién de 31 dias consecutivos. El dia 32, los ratones fueron sacrificados, y el pancreas fue tomado y fijado en
paraformaldehido al 4%. Los tejidos pancreas fijados fueron embebidos en parafina después de la deshidratacién con
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gradiente de alcohol y permeabilizacién con xileno. Las secciones de tejido tenian 3 um de espesor. Las secciones fueron
desparafinadas y rehidratadas y lavadas con agua una vez. Después de tefiir con rojo Sirius al 0,1% durante 60 min, las
secciones se lavaron con agua corriente. Después de tefiir con hematoxilina durante 1 min, las secciones se lavaron con
agua corriente, se diferenciaron con acido clorhidrico al 1% en alcohol y se devolvieron a azul con agua amoniacal, se
lavaron con agua corriente, se secaron y sellaron. Las secciones se observaron al microscopio 6ptico a 200x.

[0122] La tincién con rojo Sirio permite una tincidn duradera del coldgeno. Como método de tincién especial para
secciones patolégicas, la tincién roja de Sirius puede mostrar el tejido de colageno especificamente.

[0123] Los resultados de la tincidn muestran que la deposicién de colageno (indicada por flecha) en el islote pancreético
de los ratones en el grupo al que se administré plasminégeno (Figura 9B) fue notablemente menor que en el grupo control
al que se administré vehiculo PBS (Figura 9A), y la diferencia estadistica fue significativa (Figura 9C). Esto indica que el
plasminégeno puede reducir la fibrosis de los islotes pancreaticos en animales diabéticos.

Ejemplo 10. Plasminégeno reduce apoptosis de células de islotes pancreaticos en ratones diabéticos

[0124] Se pesaron seis ratones macho db/db de 24 a 25 semanas de edad y se dividieron aleatoriamente, segun el peso
corporal, en dos grupos, un grupo de 4 ratones administrados con plasminégeno y un grupo control de 2 ratones
administrados con vehiculo PBS, el dia que comenzé el experimento que se registré como dia 0. A partir del primer dia,
se administré plasminégeno o PBS. Al grupo al que se administré plasminégeno se le inyecté plasmindgeno humano a
una dosis de 2 mg/0,2 ml/ratén/dia a través de la vena de la cola, y al grupo de control al que se administrd vehiculo PBS
se le inyect6 un volumen igual de PBS a través de la vena de la cola, durando ambos 31 dias consecutivos. El dia 32, los
ratones fueron sacrificados y se tomd el pancreas y se fij6 en paraformaldehido al 4%. Los tejidos de pancreas fijados se
embebieron en parafina tras deshidratacién con gradiente de alcohol y permeabilizacién con xileno. El grosor de las
secciones de tejido fue de 3 m m. 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 liquido de suero de cabra normal al 5% (Vector laboratories, Inc.,
EE.UU.) durante 1 hora y, a continuacién, se desechd el liquido de suero de cabra y se marcaron los tejidos con un
rotulador PAP. Las secciones se incubaron con conejo anti-ratén Caspasa-3 (Abeam) a 4°C durante toda la noche y se
lavaron con PBS dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se incubaron con un anticuerpo secundario,
anticuerpo IgG de cabra anti-conejo (HRP) (Abeam), durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavaron con PBS dos
veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se revelaron con un kit DAB (Vector laboratories, Inc., EE.UU.). Después
de lavarlas con agua tres veces, las secciones se contratefiian con hematoxilina durante 30 segundos y se enjuagaban
con agua corriente durante 5 minutos. Tras la deshidratacion con gradiente, la permeabilizacién y el sellado, las secciones
se observaron al microscopio éptico a 200x.

[0125] La caspasa-3 es la enzima de escisidn terminal més importante en el proceso de apoptosis celular, y cuanta méas
expresion de la misma, mas células en estado apoptotico ¥4,

[0126] Los resultados del experimento de la presente invencién muestran que la expresién de Caspasa-3 (indicada por
flecha) en el grupo al que se administrd plasmindgeno (Figura 10B) es notablemente inferior a la del grupo control al que
se administré vehiculo PBS (Figura 10A). Esto indica que el plasminégeno puede reducir la apoptosis de las células de
los islotes pancreéticos.

Ejemplo 11. Plasminégeno promueve la expresion y secrecion de insulina en ratones diabéticos de 18 semanas

[0127] Ocho ratones macho db/db de 18 semanas de edad se pesaron y se dividieron aleatoriamente, segln el peso
corporal, en dos grupos, un grupo al que se le administré plasminégeno y un grupo control al que se le administré vehiculo
PBS, con 4 ratones en cada grupo, el dia que comenzé el experimento que se registré como dia 0. A partir del primer dia,
se administré plasminégeno o PBS. Al grupo al que se administré plasminégeno se le inyecté plasminégeno humano a
una dosis de 2 mg/0,2 ml/ratén/dia a través de la vena de la cola, y al grupo de control al que se administré PBS vehicular
se le inyect6 un volumen igual de PBS a través de la vena de la cola, durando ambos 31 dias consecutivos. El dia 36, los
ratones fueron sacrificados, y el pancreas fue tomado y fijado en paraformaldehido al 4%. Los tejidos pancreas fijados
fueron embebidos en parafina después de la deshidratacién con gradiente de alcohol y permeabilizacién con xileno. El
espesor de las secciones de tejido fue de 3 uym. Las secciones fueron desparafinadas y rehidratadas y lavadas 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 suero de cabra liquido normal al 5% (Vector
Laboratories, Inc., EE.UU.) durante 1 hora, y posteriormente, el suero de cabra liquido se descartd, y los tejidos se
rodearon con una pluma PAP. Las secciones se incubaron con anticuerpo de conejo anti-insulina de ratén (Abeam) a 4
°C durante la noche y se lavaron con PBS dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se incubaron con un
anticuerpo secundario, anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo (HRP) (Abeam), durante 1 hora a temperatura ambiente y
se lavaron con PBS dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones fueron desarrolladas con un kit DAB (Vector
laboratories, Inc., USA). Después de lavar con agua tres veces, las secciones se contratifieron con hematoxilina durante
30 segundos y se lavaron con agua corriente durante 5 minutos. Después del gradiente de deshidratacion,
permeabilizacidn y sellado, las secciones se observaron bajo un microscopio a 200x.
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[0128] Los resultados muestran que la expresiéon de insulina (indicada por flecha) en el grupo administrado con
plasmindgeno (Figura 11A) es notablemente mayor que en el grupo control administrado con PBS vehicular (Figura 11A),
y la diferencia estadistica es casi significativa (P = 0,15) (Figura 11C). Esto indica que el plasminégeno puede promover
la reparacién de la funcién de los islotes pancreaticos y promover la expresién y secrecién de insulina.

Ejemplo 12. El plasminégeno promueve la expresién y secrecién de insulina en ratones diabéticos de 24 a 25
semanas

[0129] Ocho ratones macho db/db de 24 a 25 semanas de edad se pesaron y se dividieron aleatoriamente, segtn el
peso corporal, en dos grupos, un grupo de 5 ratones administrados con minégeno plasmético y un grupo control de 3
ratones administrados con vehiculo PBS, el dia que comenzé el experimento que se registr6 como dia 0. A partir del
primer dia, se administré plasminégeno o PBS. Al grupo al que se administré plasminégeno se le inyectd plasminégeno
humano a una dosis de 2 mg/0,2 ml/ratén/dia a través de la vena de la cola, y al grupo de control al que se administré
vehiculo PBS se le inyectd un volumen igual de PBS a través de la vena de la cola, durando ambos 31 dias consecutivos.
El dia 32, los ratones fueron sacrificados, y el pancreas fue tomado y fijado en para-formaldehido al 4%. Los tejidos
pancreas fijados fueron embebidos en parafina después de la deshidratacién con gradiente de alcohol y permeabilizacién
con xileno. El espesor de las secciones de tejido fue de 3 pm. Las secciones fueron desparafinadas y rehidratadas y
lavadas 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 liquido de cabra normal al 5%
(Vector Laboratories, Inc., EE. UU.) durante 1 hora, y posteriormente, el suero liquido de cabra se descarté y los tejidos
se rodearon con una pluma PAP. Las secciones se incubaron con anticuerpo de conejo anti-insulina de ratén (Abeam) a
4 °C durante la noche y se lavaron con PBS dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se incubaron con un
anticuerpo secundario, anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo (HRP) (Abeam), durante 1 hora a temperatura ambiente y
se lavaron con PBS dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones fueron desarrolladas con un kit DAB (Vector
laboratories, Inc., USA). Después de lavar con agua tres veces, las secciones se contratifieron con hematoxilina durante
30 segundos y se lavaron con agua corriente durante 5 minutos. Después de la deshidratacién en gradiente,
permeabilizacidn y sellado, las secciones se sirvieron al microscopio a 200x.

[0130] Los resultados muestran que la expresiéon de insulina (indicada por flecha) en el grupo administrado con
mindgeno plasmatico es notablemente mayor que en el grupo de control administrado con PBS vehicular, y la diferencia
estadistica es significativa (P = 0,02) (Figura 12). Esto indica que el plasminégeno puede reparar eficazmente la funcién
de los islotes pancreéticos y promover la expresion y secrecién de insulina.

Ejemplo 13. Plasminédgeno promueve la reparacién de la sintesis de insulina y la funcién de secrecién de ratones
diabéticos

[0131] Nueve ratones macho db/db de 26 semanas de edad se pesaron y se dividieron aleatoriamente, segun el peso
corporal, en dos grupos, un grupo de 4 ratones administrados con plasminégeno y un grupo control de 5 ratones
administrados con vehiculo PBS, el dia que comenzé el experimento que se registré como dia 0. A partir del primer dia,
se administré plasminégeno o PBS. Al grupo al que se administré plasminégeno se le inyecté plasmindgeno humano a
una dosis de 2 mg/0,2 ml/ratén/dia a través de la vena de la cola, y al grupo de control al que se administrd vehiculo PBS
se le inyectd un volumen igual de PBS a través de la vena de la cola, ambos con una duracién de 35 dias consecutivos.
El dia 35, los ratones estuvieron en ayunas durante 16 horas; y el dia 36, los ratones fueron sacrificados, y el pancreas
fue tomado y fijado en dehido paraformal al 4%. Los tejidos pancreas fijados fueron encamados en parafina después de
deshidratacién con gradiente de alcohol y permeabilizacién con xileno. El espesor de las secciones de tejido fue de 3 um.
Las secciones fueron desparafinadas y rehidratadas y lavadas 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 suero liquido de cabra normal al 5% (Vector Laboratories, Inc., EE. UU.) durante 1 hora, y
posteriormente, el suero liquido de cabra se descartd y los tejidos se rodearon con una pluma PAP. Las secciones se
incubaron con anticuerpo de conejo anti-insulina de ratén (Abeam) a 4 °C durante la noche y se lavaron con PBS dos
veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se incubaron con un anticuerpo secundario, anticuerpo IgG de cabra
anti-conejo (HRP) (Abeam), durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavaron con PBS dos veces durante 5 minutos
cada vez. Las secciones fueron desarrolladas con un kit DAB (Vector laboratories, Inc., USA). Después de lavar con agua
tres veces, las secciones se contratifieron con hematoxilina durante 30 segundos y se lavaron con agua corriente durante
5 minutos. Después de la deshidratacién en gradiente, permeabilizacién y sellado, las secciones se sirvieron al
microscopio a 200x.

[0132] Los resultados muestran que la expresién de insulina (indicada por la flecha) en el grupo administrado con
plasmindgeno es notablemente superior a la del grupo de control administrado con el vehiculo PBS, y la diferencia
estadistica es extremadamente significativa (P = 0,005) (figura 13). Esto indica que el plasminégeno puede reparar
eficazmente la funcién de los islotes pancredticos de los ratones diabéticos y mejorar la ex- presién y secrecion de insulina.
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Ejemplo 14. El plasminégeno promueve la expresién del factor de transcripcién nuclear multidireccional NF-kB,
en islotes pancreaticos de ratones diabéticos de 24 a 25 semanas

[0133] Diez ratones macho db/db de 24 a 25 semanas de edad se pesaron y se dividieron aleatoriamente, de acuerdo
con el peso corporal, en dos grupos, un grupo de 4 ratones administrados con minégeno plasmatico y un grupo control
de 6 ratones administrados con vehiculo PBS, el dia que comenz6 el experimento que se registré como dia 0; ademas,
se usaron cuatro ratones db/m adicionales como grupo control normal y este grupo control normal no se traté. A partir del
primer dia, se administré plasmindégeno o PBS. Al grupo al que se administré plasminégeno se le inyectd plasminégeno
humano a una dosis de 2 mg/0,2 ml/ratén/dia a través de la vena de la cola, y al grupo de control al que se administré
PBS vehicular se le inyect6é un volumen igual de PBS a través de la vena de la cola, durando ambos 31 dias consecutivos.
El dia 32, los ratones fueron sacrificados, y el pancreas fue tomado y fijado en paraformaldehido al 4%. Los tejidos
pancreas fijados fueron embebidos en parafina después de la deshidratacién con gradiente de alcohol y permeabilizacién
con xileno. El espesor de las secciones de tejido fue de 3 pm. Las secciones fueron desparafinadas y rehidratadas y
lavadas 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 liquido normal al 5%
(Vector Laboratories, Inc., EE.UU.) durante 1 hora, y posteriormente, el suero de cabra liquido se descarté, y los tejidos
se rodearon con una pluma PAP. Las secciones se incubaron con conejo anti-ratbn NF KB (Abeam) a 4 °C durante la
noche y se lavaron con PBS dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se incubaron con un anticuerpo
secundario, anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo (HRP) (Abeam), durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavaron
con PBS dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones fueron desarrolladas con un kit DAB (Vector laboratories,
Inc., USA). Después de lavar con agua tres veces, las secciones se contratifieron con hematoxilina durante 30 segundos
y se lavaron con agua corriente durante 5 minutos. Después de la deshidratacién en gradiente, permeabilizacion y sellado,
las secciones se observaron al microscopio a 200x.

[0134] NF-kB es un miembro de la familia de proteinas del factor de transcripcién y juega un papel importante en el
proceso de reparacién de una inflamacién #91,

[0135] Los resultados del experimento de la presente invencion muestran que la expresién de NF-kB (indicada por
flecha) en el grupo al que se administré6 plasminégeno es notablemente mayor que en el grupo de control al que se
administré vehiculo PBS, y la diferencia estadistica es significativa (Figura 14). Esto indica que el plasminégeno puede
promover la expresion del factor de transcripcién nuclear multidireccional NF-kB.

Ejemplo 15. El plasminégeno reduce la proliferacion de células a en ratones diabéticos de 18 semanas, restaura
la distribucién normal de células a y reduce la secrecién de glucagén.

[0136] Se pesaron ocho ratones macho db/db y tres ratones macho db/m, de 18 semanas de edad, y los ratones db/db
se dividieron aleatoriamente, segln el peso corporal, en dos grupos, un grupo al que se le administré plasminégeno y un
grupo control al que se le administré vehiculo PBS, con 4 ratones en cada grupo, el dia que comenzé el experimento que
se registré como dia 0; ademés, los ratones db/m se usaron como grupo control normal. A partir del dia 1, se administré
plasmindgeno o PBS. A los ratones del grupo al que se administré plasminégeno se les inyectd plasminégeno humano a
una dosis de 2 mg/0,2 ml/ratdn/dia a través de la vena de la cola, y a los ratones del grupo de control al que se administré
vehiculo PBS se les inyectd un volumen igual de PBS a través de la vena de la cola, ambos con una duracién de 35 dias
consecutivos. El dia 36, los ratones fueron sacrificados, y el pancreas fue tomado y fijado en para-formaldehido al 4%.
Los tejidos pancreas fijados fueron embebidos en parafina después de la deshidratacién con gradiente de alcohol y
permeabilizacién con xileno. El espesor de las secciones de tejido fue de 3 um. Las secciones fueron desparafinadas y
rehidratadas y lavadas con agua una vez. Los tejidos se rodearon con una pluma PAP, se incubaron con perdxido de
hidrégeno al 3% durante 15 minutos y se lavaron con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones
se bloquearon con suero de cabra normal al 5% (Vector Laboratories, Inc., EE. UU.) durante 30 minutos, y una vez
transcurrido el tiempo, se descarté el liquido de suero de cabra. Se afiadié gota a gota anticuerpo de conejo anti-glucagén
de ratdn (Abcam) a las secciones, se incubé a 4 °C durante la noche y se lavd con PBS 0,01 M dos veces durante 5
minutos cada vez. Las secciones se incubaron con un anticuerpo secundario, anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo
(HRP) (Abeam), durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavaron con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada
vez. Las secciones fueron desarrolladas con un kit DAB (Vector laboratories, Inc., USA). Después de lavar con agua tres
veces, las secciones se contratifieron con hematoxilina durante 30 segundos y se lavaron con agua corriente durante 5
minutos. Después de deshidratacién con gradiente de alcohol, permeabilizaciéon con xileno y sellado con goma neutra, se
observaron las secciones bajo microscopio 6ptico a 200x.

[0137] Las células del islote pancreético a sintetizan y secretan glucagén, que se distribuye principalmente en la regién
periférica del islote pancreatico.

[0138] Los resultados muestran que, en comparacion con el grupo administrado con plasminégeno (figura 15C), las
células positivas para el glucagén (indicadas con una flecha) en el grupo de control administrado con el vehiculo PBS
(figura 15B) aumentan notablemente, las células positivas se infiltran en la regién central del islote pancreatico y los
resultados del analisis cuantitativo de la densidad éptica media muestran una diferencia estadistica (** indica P < 0,01)
(figura 15D). 01) (figura 15D); y las células positivas para el glucagén en el grupo administrado con plasminégeno se
dispersan en la periferia del islote pancreético, y en comparacién con el grupo administrado con el vehiculo PBS, la
morfologia del islote pancreético en el grupo ad- ministrado con plasminégeno se aproxima mas a la del grupo de control
normal (figura 15A). Esto indica que el plasmindégeno puede inhibir significativamente la proliferacién de las células del
islote pancreatico a y la secrecion de glucagdén en ratones diabéticos de 18 semanas, y corregir la distribucién
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desordenada de las células del islote pancreatico a, lo que sugiere que el plasmindégeno pro- mueve la reparacién del
islote pancreatico dafiado.

Ejemplo 16. El plasminégeno reduce la proliferacién de células en ratones diabéticos de 24 a 25 semanas de edad,
restaura la distribucién normal de células y reduce la secrecién de glucagén.

[0139] Once ratones macho db/db y cinco ratones macho db/m, de 24-25 semanas de edad, se pesaron y los ratones
db/db se pesaron y luego se dividieron aleatoriamente en dos grupos, un grupo de 5 ratones administrados con
plasminégeno y un grupo control de 6 ratones administrados con vehiculo PBS, el dia que comenzd el experimento que
se registré como dia 0; ademés, los ratones db/m se usaron como grupo control normal. A partir del dia 1, se administré
plasmindgeno o PBS. A los ratones del grupo al que se administré plasminégeno se les inyectd plasminégeno humano a
una dosis de 2 mg/0,2 ml/ratdn/dia a través de la vena de la cola, y a los ratones del grupo control al que se administré
vehiculo PBS se les inyectd un volumen igual de PBS a través de la vena de la cola o sin liquido, ambos con una duracién
de 31 dias consecutivos. El dia 32, los ratones fueron sacrificados, y el pancreas fue tomado y fijado en paraformaldehido
al 4%. Los tejidos pancreas fijados fueron embebidos en parafina después de la deshidratacién con gradiente de alcohol
y permeabilizacién con xileno. El espesor de las secciones de tejido fue de 3 um. Las secciones fueron desparafinadas y
rehidratadas y lavadas con agua una vez. Los tejidos se rodearon con una pluma PAP, se incubaron con perdxido de
hidrégeno al 3% durante 15 minutos y se lavaron con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones
se bloquearon con suero de cabra normal al 5% (Vector Laboratories, Inc., EE.UU.) durante 30 minutos, y una vez
transcurrido el tiempo, se descarté el liquido de suero de cabra. Se afiadié gota a gota anticuerpo de conejo anti-glucagén
de ratdn (Abeam) a las secciones, se incubd a 4 °C durante la noche y se lavé con PBS 0,01 M dos veces durante 5
minutos cada vez. Las secciones se incubaron con un anticuerpo secundario, anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo
(HRP) (Abeam), durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavaron con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada
vez. Las secciones fueron desarrolladas con un kit DAB (Vector lab- oratories, Inc., USA). Después de lavar con agua tres
veces, las secciones se contratifieron con hematoxilina durante 30 segundos y se lavaron con agua corriente durante 5
minutos. Después de la deshidratacién con gradiente de alcohol, permeabilizacién con xileno y sellado con una goma
neutra, las secciones se observaron al microscopio 6ptico a 200x.

[0140] Las células del islote pancreatico sintetizan y secretan glucagén, que se distribuye principalmente en la regién
periférica del islote pancreatico.

[0141] Los resultados muestran que en comparaciéon con el grupo administrado con plasminégeno (Figura 16C), las
células positivas para glucagén (indicadas por flecha) en el grupo de control administrado con vehiculo PBS (Figura 16B)
aumentan notablemente, y las células positivas se infiltran en la regién central del islote pancreatico; y las células positivas
para glucagén en el grupo administrado con plasminégeno se dispersan en la periferia del islote pancreatico, y en
comparacion con el grupo administrado con vehiculo PBS, la morfologia del islote pancreético en el grupo administrado
con plasmindégeno es mas cercana a la del grupo de control normal (Figura 16A). Esto indica que el gen plasminégeno
puede inhibir significativamente la proliferacién de células pancreaticas y la secrecién de glucagén en ratones diabéticos
de 24 a 25 semanas de edad, y corregir la distribucién desordenada de las células del islote pancreético a, lo que sugiere
que el plasminégeno promueve la reparacién del islote pancreatico deteriorado.

Ejemplo 17. El plasminégeno inhibe la proliferacion de células a en ratones diabéticos de 26 semanas de edad,
restaura la distribuciéon normal de células a y reduce la secrecién de glucagén.

[0142] Se pesaron nueve ratones macho db/db y tres ratones macho db/m, de 26 semanas de edad, y los ratones db/db
se pesaron y luego se dividieron aleatoriamente en dos grupos, un grupo de 4 ratones administrados con plasminégeno
y un grupo control de 5 ratones administrados con vehiculo PBS, el dia que comenzé el experimento que se registréd como
dia 0; ademas, los ratones db/m se usaron como grupo control normal. A partir del dia 1, se administré plasminégeno o
PBS. A los ratones del grupo al que se administré plasminégeno se les inyectd plasminégeno humano 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 administrd vehiculo PBS
se les inyectd un volumen igual de PBS a través de la vena de la cola, ambos con una duracién de 35 dias consecutivos.
El dia 36, los ratones fueron sacrificados, y el pancreas fue tomado y fijado en paraformaldehido al 4%. Los tejidos
pancreas fijados fueron embebidos en parafina después de la deshidratacién con gradiente de alcohol y permeabilizacién
con xileno. El espesor de las secciones de tejido fue de 3 pm. Las secciones fueron desparafinadas y rehidratadas y
lavadas con agua una vez. Los tejidos se rodearon con una pluma PAP, se incubaron con perédxido de hidrégeno al 3%
durante 15 minutos y se lavaron con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se bloquearon
con suero de cabra normal al 5% (Vector Laboratories, Inc., EE.UU.) durante 30 minutos, y una vez transcurrido el tiempo,
se descart6 el liquido de suero de cabra. Se afiadié gota a gota anticuerpo de conejo anti-glucagén de ratén (Abeam) a
las secciones, se incub6 a 4 °C durante la noche y se lavé con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las
secciones fueron incubadas con un anticuerpo secundario, anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo (HRP) (Abeam),
durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavé con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones
fueron desarrolladas con un kit DAB (Vector laboratories, Inc., USA). Después de lavar con agua tres veces, las secciones
se contratifieron con hematoxilina durante 30 segundos y se lavaron con agua corriente durante 5 minutos. Después de
la deshidratacién con gradiente de alcohol, permeabilizacién con xileno y sellado con una goma neutra, las secciones se
observaron bajo un microscopio éptico a 200x.
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[0143] Las células del islote pancreatico sintetizan y secretan glucagén, que se distribuye principalmente en la regién
periférica del islote pancreatico.

[0144] Los resultados muestran que en comparaciéon con el grupo administrado con plasminégeno (Figura 17C), las
células positivas para glucagén (indicadas por flecha) en el grupo de control administrado con vehiculo PBS (Figura 17B)
aumentan notablemente, las células positivas se infiltran en la regién central del islote pancreético, y los resultados del
analisis cuantitativo de densidad éptica media muestran una diferencia estadistica (** indica P < 0,01) (Figura 17D); y las
células positivas para glucagdn en el grupo administrado con plasmindégeno se dispersan en la periferia del islote
pancreatico, y en comparacién con el grupo administrado con vehiculo PBS, la morfologia del islote pancreatico en el
grupo administrado con plasmindégeno es mas cercana a la del grupo de control normal (Figura 17A). Esto indica que el
plasmindgeno puede inhibir significativamente la proliferacién de células pancreaticas a y la secrecidén de glucagén en
ratones diabéticos de 26 semanas de edad, y corregir la distribucién desordenada de las células a de los islotes
pancreaticos, lo que sugiere que el plasminégeno promueve la reparacién de los islotes pancreaticos deteriorados.

Ejemplo 18. El plasminégeno reduce la secrecién de glucagén en ratones con actividad PLG normal en el modelo
de T1IDM

[0145] Quince ratones macho db/db de 9 a 10 semanas de edad con actividad PLG normal se dividieron aleatoriamente
en tres grupos, un grupo control en blanco, un grupo control al que se administré vehiculo PBS y un grupo al que se
administré plasminégeno, con 5 ratones en cada grupo. Los ratones del grupo al que se administré vehiculo PBS y el
grupo al que se administré plasminégeno se mantuvieron en ayunas durante 4 horas y después se les inyect6 por via
intraperitoneal 200 mg/kg de STZ (Sigma, Cat# S0130), en una dosis Unica, para inducir el modelo T1DM [43], mientras
que el grupo blanco no fue tratado. 12 dias después de la inyeccién, se llevd a cabo la administracién y este dia se fijé
como dia de administraciéon 1. Al grupo al que se administrd plasminégeno se le inyecté plasmin6égeno humano a una
dosis de 1 mg/0,1 ml/ratén/dia a través de la vena de la cola, y al grupo de control al que se administré vehiculo PBS se
le inyectd un volumen igual de PBS a través de la vena de la cola, durando ambos 28 dias consecutivos. El dia 29, los
ratones fueron sacrificados, y el pancreas fue tomado y fijado en paraformaldehido al 4%. Los tejidos pancreas fijados
fueron embebidos en parafina después de la deshidratacién con gradiente de alcohol y permeabilizacién con xileno. El
espesor de las secciones de tejido fue de 3 um. Las secciones fueron depiladas y rehidratadas y lavadas con agua una
vez. Los tejidos se rodearon con una pluma PAP, se incubaron con peréxido de hidrégeno al 3% durante 15 minutos y se
lavaron con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se bloquearon con suero de cabra normal
al 5% (Vector laboratories, Inc., EE.UU.) durante 30 minutos, y una vez transcurrido el tiempo, se descarté el liquido de
suero de cabra. Se afiadi6 gota a gota anticuerpo de conejo anti-glucagén de ratén (Abeam) a las secciones, se incubd a
4 °C durante la noche y se lavd con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se incubaron con
un anticuerpo secundario, anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo (HRP) (Abeam), durante 1 hora a temperatura ambiente
y se lavaron con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones fueron desarrolladas con un kit DAB
(Vector laboratories, Inc., USA). Después de lavar con agua tres veces, las secciones se contratifieron con hematoxilina
durante 30 segundos y se lavaron con agua corriente durante 5 minutos. Después de |la deshidratacién con gradiente de
alcohol, permeabilizacién con xileno y sellado con una goma neutra, las secciones se observaron bajo un microscopio
Optico a 200x.

[0146] Las células adel islote pancreatico a sintetizan y secretan glucagén, que se distribuye principalmente en la regidn
periférica del islote pancreatico.

[0147] Los resultados muestran que la expresion positiva de glucagén en el grupo control administrado con PBS
vehicular (Figura 18B) es notablemente mayor que la del grupo administrado con plasminégeno (Figura 18C), y los
resultados del andlisis cuantitativo de densidad 6ptica media muestran que la diferencia estadistica es significativa (Figura
18D); ademas, el resultado del grupo administrado con plasminégeno es mas cercano al del grupo control en blanco que
al del grupo administrado con PBS vehicular (Figura 18A). Esto indica que el plasminégeno puede reducir
significativamente la secrecién de glucagén de las células del islote pancreédtico a en ratones diabéticos inducidos por
STZ.

Ejemplo 19. El plasminégeno promueve la expresién del sustrato 2 del receptor de insulina (IRS-2) en los islotes
pancreéticos de ratones diabéticos de 18 semanas

[0148] Se pesaron siete ratones macho db/db y tres ratones macho db/m, de 18 semanas de edad, y los ratones db/db
se dividieron aleatoriamente, segun el peso corporal, en dos grupos, un grupo de 3 ratones administrados con minégeno
plasmatico y un grupo control de 4 ratones administrados con PBS vehicular, el dia que comenzé el experimento que se
registré6 como dia 0; ademas, los ratones db/m se utilizaron como grupo control normal. A partir del dia 1, se administré
plasminégeno o PBS. A los ratones del grupo al que se administré plasminégeno se les inyectd plasminégeno humano a
una dosis de 2 mg/0,2 ml/ratén/dia por la vena de la cola, y a los ratones del grupo control al que se administré vehiculo
PBS se les inyecté un volumen igual de PBS por la vena de la cola, ambos con una duracién de 35 dias consecutivos. El
dia 36, los ratones fueron sacrificados, y el pancreas fue tomado y fijado en paraformaldehido al 4%. Los tejidos pancreas
fijados fueron embebidos en parafina después de la deshidratacién con gradiente de alcohol y permeabilizacidn con xileno.
El espesor de las secciones de tejido fue de 3 um. Las secciones fueron desparafinadas y rehidratadas y lavadas con
agua una vez. Los tejidos se rodearon con una pluma PAP, se incubaron con peréxido de hidrégeno al 3% durante 15
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minutos y se lavaron con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se bloquearon con suero de
cabra normal al 5% (Vector Laboratories, Inc., EE.UU.) durante 30 minutos, y una vez transcurrido el tiempo, se descarté
el liquido de suero de cabra. Se afladié gota a gota anticuerpo de conejo anti-IRS-2 de ratén (Abeam) a las secciones, se
incub6 a 4 °C durante la noche y se lavé con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se
incubaron con un anticuerpo secundario, anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo (HRP) (Abeam), durante 1 hora a
temperatura ambiente y se lavaron con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones fueron
desarrolladas con un kit DAB (Vector laboratories, Inc., USA). Después de lavar con agua tres veces, las secciones se
contratifieron con hematoxilina durante 30 segundos y se lavaron con agua corriente durante 5 minutos. Después de
deshidratacién con gradiente de alcohol, permeabilizacién con xileno y sellado con goma neutra, se observaron las
secciones bajo microscopio 6ptico a 200x.

[0149] EI sustrato del receptor de insulina 2 (IRS-2) es un sustrato sobre el que puede actuar una tirosina quinasa
receptora de insulina activada, es una molécula importante en la ruta de transduccién de sefiales de insulina y es muy
importante para la supervivencia de las células B pancreéticas de los islotes. El IRS-2 tiene un efecto protector sobre las
células B de los islotes pancreaticos cuando aumenta su expresién y es crucial para el mantenimiento de las células 8 de
los islotes pancreaticos funcionales [46 471,

[0150] Los resultados inmunohistoquimicos de IRS-2 muestran que la expresién positiva de IRS-2 (indicada por flecha)
en los islotes pancreédticos de ratones en el grupo de control al que se administré vehiculo PBS (Figura 19B) es
notablemente inferior a la del grupo al que se administré vehiculo PBS (Figura 19C), y la diferencia estadistica es
extremadamente significativa (Figura 19D); ademés, el resultado del grupo al que se administré plasminégeno es mas
cercano al del grupo de control en blanco que al del grupo al que se administrd vehiculo PBS (Figura 19A). Esto indica
que el plasmindégeno puede aumentar efectivamente la expresién de IRS-2 en células de los islotes pancreaticos en
ratones diabéticos de 18 semanas de edad.

Ejemplo 20. Plasmindgeno promueve la expresién de IRS-2 en islotes pancreaticos de ratones diabéticos de 24 a
25 semanas

[0151] Se pesaron once ratones macho db/db y cinco ratones macho db/m, de 24-25 semanas de edad, y los ratones
db/db se dividieron aleatoriamente, segln el peso corporal, en dos grupos, un grupo de 5 ratones administrados con
plasmindgeno y un grupo control de 6 ratones administrados con vehiculo PBS, el dia que se inicié el experimento que se
registré como dia 0; ademas, se utilizaron los ratones db/m como grupo de control normal. A partir del dia 1, se administré
plasmindgeno o PBS. A los ratones del grupo al que se administré plasminégeno se les inyectd plasminégeno humano 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 control al que se administré
vehiculo PBS se les inyectd un volumen igual de PBS a través de la vena de la cola o sin liquido, ambos con una duracién
de 31 dias consecutivos. El dia 32, los ratones fueron sacrificados, y el pancreas fue tomado y fijado en paraformaldehido
al 4%. Los tejidos pancreas fijados fueron embebidos por afinidad parcial después de la deshidratacién con gradiente de
alcohol y permeabilizacién con xileno. El espesor de las secciones de tejido fue de 3 um. Las secciones fueron
desparafinadas y rehidratadas y lavadas con agua una vez. Los tejidos se rodearon con una pluma PAP, se incubaron
con peréxido de hidrégeno al 3% durante 15 minutos y se lavaron con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez.
Las secciones se bloquearon con suero de cabra normal al 5% (Vector Laboratories, Inc., EE. UU.) durante 30 minutos, y
una vez transcurrido el tiempo, se descarté el liquido de suero de cabra. Se afiadi6 gota a gota anticuerpo de conejo anti-
IRS-2 de ratén (Abeam) a las secciones, se incubd a 4°C durante la noche y se lavé con PBS 0,01 M dos veces durante
5 minutos cada vez. Las secciones se incubaron con un anticuerpo secundario, anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo
(HRP) (Abeam), durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavaron con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada
vez. Las secciones fueron desarrolladas con un kit DAB (Vector Laboratories, Inc., USA). Después de lavar con agua tres
veces, las secciones se contratifieron con hematoxilina durante 30 segundos y se lavaron con agua corriente durante 5
minutos. Después de deshidratacion con gradiente de alcohol, permeabilizaciéon con xileno y sellado con goma neutra, se
observaron las secciones bajo microscopio 6ptico a 200x.

[0152] Los resultados inmunohistoquimicos de IRS-2 muestran que la expresién positiva de IRS-2 (indicada por flecha)
en los islotes pancreaticos de ratones en el grupo control administrado con vehiculo PBS (Figura 20B) es notablemente
menor que la del grupo administrado con plasminégeno (Figura 20C), y la diferencia estadistica es significativa (Figura
20D); ademas, el resultado del grupo administrado con plasminégeno es mas cercano al del grupo control normal que al
del grupo administrado con vehiculo PBS (Figura 21A). Esto indica que el plasmindgeno puede aumentar efectivamente
la expresidn de IRS-2 en células de los islotes pancreaticos en ratones diabéticos de 24 a 25 semanas de edad.

Ejemplo 21. Plasminégeno promueve expresion de IRS-2 en islote pancreatico de ratones diabéticos de 26
semanas

[0153] Nueve ratones macho db/db y tres ratones macho db/m, de 26 semanas de edad, se pesaron y los ratones db/db
se dividieron aleatoriamente, de acuerdo con el peso corporal, en dos grupos, un grupo de 4 ratones administrados con
mindégeno plasmatico y un grupo control de 5 ratones administrados con vehiculo PBS, el dia en que se inici6 el
experimento, es decir, el dia 0; ademés, los ratones db/m se utilizaron como grupo de control. A partir del dia 1, se
administré plasminégeno o PBS. A los ratones del grupo al que se administré plasminégeno se les inyecté plasminégeno
humano 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
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administré vehiculo PBS se les inyectd un volumen igual de PBS a través de la vena de la cola, ambos con una duracién
de 35 dias consecutivos. El dia 36, los ratones fueron sacrificados, y el pancreas fue tomado y fijado en paraformaldehido
al 4%. Los tejidos pancreas fijados fueron embebidos en parafina después de la deshidratacién con gradiente de alcohol
y permeabilizacién con xileno. El espesor de las secciones de tejido fue de 3 um. Las secciones fueron desparafinadas y
rehidratadas y lavadas con agua una vez. Los tejidos se rodearon con una pluma PAP, se incubaron con perdxido de
hidrégeno al 3% durante 15 minutos y se lavaron con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones
se bloquearon con suero de cabra normal al 5% (Vector Laboratories, Inc., EE.UU.) durante 30 minutos, y una vez
transcurrido el tiempo, se descarté el liquido de suero de cabra. Se afiadié gota a gota anticuerpo de conejo anti-IRS-2
de ratdn (Abeam) a las secciones, se incub6 a 4°C durante la noche y se lavé con PBS 0,01 M dos veces durante 5
minutos cada vez. Las secciones se incubaron con un anticuerpo secundario, anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo
(HRP) (Abeam), durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavaron con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada
vez. Las secciones fueron desarrolladas con un kit DAB (Vector laboratories, Inc., USA). Después de lavar con agua tres
veces, las secciones se contratifieron con hematoxilina durante 30 segundos y se lavaron con agua corriente durante 5
minutos. Después de la deshidratacién con gradiente de alcohol, permeabilizacién con xileno y sellado con una goma
neutra, las secciones se observaron bajo un microscopio éptico a 2003.

[0154] Los resultados inmunohistoquimicos de IRS-2 muestran que la expresién positiva de IRS-2 (indicada por flecha)
en los islotes pancreéticos de ratones en el grupo de control administrado con vehiculo PBS (Figura 21B) es notablemente
inferior a la del grupo administrado con plasmindégeno (Figura 21C); y el nivel de expresién de IRS-2 en el grupo
administrado con plasmindégeno es mas cercano al de los ratones en el grupo de control normal (Figura 21A). Esto indica
que el plasmindégeno puede aumentar efectivamente la expresién de IRS-2 en células de los islotes pancreaticos en
ratones diabéticos de 26 semanas de edad.

Ejemplo 22. El plasminégeno promueve la expresion de IRS-2 en islotes pancreaticos de ratones T1DM con
actividad PLG normal

[0155] Quince ratones macho db/db de 9 a 10 semanas de edad con actividad PLG normal se dividieron aleatoriamente
en tres grupos, un grupo control en blanco, un grupo control al que se administré vehiculo PBS y un grupo al que se
administré plasmindgeno, con 5 ratones en cada grupo. Los ratones del grupo administrado con vehiculo PBS y del grupo
administrado con plasminégeno fueron ayunados durante 4 horas y luego se les inyectd por via intraperitoneal 200 mg/kg
de STZ (Sigma, Cat# S0130), en una dosis Unica, para inducir la diabetes mellitus de tipo | *3 mientras que el grupo en
blanco no fue tratado. 12 dias después de la inyeccidn, se llevé a cabo la administracién y este dia se fij6 como dia de
administraciéon 1. Al grupo administrado con plasminégeno se le inyecté plasmina humana a una dosis de 1 mg/0,1
mL/ratén/dia por la vena de la cola, y al grupo de control administrado con vehiculo PBS se le inyecté un volumen igual
de PBS por la vena de la cola, ambos durante 28 dias consecutivos. El dia 29, se sacrific6 a los ratones y se tomé el
pancreas y se fij6 en paraformaldehido al 4%. Los tejidos de pancreas fijados se incluyeron en parafina tras deshidratacién
con gradiente de alcohol y permeabilizaciéon con xileno. El grosor de las secciones de tejido fue de 3 um. Las secciones
se desparafinaron y rehidrataron y se lavaron con agua una vez. Los tejidos se marcaron con un rotulador PAP, se
incubaron con peréxido de hidrégeno al 3% durante 15 minutos y se lavaron con PBS 0,01M dos veces durante 5 minutos
cada vez. Las secciones se bloquearon con suero de cabra normal al 5% (Vector laboratories, Inc., EE.UU.) durante 30
minutos y, una vez transcurrido el tiempo, se deseché el liquido de suero de cabra. Se afiadib gota a gota anticuerpo IRS-
2 de conejo anti-ratdn (Abeam) a las secciones, se incubaron a 4°C durante toda la noche y se lavaron con PBS 0,01 M
dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se incubaron con un anticuerpo secundario, anticuerpo 1gG de
cabra anti-conejo (HRP) (Abeam), durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavaron con PBS 0,01 M dos veces durante
5 minutos cada vez. Las secciones se revelaron con un kit DAB (Vector laboratories, Inc., EE.UU.). Después de lavarlas
con agua tres veces, las secciones se tefiian con hematoxilina durante 30 segundos y se enjuagaban con agua corriente
durante 5 minutos. Tras la deshidratacién con alcohol en gradiente, la permeabilizaciéon con xilenohe y el sellado con una
goma neutra, las secciones se observaron al microscopio 6ptico a 200x.

[0156] Los resultados inmunohistoquimicos de IRS-2 muestran que la expresién positiva de IRS-2 (indicada por flecha)
en los islotes pancreéticos de ratones en el grupo de control administrado con vehiculo PBS (Figura 22B) es notablemente
inferior a la del grupo administrado con minégeno plasmatico (Figura 22C), y el resultado del grupo administrado con
plasmindgeno es mas cercano al del grupo de control en blanco que al del grupo administrado con vehiculo PBS (Figura
22A). Esto indica que el gen plasmino puede aumentar efectivamente la expresién de IRS-2 en células de islotes
pancreaticos en ratones de 9 a 10 semanas de edad con actividad PLG normal.

Ejemplo 23. El plasminégeno reduce la infiltracion de neutréfilos pancreaticos en ratones diabéticos de 24 a 26
semanas

[0157] Se incluyeron nueve ratones macho db/db y tres ratones macho db/m, de 24-26 semanas de edad, en los que
los ratones db/db se dividieron aleatoriamente en dos grupos, un grupo de 4 ratones administrados con plasminégeno y
un grupo control de 5 ratones administrados con vehiculo PBS, y los ratones db/m se usaron como grupo control normal.
El dia en que comenzd el experimento se registré el Dia 0, y los ratones fueron pesados y agrupados. A partir del segundo
dia del experimento, se administrd plasminégeno o PBS a los ratones, y el dia se registré como Dia 1. A los ratones del
grupo al que se administré plasminégeno se les inyectd plasminégeno humano 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 vehiculo PBS se les inyectd un
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volumen igual de PBS a través de la vena de la cola, ambos con una duracién de 35 dias consecutivos. El dia 36, los
ratones fueron sacrificados, y el pancreas fue tomado y fijado en paraformaldehido al 4%. Los tejidos pancreas fijados
fueron embebidos en parafina después de la deshidratacién con gradiente de alcohol y permeabilizacién con xileno. El
espesor de las secciones de tejido fue de 3 um. Las secciones fueron depiladas y rehidratadas y lavadas con agua una
vez. Los tejidos se rodearon con una pluma PAP, se incubaron con peréxido de hidrégeno al 3% durante 15 minutos y se
lavaron con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se bloquearon con suero de cabra normal
al 5% (Vector laboratories, Inc., EE.UU.) durante 30 minutos, y una vez transcurrido el tiempo, se descarté el liquido de
suero de cabra. Se afiadié gota a gota anticuerpo de conejo antineutréfilos de ratén (Abeam) a las secciones, se incubé
a 4 °C durante la noche y se lavd con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se incubaron
con un anticuerpo secundario, anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo (HRP) (Abeam), durante 1 hora a temperatura
ambiente y se lavaron con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones fueron desarrolladas con
un kit DAB (Vector laboratories, Inc., USA). Después de lavar con agua tres veces, las secciones se contratifieron con
hematoxilina durante 30 segundos y se lavaron con agua corriente durante 5 minutos. Después de la deshidratacién con
gradiente de alcohol, permeabilizacién con xileno y sellado con una goma neutra, las secciones se observaron bajo un
microscopio 6ptico a 200x.

[0158] Los neutréfilos son un miembro importante del sistema inmunitario celular no especifico, y cuando ocurre la
inflamacién, son atraidos al sitio de inflamacién por sustancias quimiotacticas.

[0159] Los resultados inmunohistoquimicos de los neutréfilos muestran que las células de expresidn positiva en el grupo
administrado con plasmindgeno (Figura 23C) son menores que las del grupo de control administrado con vehiculo PBS
(Figura 23B), y el resultado del grupo administrado con plasminégeno es més cercano al del grupo de control normal
(Figura 23A) que al del grupo administrado con vehiculo PBS.

Ejemplo 24. El plasminégeno reduce la infiltracién de neutréfilos de islotes pancreaticos en ratones con actividad
PLG alterada en el modelo T1DM

[0160] Diez ratones macho de 9 a 10 semanas de edad con actividad PLG alterada se dividieron aleatoriamente en tres
grupos, un grupo control en blanco de 3 ratones, un grupo control de 3 ratones administrados con PBS y un grupo de 4
ratones administrados con plasmindgeno. Los ratones del grupo administrados con vehiculo PBS y el grupo administrado
con plasminégeno se mantuvieron en ayunas durante 4 horas y luego se inyectaron por via intraperitoneal 200 mg/kg de
STZ (Sigma S0130), en una sola dosis, para inducir diabetes mellitus tipo | [43], mientras que el grupo blanco no fue
tratado. 12 dias después de la inyeccién, se llevé a cabo la administracion y este dia se fijé como dia de administracién
1. Al grupo al que se administré plasmindgeno se le inyecté plasmina humana a una dosis de 1 mg/0,1 ml/ratén/dia a
través de la vena de la cola, y al grupo control al que se administrd vehiculo PBS se le inyecté un volumen igual de PBS
a través de la vena de la cola, durando ambos 28 dias consecutivos. El dia 29, los ratones fueron sacrificados, y el
pancreas fue tomado y fijado en para-formaldehido al 4%. Los tejidos pancreas fijados fueron embebidos en parafina
después de la deshidratacién con gradiente de alcohol y permeabilizacién con xileno. El espesor de las secciones de
tejido fue de 3 um. Las secciones fueron desparafinadas y rehidratadas y lavadas con agua una vez. Los tejidos se
rodearon con una pluma PAP, se incubaron con peréxido de hidrégeno al 3% durante 15 minutos y se lavaron con PBS
0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se bloquearon con suero de cabra normal al 5% (Vector
Laboratories, Inc., EE. UU.) durante 30 minutos, y una vez transcurrido el tiempo, se descartd el liquido de suero de cabra.
Se afiadié gota a gota anticuerpo de conejo antineutréfilos de ratén (Abeam) a las secciones, se incubé a 4 °C durante la
noche y se lav6 con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se incubaron con un anticuerpo
secundario, anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo (HRP) (Abeam), durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavaron
con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones fueron desarrolladas con un kit DAB (Vector
laboratories, Inc., USA). Después de lavar con agua tres veces, las secciones se contratifieron con hematoxilina durante
30 segundos y se lavaron con agua corriente durante 5 minutos. Después de deshidrataciéon con gradiente de alcohol,
permeabilizacidén con xileno y sellado con goma neutra, se observaron las secciones bajo microscopio éptico a 400x.

[0161] Los resultados inmunohistoquimicos de los neutrdfilos muestran que las células de expresion positiva (indicadas
por flecha) en el grupo al que se administrd plasminégeno (figura 24C) son menores que las del grupo de control al que
se administré vehiculo PBS (figura 24B), y el resultado del grupo al que se administré plasminégeno es mas cercano al
del grupo de control en blanco (figura 24A) que al del grupo al que se administré vehiculo PBS.

Ejemplo 25. El plasminégeno reduce la infiltracién de neutréfilos de islotes pancreaticos en ratones con actividad
PLG normal en el modelo T1DM

[0162] Once ratones macho de 9 a 10 semanas de edad con actividad PLG normal, se dividieron aleatoriamente en tres
grupos, un grupo control en blanco de 3 ratones, un grupo control de 4 ratones administrados con vehiculo PBS y un
grupo de 4 ratones administrados con plasminégeno. Los ratones del grupo al que se administré vehiculo PBS y el grupo
al que se administr6 plasminégeno se mantuvieron en ayunas durante 4 horas y después se inyectaron por via
intraperitoneal 200 mg/kg de STZ (Sigma S0130), en una dosis Unica, para inducir diabetes mellitus tipo | ¥3 mientras
que el grupo blanco no fue tratado. 12 dias después de la inyeccién, se llevd a cabo la administracién y este dia se fijé
como dia de administracién 1. Al grupo al que se administrd plasminégeno se le inyect6 plasmina humana a una dosis de
1 mg/0,1 mi/ratén/dia a través de la vena de la cola, y al grupo de control al que se administré vehiculo PBS se le inyectd
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un volumen igual de PBS a través de la vena de la cola, ambos con una duracién de 28 dias consecutivos. El dia 29, los
ratones fueron sacrificados, y el pancreas fue tomado y fijado en para-formaldehido al 4%. Los tejidos péancreas fijados
fueron embebidos en parafina después de la deshidratacién con gradiente de alcohol y permeabilizacién con xileno. El
espesor de las secciones de tejido fue de 3 um. Las secciones fueron desparafinadas y rehidratadas y lavadas con agua
una vez. Los tejidos se rodearon con una pluma PAP, se incubaron con perdxido de hidrégeno al 3% durante 15 minutos
y se lavaron con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se bloquearon con suero de cabra
normal al 5% (Vector Laboratories, Inc., EE. UU.) durante 30 minutos, y una vez transcurrido el tiempo, se descartd el
liquido de suero de cabra. Se afiadié gota a gota anticuerpo de conejo antineutréfilos de raton (Abeam) a las secciones,
se incub6 a 4 °C durante la noche y se lavé con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se
incubaron con un anticuerpo secundario, anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo (HRP) (Abeam), durante 1 hora a
temperatura ambiente y se lavaron con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones fueron
desarrolladas con un kit DAB (Vector laboratories, Inc., USA). Después de lavar con agua tres veces, las secciones se
contratifieron con hematoxilina durante 30 segundos y se lavaron con agua corriente durante 5 minutos. Después de
deshidratacién con gradiente de alcohol, permeabilizacién con xileno y sellado con goma neutra, se observaron las
secciones bajo microscopio 6ptico a 400x.

[0163] Los resultados inmunohistoquimicos de los neutrdfilos muestran que las células de expresion positiva (indicadas
por flecha) en el grupo administrado con plasminégeno (Figura 25C) son menores que las del grupo de control
administrado con vehiculo PBS (Figura 25B), y el resultado del grupo administrado con plasminégeno es mas cercano al
del grupo de control en blanco (Figura 25A) que al del grupo administrado con vehiculo PBS.

Ejemplo 26. El plasmindgeno promueve la sintesis y secrecién de insulina en ratones con actividad PLG alterada
en el modelo T1DM

[0164] Diez ratones macho de 9 a 10 semanas de edad con actividad PLG alterada, se dividieron aleatoriamente en tres
grupos, un grupo control en blanco de 3 ratones, un grupo control de 3 ratones administrados con PBS y un grupo de 4
ratones administrados con plasminégeno. Los ratones del grupo al que se administré vehiculo PBS y el grupo al que se
administré plasminégeno se mantuvieron en ayunas durante 4 horas y luego se les inyectd por via intraperitoneal 200
mg/kg de STZ (Sigma S0130), en una dosis Unica, para inducir diabetes mellitus tipo | 3 mientras que el grupo blanco
no fue tratado. 12 dias después de la inyeccién, se llevé a cabo la administracién y este dia se fij6 como dia de
administraciéon 1. Al grupo administrado con plasminégeno se le inyecté plasmina humana a una dosis de 1 mg/0,1
mL/ratén/dia por la vena de la cola, y al grupo con- trol administrado con vehiculo PBS se le inyectd un volumen igual de
PBS por la vena de la cola, ambos durante 28 dias consecutivos. El dia 29, se sacrificé a los ratones y se tomé el pancreas
y se fij6 en paraformaldehido al 4%. Los tejidos de péancreas fijados se embebieron en parafina tras deshidratacién con
gradiente de alcohol y permeabilizacidén con xileno. El grosor de las secciones de tejido fue de 3 um. Las secciones se
desparafinaron y rehidrataron y se lavaron con agua una vez. Los tejidos se marcaron con una pluma PAP, se incubaron
con peréxido de hidrégeno al 3% durante 15 minutos y se lavaron con PBS 0,01M dos veces durante 5 minutos cada vez.
Las secciones se bloquearon con suero de cabra normal al 5% (Vector laboratories, Inc., EE.UU.) durante 30 minutos vy,
una vez transcurrido el tiempo, se deseché el liquido de suero de cabra. Se afiadié gota a gota a las secciones anticuerpo
de insulina de conejo anti-ratén (Abeam), se incubaron a 4°C durante toda la noche y se lavaron con PBS 0,01 M dos
veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se incubaron con un anticuerpo secundario, anticuerpo IgG de cabra
anti-conejo (HRP) (Abeam), durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavaron con PBS 0,01 M dos veces durante 5
minutos cada vez. Las secciones se revelaron con un kit DAB (Vector laboratories, Inc., EE.UU.). Después de lavarlas
con agua tres veces, las secciones se contratefilan con hematoxilina durante 30 segundos y se enjuagaban con agua
corriente durante 5 min- utos. Tras la deshidratacién con alcohol en gradiente, la permeabilizacién con xilenohe y el sellado
conh una goma neutra, las secciones se observaron al microscopio éptico a 200x.

[0165] Los resultados inmunohistoquimicos muestran que la expresioén positiva de insulina (indicada por flecha) en el
grupo al que se administré plasminégeno (Figura 26C) es notablemente superior a la del grupo de control al que se
administré vehiculo PBS (Figura 26B), y el resultado del grupo al que se administré plasminégeno es mas cercano al del
grupo de control en blanco (Figura 26A) que al del grupo al que se administré vehiculo PBS. Esto indica que el
plasmindgeno puede promover la sintesis y la secrecién de insulina en ratones con una actividad PLG deficiente en un
modelo de T1DM.

Ejemplo 27. El plasminégeno promueve la sintesis y expresién de insulina en ratones con actividad PLG normal
en el modelo T1DM

[0166] Once ratones macho de 9 a 10 semanas de edad con actividad PLG normal, se dividieron aleatoriamente en tres
grupos, un grupo de control en blanco de 3 ratones, un grupo de control de 4 ratones administrados con vehiculo PBS y
un grupo de 4 ratones administrados con plasminégeno. Los ratones del grupo al que se administré vehiculo PBS y el
grupo al que se administré plasminégeno se mantuvieron en ayunas durante 4 horas y luego se les inyectd por via
intraperitoneal 200 mg/kg de STZ (Sigma S0130), en una dosis Unica, para inducir diabetes mellitus tipo | ¥3 mientras
que el grupo blanco no fue tratado. 12 dias después la inyeccién, se realizé la administracién y se fij6 este dia como dia
de administracién 1. Al grupo al que se administrd plasminégeno se le inyectd plasmina humana a una dosis de 1 mg/0,1
ml/ratén/dia a través de la vena de la cola, y al grupo de control al que se administré vehiculo PBS se le inyectd un
volumen igual de PBS a través de la vena de la cola, ambos con una duracién de 28 dias consecutivos. El dia 29, los

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2981 141 T3

ratones fueron sacrificados, y el pancreas fue tomado y fijado en para-formaldehido al 4%. Los tejidos péancreas fijados
fueron embebidos en parafina después de la deshidratacién con gradiente de alcohol y permeabilizacién con xileno. El
espesor de las secciones de tejido fue de 3 uym. Las secciones fueron desparafinadas y rehidratadas y lavadas con agua
una vez. Los tejidos se rodearon con una pluma PAP, se incubaron con perdxido de hidrégeno al 3% durante 15 minutos
y se lavaron con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se bloquearon con suero de cabra
normal al 5% (Vector Laboratories, Inc., EE. UU.) durante 30 minutos, y una vez transcurrido el tiempo, se descartd el
liquido de suero de cabra. Se afiadi6 gota a gota anticuerpo de conejo anti-insulina de ratén (Abeam) a las secciones, se
incub6 a 4 °C durante la noche y se lavé con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se
incubaron con un anticuerpo secundario, anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo (HRP) (Abeam), durante 1 hora a
temperatura ambiente y se lavaron con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones fueron
desarrolladas con un kit DAB (Vector laboratories, Inc., USA). Después de lavar con agua tres veces, las secciones se
contratifieron con hematoxilina durante 30 segundos y se lavaron con agua corriente durante 5 minutos. Después de
deshidratacién con gradiente de alcohol, permeabilizacién con xileno y sellado con goma neutra, se observaron las
secciones bajo microscopio 6ptico a 200x.

[0167] Los resultados inmunohistoquimicos muestran que la expresioén positiva de insulina (indicada por flecha) en el
grupo al que se administré plasminégeno (Figura 27C) es notablemente superior a la del grupo de control al que se
administré vehiculo PBS (Figura 27B), y el resultado del grupo al que se administré plasminégeno es mas cercano al del
grupo de control en blanco (Figura 27A) que al del grupo al que se administré vehiculo PBS. Esto indica que el
plasmindgeno puede promover la sintesis y la expresion de insulina en ratones con una actividad PLG normal en un
modelo de T1DM.

Ejemplo 28. El plasmindgeno promueve la expresién del factor de transcripcién nuclear multidireccional NF-kB,
en islotes pancreaticos de ratones con actividad PLG alterada en el modelo T1DM

[0168] Diez ratones macho de 9 a 10 semanas de edad con actividad PLG alterada, se dividieron aleatoriamente en tres
grupos, un grupo control en blanco de 3 ratones, un grupo control de 3 ratones administrados con PBS y un grupo de 4
ratones administrados con plasmindgeno. Los ratones del grupo al que se administré vehiculo PBS y el grupo al que se
administré plasminégeno se mantuvieron en ayunas durante 4 horas y luego se les inyectd por via intraperitoneal 200
mg/kg de STZ (Sigma S0130), en una sola dosis, para inducir diabetes mellitus tipo | 3, mientras el grupo en blanco no
fue tratado. 12 dias después de la inyeccion, se llevé a cabo la administracion y este dia se fijé6 como dia de administracién
1. Al grupo al que se administré plasmindgeno se le inyecté plasmina humana a una dosis de 1 mg/0,1 ml/ratén/dia a
través de la vena de la cola, y al grupo control al que se administré vehiculo PBS se le inyect6 un volumen igual de PBS
a través de la vena de la cola, durando ambos 28 dias consecutivos. El dia 29, los ratones fueron sacrificados, y el
pancreas fue tomado y fijado en para-formaldehido al 4%. Los tejidos pancreas fijados fueron embebidos en parafina
después de la deshidratacién con gradiente de alcohol y permeabilizacién con xileno. El espesor de las secciones de
tejido fue de 3 um. Las secciones fueron desparafinadas y rehidratadas y lavadas con agua una vez. Los tejidos se
rodearon con una pluma PAP, se incubaron con peréxido de hidrégeno al 3% durante 15 minutos y se lavaron con PBS
0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se bloquearon con suero de cabra normal al 5% (Vector
Laboratories, Inc., EE. UU.) durante 30 minutos, y una vez transcurrido el tiempo, se descartd el liquido de suero de cabra.
Se afladi6 gota a gota anticuerpo anti-ratén NF KB (Cell Signal) a las secciones, se incubé a 4°C durante la noche y se
lavé con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se incubaron con un anticuerpo secundario,
anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo (HRP) (Abeam), durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavaron con PBS
0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones fueron desarrolladas con un kit DAB (Vector laboratories,
Inc., USA). Después de lavar con agua tres veces, las secciones se contratifieron con hematoxilina durante 30 segundos
y se lavaron con agua corriente durante 5 minutos. Después de deshidrataciéon con gradiente de alcohol, permeabilizacién
con xileno y sellado con goma neutra, se observaron las secciones bajo microscopio 6ptico a 200x.

[0169] Como factor de transcripcién nuclear multidireccional, NF-kB esté involucrado en varias regulaciones genéticas
después de ser activado, como la proliferacién celular, apoptosis, inflamacién e inmunidad 24,

[0170] Los resultados experimentales muestran que la expresiéon de NF-kB (indicada por flecha) en el grupo al que se
administré plasmindgeno (Figura 28C) es notablemente mayor que en el grupo de control al que se administré vehiculo
PBS (Figura 28B). Esto indica que el plasmindégeno puede promover la expresién del factor de transcripcién nuclear
multidireccional NF-kB.

Ejemplo 29. El plasmindgeno promueve la expresién del factor de transcripcién nuclear multidireccional NF-kB,
en islotes pancreaticos de ratones diabéticos de 18 semanas

[0171] Siete ratones macho db/db de 18 semanas de edad se pesaron y se dividieron aleatoriamente, segln el peso
corporal, en dos grupos, un grupo de 3 ratones administrados con plasminégeno y un grupo control de 4 ratones
administrados con vehiculo PBS, el dia que comenzé el experimento que se registré como dia 0. A partir del primer dia,
se administré plasminégeno o PBS. Al grupo al que se administré plasminégeno se le inyecté plasmindgeno humano a
una dosis de 2 mg/0,2 ml/ratén/dia por la vena de la cola, y al grupo de control al que se administré vehiculo PBS se le
inyecté un volumen igual de PBS por la vena de la cola, durando ambos 35 dias consecutivos. El dia 36, los ratones
fueron sacrificados, y el pancreas fue tomado y fijado en para-formaldehido al 4%. Los tejidos pancreas fijados fueron
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embebidos en parafina después de la deshidratacién con gradiente de alcohol y permeabilizacién con xileno. El espesor
de las secciones de tejido fue de 3 um. Las secciones fueron desparafinadas y rehidratadas y lavadas con agua una vez.
Los tejidos se rodearon con una pluma PAP, se incubaron con peréxido de hidrégeno al 3% durante 15 minutos y se
lavaron con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se bloquearon con suero de cabra normal
al 5% (Vector Laboratories, Inc., EE. UU.) durante 30 minutos, y una vez transcurrido el tiempo, se descarté el liquido de
suero de cabra. Se afiadié gota a gota anticuerpo anti-raton NF KB (Cell Signal) a las secciones, se incubé a 4°C durante
la noche y se lavé con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se incubaron con un anticuerpo
secundario, anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo (HRP) (Abeam), durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavaron
con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones fueron desarrolladas con un kit DAB (Vector
laboratories, Inc., USA). Después de lavar con agua tres veces, las secciones se contratifieron con hematoxilina durante
30 segundos y se lavaron con agua corriente durante 5 minutos. Después de deshidrataciéon con gradiente de alcohol,
permeabilizacidén con xileno y sellado con goma neutra, se observaron las secciones bajo microscopio éptico a 200x.

[0172] Los resultados del experimento de la presente invencion muestran que la expresién de NF-kB (indicada por
flecha) en el grupo al que se administré plasmindgeno (figura 29B) es notablemente mayor que en el grupo de control al
que se administrd vehiculo PBS (figura 29A). Esto indica que el plasmindégeno puede promover la expresién del factor de
transcripcién nuclear multidireccional NF-kB.

Ejemplo 30. El plasminégeno promueve la expresion del factor de transcripcién nuclear multidireccional NF-KB,
en ratones diabéticos

[0173] Se pesaron nueve ratones db/db machos y tres ratones db/m machos, de 26 semanas de edad, y los ratones
db/db se dividieron aleatoriamente, segln su peso corporal, en dos grupos, un grupo de 4 ratones administrados con
plasmindgeno y un grupo de control de 5 ratones administrados con vehiculo PBS, el dia que comenzé el experimento,
es decir, el dia 0; ademés, los ratones db/m se utilizaron como grupo de control normal. A partir del primer dia, se
administré plasminégeno o PBS y este dia se registr6 como dia 1. Al grupo al que se administré plasminégeno se le
inyectdé plasminégeno humano a una dosis de 2 mg/0,2 ml/ratén/dia a través de la vena de la cola, y al grupo control al
que se administrd vehiculo PBS se le inyecté un volumen igual de PBS a través de la vena de la cola, durando ambos 35
dias consecutivos. El dia 36, los ratones fueron sacrificados y se tomé el pancreas y se fijé en paraformaldehido al 4%.
Los tejidos de pancreas fijados se parafinaron tras deshidratacién con gradiente de alcohol y permeabilizacién con xileno.
El grosor de las secciones de tejido fue de 3 um. Las secciones se desparafinaron y rehidrataron y se lavaron con agua
una vez. Los tejidos se rodearon con una pluma PAP, se incubaron con perdxido de hidrégeno al 3% durante 15 minutos
y se lavaron con PBS 0,01M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se bloquearon con suero de cabra
normal al 5% (Vector laboratories, Inc., EE.UU.) durante 30 minutos y, una vez transcurrido el tiempo, se deseché el
liquido de suero de cabra. Se afiadié gota a gota anticuerpo NF-kB de conejo anti-ratén (Cell Signal) a las secciones, se
incubaron a 4°C durante toda la noche y se lavaron con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones
se incubaron con un anticuerpo secundario, anticuerpo IgG de cabra anti-conejo (HRP) (Abeam), durante 1 hora a
temperatura ambiente y se lavaron con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se revelaron
con un kit DAB (Vector laboratories, Inc., EE.UU.). Después de lavarlas con agua tres veces, las secciones se contratefiian
con hematoxilina durante 30 segundos y se enjuagaban con agua corriente durante 5 minutos. Tras la deshidratacién con
alcohol en gradiente, la permeabilizacion con xilenohe y el sellado con una goma neutra, las secciones se observaron al
microscopio 6ptico a 200x.

[0174] Los resultados experimentales muestran que la expresién de NF-kB (indicada por flecha) en el grupo al que se
administré plasmindgeno (Figura 30C) es notablemente superior a la del grupo de control al que se administré vehiculo
PBS (Figura 30B), y el resultado del grupo al que se administré plasminégeno es mas cercano al del grupo de control
normal (Figura 30A) que al del grupo al que se administré vehiculo PBS. Esto indica que el plasminégeno puede promover
la expresién del factor de transcripcién nuclear multidireccional NF-kB en ratones diabéticos relativamente viejos (de 26
semanas).

Ejemplo 31. Plasminégeno promueve la expresion de TNF-a en islotes pancreaticos de ratones diabéticos de 24
a 25 semanas de edad

[0175] Se pesaron 11 ratones db/db machos y 5 ratones db/m machos, de 24-25 semanas de edad, y los ratones db/db
se dividieron aleatoriamente, segln su peso corporal, en dos grupos, un grupo de 5 ratones administrados con
plasminégeno y un grupo de control de 6 ratones administrados con vehiculo PBS, el dia en que comenzé el experimento
que se registré como dia 0; ademés, los ratones db/m se utilizaron como grupo de control normal. A partir del dia 1, se
administré plasminégeno o PBS. A los ratones del grupo al que se administré plasminégeno se les inyecté plasminégeno
humano 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 control al que se
administrd vehiculo PBS se les inyect6 un volumen igual de PBS a través de la vena de la cola o sin liquido, ambos con
una duracién de 31 dias consecutivos. El dia 32, los ratones fueron sacrificados, y el pancreas fue tomado vy fijado en
paraformaldehido al 4%. Los tejidos de pancreas fijados se incluyeron en parafina tras deshidratacién con gradiente de
alcohol y permeabilizacién con xileno. El grosor de las secciones de tejido fue de 3 m m. Las secciones se desparafinaron
y rehidrataron y se lavaron con agua una vez. Los tejidos se marcaron con un rotulador PAP, se incubaron con peréxido
de hidrégeno al 3% durante 15 minutos y se lavaron con PBS 0,01M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones
se bloquearon con suero de cabra normal al 5% (Vector laboratories, Inc., EE.UU.) durante 30 minutos y, una vez
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transcurrido el tiempo, se deseché el liquido de suero de cabra. Se afiadié gota a gota anticuerpo anti-TNF-a de conejo y
ratdn (Abeam) a las secciones, se incubaron a 4°C durante toda la noche y se lavaron con PBS 0,01 M dos veces durante
5 minutos cada vez. Las secciones se incubaron con un anticuerpo secundario, anticuerpo 19G de cabra anti-conejo (HRP)
(Abeam), durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavaron con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez.
Las secciones se revelaron con un kit DAB (Vector laboratories, Inc., EE.UU.). Después de lavarlas con agua tres veces,
las secciones se contratefiian con hematoxilina durante 30 segundos y se enjuagaban con agua corriente durante 5
minutos. Tras la deshidratacién con alcohol en gradiente, la permeabilizacién con xilenohe y el sellado con una goma
neutra, las secciones se observaron al microscopio 6ptico a 200x.

[0176] El factor de necrosis tumoral a (TNF-a) es producido principalmente por monocitos/macréfagos activados y es
un factor proinflamatorio importante 8,

[0177] Los resultados de la investigacién de este experimento muestran que la expresion positiva de TNF-a en el grupo
al que se administré plasmindgeno (Figura 31C) es notablemente superior a la del grupo de control al que se administré
vehiculo PBS (Figura 31B), y el resultado del grupo al que se administré plasminégeno es més cercano al del grupo de
control normal (Figura 31A) que al del grupo al que se administré vehiculo PBS. Esto indica que el plasminégeno puede
promover la expresién de TNF-a en ratones diabéticos de 24 a 25 semanas.

Ejemplo 32. Plasmindgeno promueve expresion de TNF-a en islote pancreatico de ratones diabéticos de 26
semanas

[0178] Se pesaron nueve ratones db/db machos y tres ratones db/m machos, de 26 semanas de edad, y los ratones
db/db se dividieron aleatoriamente, segln su peso corporal, en dos grupos, un grupo de 4 ratones administrados con
plasmindgeno y un grupo de control de 5 ratones administrados con vehiculo PBS, el dia que comenzé el experimento,
es decir, el dia 0; ademas, los ratones db/m se utilizaron como grupo de control normal. A partir del dia 1, se administré
plasmindgeno o PBS. A los ratones del grupo al que se administré plasminégeno se les inyectd plasminégeno humano a
una dosis de 2 mg/0,2 ml/ratdn/dia a través de la vena de la cola, y a los ratones del grupo control al que se administré
vehiculo PBS se les inyectd un volumen igual de PBS a través de la vena de la cola o sin liquido, ambos con una duracién
de 35 dias consecutivos. El dia 36, los ratones fueron sacrificados, y el pancreas fue tomado y fijado en paraformaldehido
al 4%. Los tejidos pancreas fijados fueron embebidos en parafina después de la deshidratacién con gradiente de alcohol
y permeabilizacién con xileno. El espesor de las secciones de tejido fue de 3 um. Las secciones fueron desparafinadas y
rehidratadas y lavadas con agua una vez. Los tejidos se rodearon con una pluma PAP, se incubaron con perdxido de
hidrégeno al 3% durante 15 minutos y se lavaron con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones
se bloquearon con suero de cabra normal al 5% (Vector Laboratories, Inc., EE.UU.) durante 30 minutos, y una vez
transcurrido el tiempo, se descarté el liquido de suero de cabra. Se afiadié gota a gota anticuerpo de conejo anti-TNF-a
de ratdn (Abeam) a las secciones, se incubd a 4 °C durante la noche y se lavé con PBS 0,01 M dos veces durante 5
minutos cada vez. Las secciones se incubaron con un anticuerpo secundario, anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo
(HRP) (Abeam), durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavaron con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada
vez. Las secciones fueron desarrolladas con un kit DAB (Vector laboratories, Inc., USA). Después de lavar con agua tres
veces, las secciones se contratifieron con hematoxilina durante 30 segundos y se lavaron con agua corriente durante 5
minutos. Después de deshidratacién con gradiente de alcohol, permeabilizaciéon con xileno y sellado con goma neutra, se
observaron las secciones bajo microscopio 6ptico a 200x.

[0179] Los resultados de la investigacién muestran que la ex- presidn positiva de TNF-a en el grupo administrado con
plasmindgeno (figura 32C) son notablemente superiores a los del grupo de control administrado con vehiculo PBS (figura
32B), y el resultado del grupo administrado con plasminégeno se aproxima mas al del grupo de control normal (figura 32A)
que al del grupo administrado con vehiculo PBS. Esto indica que el plasminégeno puede promover la expresién de TNF-
a en ratones diabéticos de 26 semanas de edad.

Ejemplo 33. Plasminégeno promueve la expresiéon de TNF-a en islotes pancreaticos de ratones con actividad PLG
alterada en modelo T1DM

[0180] Siete ratones macho de 9 a 10 semanas de edad con actividad PLG deteriorada se dividieron aleatoriamente en
dos grupos, un grupo de control de 3 ratones administrados con PBS y un grupo de 4 ratones administrados con
plasmindgeno. Los dos grupos de ratones se mantuvieron en ayunas durante 4 horas y se les inyecté por via
intraperitoneal 200 mg/kg de STZ (Sigma S0130), en una dosis Unica, para inducir diabetes mellitus tipo | 3. 12 dias
después de la inyeccidn, se llevé a cabo la administracién y este dia se fij6 como dia de administracién 1. Al grupo al que
se administré plasminégeno se le inyecté plasmina humana a una dosis de 1 mg/0,1 ml/ratén/dia a través de la vena de
la cola, y al grupo de control al que se administré PBS vehicular se le inyectd un volumen igual de PBS a través de la vena
de la cola, durando ambos 28 dias consecutivos. El dia 29, los ratones fueron sacrificados, y el pancreas fue tomado y
fijado en paraformaldehido al 4%. Los tejidos pancreas fijados fueron embebidos en parafina después de la deshidratacién
con gradiente de alcohol y permeabilizacién con xileno. El espesor de las secciones de tejido fue de 3 um. Las secciones
se desparafinaron y rehidrataron y se lavaron con agua una vez. Los tejidos se marcaron con un rotulador PAP, se
incubaron con peréxido de hidrégeno al 3% durante 15 minutos y se lavaron con PBS 0,01M dos veces durante 5 minutos
cada vez. Las secciones se bloquearon con suero de cabra normal al 5% (Vector laboratories, Inc., EE.UU.) durante 30
minutos y, una vez transcurrido el tiempo, se desechd el liquido de suero de cabra. Se afiadi6é gota a gota anticuerpo de
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conejo anti-raton TNF-a (Abeam) a las secciones, se incubaron a 4°C durante toda la noche y se lavaron con PBS 0,01
M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones se incubaron con un anticuerpo secundario, anticuerpo IgG de
cabra anti-conejo (HRP) (Abeam), durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavaron con PBS 0,01 M dos veces durante
5 minutos cada vez. Las secciones se revelaron con un kit DAB (Vector laboratories, Inc., EE.UU.). Después de lavarlas
con agua tres veces, las secciones se tefifan con hematoxilina durante 30 segundos y se enjuagaban con agua corriente
durante 5 minutos. Tras la deshidratacién con alcohol en gradiente, la permeabilizaciéon con xilenohe y el sellado con una
goma neutra, las secciones se observaron al microscopio éptico a 200x.

[0181] Los resultados de la investigacién de este experimento muestran que la expresion positiva de TNF-a en el grupo
al que se administré plasmindgeno (Figura 33B) es notablemente mayor que en el grupo de control al que se administré
vehiculo PBS (Figura 33A). Esto indica que el plasminégeno puede promover la expresién de TNF-a en ratones con
actividad PLG alterada en un modelo de T1DM.

Ejemplo 34. El plasmindgeno alivia el deterioro de los islotes pancreaticos en ratones con actividad PLG alterada
en el modelo T1DM

[0182] Diez ratones macho de 9 a 10 semanas de edad con actividad PLG alterada, se dividieron aleatoriamente en tres
grupos, un grupo control en blanco de 3 ratones, un grupo control de 3 ratones administrados con PBS y un grupo de 4
ratones administrados con plasmindgeno. Los ratones del grupo al que se administré vehiculo PBS y el grupo al que se
administré plasminégeno se mantuvieron en ayunas durante 4 horas y luego se les inyectd por via intraperitoneal 200
mg/kg de STZ (Sigma S0130), en una dosis Unica, para inducir diabetes mellitus tipo | 3 mientras que el grupo blanco
no fue tratado. 12 dias después de la inyeccién, se llevé a cabo la administracién y este dia se fij6 como dia de
administracién 1. Al grupo al que se administré plasminégeno se le inyectd plasmina humana a una dosis de 1 mg/0,1
ml/ratén/dia a través de la vena de la cola, y al grupo control al que se administrd vehiculo PBS se le inyecté un volumen
igual de PBS a través de la vena de la cola, durando ambos 28 dias consecutivos. El dia 29, los ratones fueron
sacrificados, y el pancreas fue tomado y fijado en para-formaldehido al 4%. Los tejidos pancreas fijados fueron embebidos
en parafina después de la deshidratacién con gradiente de alcohol y permeabilizacién con xileno. El espesor de las
secciones de tejido fue de 3 pm. Las secciones fueron desparafinadas y rehidratadas y lavadas con agua una vez. Los
tejidos se rodearon con una pluma PAP, se incubaron con peréxido de hidrégeno al 3% durante 15 minutos y se lavaron
con PBS 0,01 M dos veces. durante 5 minutos cada vez. Las secciones se bloquearon con suero de cabra normal al 5%
(Vector Laboratories, Inc., EE. UU.) durante 30 minutos, y una vez transcurrido el tiempo, se descarté el liquido de suero
de cabra. Se afiadié gota a gota anticuerpo de cabra anti-IgM de ratéon (HRP) (Abeam) a las secciones, se incubé durante
1 hora a temperatura ambiente y se lavd con PBS 0,01 M dos veces durante 5 minutos cada vez. Las secciones fueron
desarrolladas con un kit DAB (Vector laboratories, Inc., USA). Después de lavar con agua tres veces, las secciones se
contratifieron con hematoxilina durante 30 segundos y se lavaron con agua corriente durante 5 minutos. Después de
deshidratacién con gradiente de alcohol, permeabilizacién con xileno y sellado con goma neutra, se observaron las
secciones bajo microscopio 6ptico a 2003.

[0183] Los anticuerpos IgM desempefian un papel importante durante el aclaramiento de las células apoptéticas y
necréticas, y el nivel local de anticuerpos IgM en el lugar de la lesidn en los tejidos y érganos se correlaciona positivamente
con el grado de lesién 9391, Por |o tanto, la deteccion del nivel local de anticuerpos IgM en tejidos y 6rganos puede reflejar
la lesién de los tejidos y 6rganos.

[0184] Los resultados de la investigacibn muestran que la expresion positiva de IgM en el grupo administrado con
plasmindgeno (figura 34C) es notablemente inferior a la del grupo de control administrado con vehiculo PBS (figura 34B),
y el resultado del grupo administrado con plasminégeno es mas préximo al del grupo de control en blanco (figura 34A)
que al del grupo administrado con vehiculo PBS. Esto indica que el plasmindgeno puede reducir la expresiéon de IgM,
sugiriendo que el plasmindégeno puede aliviar la alteracién de los islotes pancreaticos en ratones con actividad PLG
alterada en un modelo T1DM.

Ejemplo 35. El plasminégeno reduce la apoptosis de las células de los islotes pancreaticos en ratones diabéticos
de 24 a 25 semanas de edad

[0185] Se pesaron 11 ratones db/db machos y 5 ratones db/m machos, de 24-25 semanas de edad, y los ratones db/db
se dividieron aleatoriamente, segln su peso corporal, en dos grupos, un grupo de 5 ratones administrados con
plasminégeno y un grupo de control de 6 ratones administrados con vehiculo PBS, el dia en que comenzé el experimento
que se registré como dia 0; ademas, los ratones db/m se utilizaron como grupo de control normal. A partir del primer dia,
se administré plasminégeno o PBS. Al grupo al que se administré plasminégeno se le inyecté plasminégeno humano a
una dosis de 2 mg/0,2 ml/ratén/dia a través de la vena de la cola, y al grupo control al que se administré vehiculo PBS se
le inyectéd un volumen igual de PBS a través de la vena de la cola o sin liquido, ambos con una duracién de 31 dias
consecutivos. El dia 32, los ratones fueron sacrificados, y el pancreas fue tomado y fijado en paraformaldehido al 4%. Los
tejidos pancreas fijados fueron embebidos en parafina después de la deshidratacién con gradiente de alcohol y
permeabilizacién con xileno. El espesor de las secciones de tejido fue de 3 um. Las secciones fueron desparafinadas y
rehidratadas y lavadas con agua una vez. Se rode6 un tejido con una pluma PAP, y se afiadid gota a gota una solucién
de proteinasa K a cubrir el tejido, incubar a temperatura ambiente durante 7 min, y lavar tres veces con PBS 0,01 M
durante 3 min cada vez. Un liquido mixto de reactivo 1 y reactivo 2 (5 : 45) del kit TUNEL (Roche) se afiadi6 a las secciones
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gota a gota, se incubd a una temperatura constante de 37 °C durante 40 min, y se lavé con PBS 0,01 M tres veces durante
3 minutos cada vez. Una solucién acuosa de peréxido de hidrégeno al 3% (peréxido de hidrégeno:metanol = 1 : 9)
preparado utilizando metanol se afiadié a las secciones gota a gota, se incubd a temperatura ambiente durante 20 minutos
en la oscuridad, y se lavé con PBS 0,01 M tres veces durante 3 minutos cada vez. Se afiadi6 gota a gota un reactivo 3
del kit de tinel a las secciones, se incubd a una temperatura constante de 37 °C durante 30 min y se lavé con PBS 0,01
M tres veces. Se aplicé un kit DAB (Vector laboratories, Inc., USA) para el desarrollo. Después de lavar con agua tres
veces, se llevé a cabo la contratincién con hematoxilina durante 30 segundos seguido de enjuague con agua corriente
durante 5 minutos. Después de deshidratacién con gradiente de alcohol, permeabilizacién con xileno y sellado con goma
neutra, se observaron las secciones bajo microscopio 6ptico a 200x.

[0186] La tincion TUNEL puede usarse para detectar la rotura del ADN nuclear en las células tisulares durante la etapa
tardia de la apoptosis.

[0187] Los resultados de este experimento muestran que el nimero de células positivas (indicado por la flecha) en el
grupo administrado con plasminégeno (Figura 35C) es notablemente menor que en el grupo de control administrado con
vehiculo PBS (Figura 35B). La tincién positiva con TUNEL es extremadamente baja en el grupo control normal (Figura
35A). La tasa de apoptosis del grupo de control normal es de aproximadamente 8%, la tasa de apoptosis en el grupo
administrado con vehiculo PBS es de aproximadamente 93% y la tasa de apoptosis en el grupo administrado con
plasminégeno es de aproximadamente 16%. Esto indica que el grupo de plasminégeno puede reducir significativamente
la apoptosis de las células de los islotes pancreéticos en ratones diabéticos.

Ejemplo 36. Plasminégeno reduce el nivel de fructosamina sérica en ratones diabéticos de 26 semanas de edad

[0188] Nueve ratones db/db machos de 26 semanas de edad fueron pesados y divididos aleatoriamente, segln su peso
corporal, en dos grupos, un grupo de 4 ratones administrados con plasmindégeno y un grupo de control de 5 ratones
administrados con vehiculo PBS, el dia que comenzé el experimento que se registré como dia 0. A los ratones del grupo
al que se administré plasmindgeno se les inyectd plasminégeno humano a una dosis de 2 mg/0,2 ml/ratén/dia por la vena
de la cola, y a los ratones del grupo de control al que se administré vehiculo PBS se les inyectd un volumen igual de PBS
por la vena de la cola. Se administrd plasminégeno o PBS a los ratones desde el dia 1 durante 35 dias consecutivos. El
dia 36, los ratones fueron sacrificados para detectar la concentracién de fructosamina sérica. La concentracién de
fructosamina se midié utilizando un kit de deteccidn de fructosamina (A037-2, Nanjing Jiancheng).

[0189] Los resultados de la deteccién muestran que la concentracion de fructosamina sérica en el grupo administrado
con plasminégeno es notablemente menor que en el grupo de control administrado con vehiculo PBS, y la diferencia
estadistica es casi significativa (P = 0,06) (Figura 36). Esto indica que el plasminégeno puede reducir la glucosa en sangre
glicosamina en ratones diabéticos de 26 semanas de edad.

Ejemplo 37. El plasmindgeno aumenta la capacidad de descomposicién de la glucosa en ratones modelo T1DM

[0190] Ocho ratones macho C57 de 9 a 10 semanas de edad se dividieron aleatoriamente en dos grupos, un grupo de
control al que se administré vehiculo PBS y un grupo al que se administré plasminégeno, con 4 ratones en cada grupo.
Los ratones del grupo al que se administré vehiculo PBS y el grupo al que se administré plasminégeno se mantuvieron
en ayunas durante 4 horas y después se les inyecté por via intraperitoneal 200 mg/kg de estreptozotocina (STZ) (Sigma
$80130), en una dosis Unica, para inducir TIDM 3. 12 dias después de la inyeccion de STZ, se llevé a cabo la
administracién y este dia se fijé6 como dia de administracién 1. Al grupo al que se administré plasminégeno se le inyecté
plasmina humana a una dosis de 1 mg/0,1 ml/ratén/dia por la vena de la cola, y al grupo de control al que se administré
vehiculo PBS se le inyectd un volumen igual de PBS por la vena de la cola. La administracién se llevd a cabo durante 19
dias consecutivos. El dia 20, después de ayunar a los ratones durante 6 horas, se administré glucosa al 20% por via
intragastrica a 2 g/kg de peso corporal, y después de 60 minutos, se extrajo sangre del plexo venoso orbital y se centrifugd
para obtener un sobrenadante, que se detecté para glucosa en sangre mediante un kit de ensayo de glucosa (Rongsheng,
Shanghai, 361500).

[0191] Los resultados muestran que el nivel de glucosa en sangre de los ratones en el grupo de control administrado
con vehiculo PBS es notablemente mayor que el de los ratones en el grupo administrado con plasminégeno, y la diferencia
estadistica es significativa (P = 0,04) (Figura 37). Esto indica que el plasminégeno puede mejorar la capacidad de
descomposicién de la glucosa en ratones T1DM, reduciendo asi la glucosa en sangre.

Ejemplo 38. El plasminégeno mejora la secrecién de insulina en ratones modelo de T1DM

[0192] Seis ratones macho C57 de 9 a 10 semanas de edad se dividieron aleatoriamente en dos grupos, un grupo de
control al que se administré vehiculo PBS y un grupo al que se administré plasminégeno, con 3 ratones en cada grupo.
Los dos grupos de ratones se mantuvieron en ayunas durante 4 horas y se les inyecté por via intraperitoneal 200 mg/kg
de estreptozotocina (STZ) (Sigma S0130), en una dosis Unica, para inducir T1DM [43]. 12 dias después de la inyeccidon
de STZ, se llevé a cabo la administracion y este dia se fij6 como dia de administracién 1. Al grupo al que se administré
plasmindgeno se le inyecté plasmina humana a una dosis de 1 mg/0,1 ml/ratén/dia a través de la vena de la cola, y al
grupo de control al que se administré vehiculo PBS se le inyectd un volumen igual de PBS a través de la vena de la cola.
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La administracion se llevo a cabo durante 20 dias consecutivos. El dia 21, los ratones estuvieron en ayunas durante 6
horas, y luego se extrajo sangre del plexo venoso en los globos oculares, se centrifugd la sangre para obtener un
supracurtido y se detect6 la concentracién de insulina sérica utilizando un kit de deteccién de insulina (Mercodia AB)
segun las instrucciones de operacién.

[0193] Los resultados muestran que la concentracién de insulina en los ratones en el grupo de control administrado con
vehiculo PBS es notablemente menor que la de los ratones en el grupo administrado con plasminégeno, y la diferencia
estadistica es casi significativa (P = 0.08) (Figura 38). Esto indica que el plasminégeno puede promover la secrecidén de
insulina en ratones T1DM.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de plasminégeno para su uso en el tratamiento de
la diabetes reduciendo la glucosa en sangre en un sujeto diabético, en la que el plasminégeno:

(a) tiene al menos un 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID No. 2; o (b)
tiene al menos un 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID No. 6, 8, 10 0 12, y
todavia tiene la actividad del plasminégeno.

2. La composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que la glucosa en sangre se
selecciona de uno o mas de: un nivel de glucosa en suero, un nivel de fructosamina en suero y un nivel de hemoglobo
glicosilado en suero.

3. Composicién farmacéutica para su uso segln la reivindicacién 2, en la que la glucosa en sangre es un nivel de glucosa
en suero.

4. Composicion farmacéutica para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la diabetes mellitus
es T1DM o T2DM.

5. Composicién farmacéutica para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que el plasminégeno
mejora la tolerancia a la glucosa en un sujeto diabético.

6. La composicién farmacéutica para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que el plasminégeno
favorece el descenso postprandial de la glucemia en el sujeto diabético.

7. Composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 6, en la que el plasmindgeno se administra de 30 minutos
a 1,5 horas antes de que el sujeto coma.

8. Composicién farmacéutica para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que el plasminégeno
promueve la utilizacién de glucosa o promueve la secrecién de insulina en un sujeto diabético.

9. Composicién farmacéutica para su uso seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que el plasminégeno
promueve la expresion y/o secrecién de insulina mientras reduce la expresion y/o secrecién de glucagén en el sujeto.

10. Composicién farmacéutica para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la que el plasminégeno
promueve la expresién del sustrato receptor de insulina 2 (IRS-2) y/o factor de transcripcién nuclear multidireccional NF-
KB.

11. Composicidén farmacéutica para su uso segun las reivindicaciones 1 a 10, en la que el plasmindgeno promueve la
reparacidén de una inflamacién en el islote pancreatico.

12. Composicién farmacéutica para su uso segun la reivindicacién 11, en la que el plasmindégeno reduce la fibrosis
pancreatica de los islotes o inhibe la apoptosis de las células de los islotes pancreaticos.

13. La composicidén farmacéutica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en la que el
plasmindégeno se administra en combinacién con uno o mas farmacos o terapias.

14. La composicidén farmacéutica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en donde el
plasminégeno tiene al menos 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID No. 2, y todavia
tiene la actividad plasmindgena.

15. La composicidén farmacéutica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en la que el

plasmindgeno se selecciona de Glu-plasminégeno, Lys-plasminégeno, miniplasminégeno, microplasmindgeno, delta-
plasmindgeno o sus variantes que retienen la actividad del plasminégeno.
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