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DESCRIPCION
Método para el tratamiento o la prevencion de la insuficiencia multiorganica

La presente invencion se refiere a un método para la prevencién o el tratamiento de la insuficiencia multiorganica en
un paciente mediante la administracion a dicho paciente de una cantidad eficaz de un interferobn beta sin
administracion simultdnea de uno o mas agentes que afectan la concentracién de adenosina en el paciente.

Antecedentes de lainvencion

Varias procesos, incluyendo las lesiones abdominales, el infarto intestinal, la cirugia cardiovascular y de choque,
puede conducir a la lesion de revascularizacion por isquemia intestinal (IRI, por sus siglas en inglés). Es importante
destacar que, ademdas de producir lesiones locales la IRl también desencadena la respuesta inflamatoria
generalizada en 6érganos alejados que produce un sindrome denominado insuficiencia multiorganica. En este
sindrome los pulmones son especialmente vulnerables. Los signos mas destacados de la lesion son el aumento de
la permeabilidad vascular (filtracion vascular) y la acumulacion de neutréfilos. La lesion pulmonar después de la IRI
intestinal se debe principalmente a la liberacion de citocinas proinflamatorias en el intestino. La IRI intestinal
aumenta la permeabilidad intestinal con la consiguiente liberacion de endotoxinas bacterianas que favorecen la
inflamacién generalizada en la insuficiencia multiorganica. También otros mediadores liberados en los neutrdéfilos
activados desempefian una funcién importante.

CD73 (ecto-5'-nucleotidasa, 5'-NT) es una glucoproteina expresada en la superficie de los linfocitos y las células
endoteliales y epiteliales. CD73 regula la adherencia de leucocitos mediante su funcién enzimatica. Cataliza la
hidrélisis de AMP a adenosina. La adenosina producida por CD73 disminuye la permeabilidad vascular y el
secuestro de neutréfilos en el tejido hipdxico. Sin embargo, la funciéon de CD73 en lesiones de 6rganos distantes en
la IRl no se conoce.

Debido a la funcién principal de la permeabilidad vascular en la IRI, las moléculas que regulan los cambios de
permeabilidad por medio de adenosina o por otros mecanismos pueden ser objetivos potenciales para combatir la
insuficiencia multiorganica. Dado que el interferon beta se sabe que induce tanto la expresion de CD73 (y la
produccién de adenosina) como que posee otros efectos inmunomoduladores, se estudid su utilidad en lesiones de
organos distantes en la insuficiencia multiorgénica.

La solicitud de patente internacional WO 2004/084933 publicada describe la utilizacion de citocinas para inducir la
expresion endotelial de CD73 y elevar posteriormente la concentracion de adenosina en un paciente. Se describe la
utilizacién de interferén beta en combinacion con monofosfato de adenosina (AMP, por sus siglas en inglés) en el
tratamiento de la insuficiencia multiorganica en ratas.

La solicitud de la patente de EE.UU. US 2004/0105843 publicada se refiere a la utilizacién de interferén beta en la
resistencia de la circulacion sanguinea relacionada con la hipoxia/isquemia en un paciente. EI método apunta a la
prevencién de la resistencia de la circulacién sanguinea, tal como la obstruccion. Sin embargo, este documento no
menciona nada sobre el tratamiento o la prevencion de la lesién por revascularizacion tras la isquemia.

La lesion por revascularizacion se refiere a dafios en los tejidos producidos cuando la circulacion sanguinea vuelve a
los tejidos después de un periodo de isquemia. La ausencia de oxigeno y nutrientes en la sangre ha creado un
proceso en el que el restablecimiento de la circulacion sanguinea puede dar lugar a inflamacién y a la alteracion
oxidativa del oxigeno en lugar del restablecimiento de la funcién normal.

El inventor ha descubierto ahora sorprendentemente que la insuficiencia multiorganica o lesién por revascularizacion
tras la isquemia se pueden prevenir o tratar con éxito mediante la utilizacion de interfer6n beta natural solamente, es
decir, sin la administracién simultdnea de AMP, difosfato de adenosina (ADP, por sus siglas en inglés) o trifosfato de
adenosina (ATP, por sus siglas en inglés) o cualquier otro agente que afectan la concentracion de adenosina en un
paciente.

Compendio de lainvencién

Asi, la presente invencion se refiere a un método para la prevencion o tratamiento de la insuficiencia multiorganica
en un paciente mediante la administracion a dicho paciente de una cantidad eficaz de un interferon beta.

Descripcion detallada de lainvencién
Definiciones y realizaciones preferibles:

El término "tratamiento” o "tratar" se entiende que incluye la curacién completa de una enfermedad, asi como mejora
o alivio de dicha enfermedad.

La expresion "interferon beta" se entiende que comprende cualquier interferén beta. Por lo tanto, se abarcara
cualquier subtipo del mismo, tal como el interferén beta 1a, interferén beta 1b, etc., y mezclas de los mismos.
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El término "prevencion” se entiende que incluye la prevencion total, la profilaxia, asi como la reduccion del riesgo del
paciente de caer enfermo de dicha enfermedad. Este término también se entiende que incluye el
preacondicionamiento de tejido mediante la administracion de un interferén beta segin el método de esta invencion
en una etapa muy temprana (por ejemplo, antes de las operaciones, antes de diagndstico completo en pacientes con
apoplejia e infarto) a fin de prevenir al tejido de lesiones .

El término "paciente" se refiere a una persona o animal.

La expresion "cantidad eficaz" se entiende que incluye cualquier cantidad de un agente segun la presente invencion
que es suficiente para producir un resultado terapéutico deseado, especialmente tras la administracion a una
persona o animal.

Aunque puede ser probable que el efecto terapéutico del interferon beta estd mediado por una elevacion de la
concentracion de adenosina, debido opcionalmente a una mayor expresion de CD73, seguido de la administracion
de interfer6n beta, hay que subrayar que también otros mecanismos alternativos podrian estar involucrados,
especialmente en insuficiencia multiorganica. Por lo tanto, el efecto de interferon beta, se entendera que no se limita
a ningln mecanismo particular de accion.

Segun una realizacién preferible, la administracién de interferon beta se inicia tan pronto como un paciente con
traumatismo, infarto o apoplejia es asistido, opcionalmente, incluso si el diagnéstico final no esta completamente
aclarado. En caso de operaciones quirdrgicas, puede ser (til comenzar la administracion de interferén beta ya antes
de la operacion, por ejemplo 12 h antes del inicio de la operacion.

Cantidades terapéuticamente eficaces, vias de administracién y formas farmacéuticas:

La cantidad terapéuticamente eficaz de interferén beta segln esta invencién que se administra a un paciente en
necesidad de dicho tratamiento puede depender de un ndmero de factores incluyendo, por ejemplo, la edad y peso
del paciente, el proceso concreto que requiere tratamiento y su gravedad, y la via de administracion. La cantidad
exacta en Ultima instancia, sera a criterio del médico adjunto. Asi, la puesta en practica de la presente invencion
puede implicar cualquier dosis, combinacién con otros farmacos terapéuticamente eficaces, la formulacion
farmacéutica o sistema de suministro para la administracion oral, tdpica, por inhalacién o parenteral.

Las cantidades y regimenes para la administracion de los agentes segun la presente invencion se pueden
determinar facilmente por los experto en materia de tratamiento de los trastornos relacionados con el tratamiento de
inflamacién, tales como las lesiones de revascularizacion, ictus, trasplante de érgano, traumatismos, o sindrome de
insuficiencia multiorganica.

Basandose en esta invencion se puede suponer que una forma de actuacion de, p. €j. interferon beta administrado
por via subcutanea, intramuscular, intravenosa o transdérmica consiste en aumentar la concentracion local de
adenosina, que es antinflamatorio. Esto supera los problemas relacionados con la utilizacién de adenosina, que tiene
una vida media muy corta y no es por lo tanto, 6ptima para utilizacion terapéutica.

El interfer6n beta segln la presente invencion preferiblemente puede administrarse por infusién o por inyeccion. Las
infusiones intravasculares se llevan a cabo normalmente utilizando soluciones parenterales contenidas dentro de
una bolsa o botella de infusién, y pueden estar relacionadas con diferentes sistemas para controlar la tasa de
administracion de la solucion parenteral. El interferon beta segun la presente invencion puede administrarse
alternativamente en forma de aerosol.

Las formulaciones preferidas para infusion o inyecciéon puede incluir vehiculos, tales como albimina de suero
humano, sales farmacéuticamente aceptables, tampones, tales como fosfatosy/u otros excipientes
farmacéuticamente aceptables. El ingrediente activo, interferon beta puede proporcionarse en cantidades que van

desde p. €., 1-50 x 10 6ul por ml. La formulacion preferiblemente puede proporcionarse en forma de polvo
liofilizado en la forma de dosificacion, que va a prepararse mediante la adicion de agua u otras soluciones adecuada
para inyeccién antes de la administracion.

El interferon beta se puede administrar a los pacientes que sufren o estan en situacion de riesgo de padecer
inflamaciones. Esos tipos de enfermedades inflamatorias son por ejemplo las lesiones por revascularizacion tras la
isquemia durante el ictus y el infarto de miocardio. Ademas el trasplante de 6rganos y el traumatismo son procesos
asociados a menudo a componentes inflamatorios principales.

La invencion se ilustrara mediante el siguiente ejemplo no restrictivo.
Ejemplo 1
Tratamiento de ratones con interferdn beta natural en insuficiencia multiorganica

En este estudio se utilizaron ratones C57Black de peso, sexo y edad iguales.
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Tratamiento preoperatorio y el procedimiento quirdrgico

Los ratones se trataron en tres dias consecutivos antes de la provocacién de la insuficiencia multiorganica con
inyecciones subcutaneas de interferon-beta (6000 Ul/dosis) o PBS. Para la operacion, los ratones se anestesiaron
con hidrocloruro de ketamina (100 mg/kg de peso corporal, ip) y xilazina (10 mg/kg de peso corporal, ip). La arteria
mesentérica superior se diseco por laparotomia y se ocluy6 por pinza microvascular durante 30 minutos. Durante el
procedimiento total de 2 ml de solucién salina estéril se inyectd por via subcutanea en los ratones para compensar la
pérdida de liquido por evaporacion. La pinza microvascular se liber6 tras el periodo de isquemia. Se sacrificaron los
animales después de 4 horas de la revascularizacién y se recogieron muestras de tejido.

Analisis de |la permeabilidad vascular en los pulmones

Los ratones recibieron por via intravenosa dextrano conjugado con fluoresceina (peso molecular 70 kDa, 25 mg/kg
de peso corporal en 0,2 ml de solucién salina estéril) 5 minutos antes del sacrificio. Este colorante fluorescente no se
fuga desde los vasos intactos. Se cortaron 7 micrémetros de crio-secciones a partir de muestras de tejido pulmonar
y se examina en un microscopio de fluorescencia. La intensidad de la fluorescencia de los tejidos que supere un
punto de consigna umbral preestablecido y el area de permeabilidad se calcularon a partir de las imagenes captadas
por la camara digital a 200 aumentos usando el programa informatico Image J.

Resultados:

En los ratones de referencia tratados con FITC-dextrano se detectd fuera de los vasos como una indicacién de
lesion vascular y permeabilidad de la barrera de células endoteliales. Por el contrario, no se observé permeabilidad
fuera del sistema vascular en los ratones tratados con interferon-beta. La Tabla 1 resume los resultados cuando se
hace el recuento como area de permeabilidad y la Tabla 2 como intensidad de fluorescencia por encima del valor
umbral preestablecido. Por lo tanto, el tratamiento con interferén beta protege a los animales de los efectos adversos
de insuficiencia multiorgénica en los pulmones. Estos datos demuestran que el tratamiento con interferén beta es Uutil
como profilaxia en los procesos que predisponen a la insuficiencia de multiples 6rganos (cirugia, lesién) y puede ser
util para el tratamiento del insuficiencia multiorganica en una enfermedad ya en curso.

Tabla 1. Area de permeabilidad
Tratamiento IFN-beta -(n=13) +(n=8)

Media + SEM 9+ 2,5%a) 0,0 +0,0% P<0,0001

a) 94 de area total

Tabla 2. Intensidad de fluorescencia

Tratamiento IFN-beta -(n=13) +(n=28)
Media + SEM 26,77 + 4,91% 2,03+1,27 P<0,0001

a) Intensidad de fluorescencia media

Se apreciara que los métodos de la presente invencion se puedan incorporar en forma de una variedad de
realizaciones, sélo unos pocos de los cuales se describen en este documento. Para el experto en la materia sera
evidente que existen otras realizaciones. Por lo tanto, las realizaciones descritas son ilustrativas y no deben
considerarse restrictivas.



ES 2389507 T3

REIVINDICACIONES

1. La utilizacién de un agente terapéuticamente activo para la elaboracién de un preparado farmacéutico destinado a
la prevencion o tratamiento de la insuficiencia multiorganica en un paciente, en la que dicho agente es el interferdon
beta natural y en la que dicho agente se utiliza sin administracion simultdnea de uno o méas agentes que afectan la
concentracion de adenosina en el paciente.
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