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DESCRIPCION
Subgrupos novedosos de pacientes para trombolisis
La invencion se refiere a distintos grupos de pacientes para trombodlisis en el tratamiento de apoplejia.

La apoplejia es la tercera causa principal de muerte después de enfermedad cardiovascular y cancer. Cada afio, se
diagnostica apoplejia en 750.000 pacientes y contribuye a casi 168.000 muertes solo en los Estados Unidos. La
apoplejia tiene un alto impacto personal y social debido a la grave incapacidad que causa la enfermedad.

La administracion de tromboliticos, tales como activadores de plasmindgeno, al paciente en terapia de apoplejia
isquémica aguda aspira a rescatar el “tejido en riesgo” (al que a veces en la bibliografia cientifica se hace referencia
también como “penumbra”) y a reducir el tamafio de infarto final, mejorando asi el resultado clinico del paciente. Los
regimenes actualmente disponibles y aprobados para terapia trombolitica intravenosa estan basados en el intervalo
de tiempo tras el inicio de los sintomas de apoplejia. En otras palabras, solo los pacientes con un inicio de apoplejia
no mayor de 180 minutos (3 horas) antes del tratamiento son considerados tratables con un tratamiento trombolitico
aprobado. Estudios clinicos recientes ("ECASS-3") con la alteplasa rt-PA han establecido que la rt-PA es eficaz
incluso de 3 a 4,5 horas tras el inicio de la apoplejia. Sin embargo, en esa ventana temporal ampliada, se ha
observado una incidencia significativamente aumentada de hemorragia intracraneal (HIC) (Hacke W. et al.:
"Thrombolysis with Alteplase 3 to 4.5 Hours after Acute Ischemic Stroke", en: The New England Journal of Medicine
2008 vol. 359, n® 13, pag. 1317-1329). Por tanto, permanecen serias preocupaciones de seguridad cuando se
amplia la ventana temporal para el tratamiento de apoplejia con alteplasa.

Antes del tratamiento, los pacientes para terapia trombolitica experimentan evaluaciones de tomografia
computerizada (TAC) cerebral sin contraste para confirmar la ausencia de hemorragia cerebral y la ausencia de
hipodensidad cerebral que englobe méas de un tercio del &mbito de la arteria cerebral media (ACM). Se evaltan
también para excluir contraindicaciones de la trombdlisis que constituyan factores de riesgo de hemorragia (p.ej.,
tumores malignos, traumatismo reciente, cirugia reciente, tumor cerebral, malformacion vascular o aneurisma).

Sin embargo, incluso con dichos criterios restrictivos, la trombolisis estd asociada a un riesgo significativo de
hemorragia intracraneal (HIC), que aparece en hasta un 15 % de todos los pacientes tratados. El beneficio clinico de
la terapia trombolitica actualmente disponible no compensa este riesgo. Por tanto, la seleccion de los pacientes para
incluir en un protocolo de trombdlisis segun los criterios actuales no es suficientemente satisfactoria.

Por consiguiente, es el objetivo de la presente invencién sugerir subgrupos novedosos de pacientes que se
beneficien del tratamiento de apoplejia y con los que se excluyan aquellos pacientes que se supone que no
aprovecharan la trombdlisis. Con ello, deberian aumentarse la eficacia global y seguridad de la terapia trombolitica
por apoplejia.

Se ha encontrado ahora por los inventores que la selecciéon de pacientes para terapia trombolitica solo basandose
en la imagenologia individual de pacientes de apoplejia y el intervalo temporal desde el inicio de la apoplejia
conlleva el riesgo de incluir pacientes con solo eventos de apoplejia menores o transitorios en el tratamiento, y con
ello exponer a estos pacientes al riesgo de HIC sin necesidad médica subyacente. Ademas, se ha encontrado que el
numero de pacientes elegibles para tratamiento de apoplejia puede limitarse razonablemente a aquellos pacientes
que exhiban un evento de apoplejia que no pueda superarse por las capacidades de autocuracion y por tanto
necesite tratamiento médico. Estos eventos de apoplejia pueden clasificarse como deducibles por ciertas
propiedades como se resumen a continuacion. Por consiguiente, en una realizacién de la invencién, se seleccionan
distintos subgrupos de pacientes para tratamiento con tromboliticos.

Segln una realizacion, los subgrupos de paciente seleccionados experimentaran un proceso de imagenologia
individual antes del tratamiento para valorar el posible tejido en riesgo, lo que indica el tejido cerebral potencialmente
salvable. En otra realizacion de la invencion, se seleccionan los pacientes por exhibir una oclusién arterial. Y en ain
otra realizacion de la invencion, se seleccionan los pacientes por el tejido en riesgo y la oclusion arterial.

Segun realizaciones adicionales, los pacientes seleccionados pueden tratarse con una inyeccién en bolo del
activador de plasminégeno no neurotéxico desmoteplasa. En una realizacién de la invencion, puede administrarse
un bolo de aproximadamente 90 o aproximadamente 125 ug de activador de plasmindgeno por kg de peso corporal.
El tratamiento puede iniciarse después de 3 horas tras el inicio de la apoplejia.

Antecedentes de lainvencion

El tejido diana de terapia trombolitica es el denominado tejido en riesgo. La razén patofisioldgica detras de esto es
como sigue:

Inmediatamente después de la oclusion de una arteria irrigadora del cerebro, disminuye el flujo sanguineo cerebral
regional (FSCr). El tejido cerebral con perfusién criticamente baja, al que se hace referencia como “tejido isquémico”,
pierde primero la funcion y finalmente la integridad debido a la falta de glucosa y oxigeno. La zona donde se pierde
en gran medida la integridad del tejido cerebral es conocida como “nucleo del infarto” y se desarrolla en los primeros
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minutos de oclusion de vasos en el centro de la zona isquémica. Este nlcleo del infarto se caracteriza por un dafio
irreversible de células neuronales y esta rodeado por tejido isquémico, pero aln salvable, con riesgo de infarto. Se
hace referencia también al tejido en riesgo como “penumbra”.

Dependiendo del intervalo temporal desde el inicio de la apoplejia y la gravedad de la isquemia cerebral, la cantidad
de flujo colateral y el estado metabdlico del paciente, el tejido en riesgo pierde eventualmente su integridad
estructural y por tanto avanza hasta infarto.

En el caso de oclusion de vasos persistente, el nicleo del infarto se amplia con el tiempo hasta que casi todo el
tejido en riesgo ha avanzado hasta infarto. Sin embargo, en el caso de recanalizacién temprana del vaso nutriente,
los cambios isquémicos en el tejido en riesgo son reversibles, y pueden salvarse potencialmente. Por lo tanto, el
tejido en riesgo es la diana de la terapia trombolitica actual.

Aungue los factores anteriormente mencionados para el desarrollo de infarto son conocidos como tales, existe una
falta de comprension de las posibles interacciones y consecuencias. Por consiguiente, sigue faltando un concepto
convincente para la seleccion de los grupos de pacientes tratables aceptable para uso rutinario clinico. Para
minimizar el riesgo de transformacién hemorragica, el Unico tratamiento trombolitico actualmente aprobado esta
estrictamente limitado a un méximo de 3 horas de tiempo desde el inicio de los sintomas de apoplejia.

Compendio de lainvencion

En contraposicion con la presente terapia trombolitica, la invencion estd basada por un lado en la valoracion
individual (diagndstico) del tejido en riesgo (penumbra) del paciente, independientemente del intervalo temporal tras
el inicio de la apoplejia. Por otro lado, la invencién estd basada en la seleccion (diagnéstico) de pacientes de
apoplejia que padezcan una apoplejia que es debida a una oclusién en un vaso sanguineo cerebral. En una
realizacién, la oclusion es detectable mediante una herramienta de imagenologia. Por consiguiente, los pacientes
para tratamiento de apoplejia se seleccionan en vista a su tejido en riesgo y/u oclusién de vaso arterial.

Como se usa con el fin de la invencion, el término “oclusién” se define como cualquier contraccién o estrechamiento
de un vaso sanguineo que dé como resultado un flujo de sangre reducido del tejido distal del mismo en comparacion
con el vaso sanguineo sano o normal. La oclusion puede ser parcial o completa. Por ello, el término oclusion
engloba también una estenosis, concretamente un estrechamiento anormal de un vaso sanguineo que siga
permitiendo la perfusion distal.

Segun la divulgacion, puede aplicarse cualquier herramienta de imagenologia que dé como resultado la visualizacion
de la abertura interna de estructuras rellenas de sangre y con ello posibilite la identificacién de una oclusion arterial.
Las posibles modalidades de imagenologia incluyen angiografia por RM (ARM) o angiografia por TAC (angioTAC) y
desarrollos 0 modificaciones adicionales de las mismas; sin embargo sin estar limitadas a ello. Puede hacerse
referencia también a la visualizacion de vasos sanguineos como angiografia. Son conocidos por el especialista en la
materia diversos métodos para la evaluacion adicional de las imagenes de IRM o TAC (p.ej., MTT, TTP o Tmax
como mapas de postprocesamiento).

En una realizacion adicional, la oclusion se localiza en una arteria cerebral proximal, en particular la arteria cerebral
media (ACM), la arteria cerebral anterior (ACA) y/o la arteria cerebral posterior (ACP), incluyendo todas sus ramas,
en particular M1 y/o M2.

El subgrupo de pacientes seleccionado para trombdlisis tiene una oclusion en el punto de partida que es describible
como un grado TIMI de 0 o 1. El grado 0 significa oclusiéon completa.

Se hace referencia a un grado TIMI de 1 o menos (concretamente 0 o 1) como “estenosis en alto grado”. La oclusion
en M1 y/o M2 de la arteria cerebral proximal es preferiblemente de un grado TIMI de 0 o 1.

La escala TIMI (escala de trombdlisis en infarto de miocardio) se desarrolld originalmente para la valoracion de
oclusiones arteriales en infarto de miocardio y engloba los 4 grados siguientes:

grado 3: flujo sanguineo normal

grado 2: arteria perfundida completamente pero flujo sanguineo retardado
grado 1: arteria penetrada con material de contraste, pero sin perfusién distal
grado 0: oclusién completa del vaso.

La escala TIMI se establecié en un ensayo de infarto de miocardio y desde entonces es conocida por el especialista
en trombolisis, p.ej., en Chesebro JH et al: "Thrombolysis in Myocardial Infarction (TIMI) Trial, Phase I: A comparison
between intravenous tissue plasminogen activator and intravenous streptokinase. Clinical findings through hospital
discharge”, en: Circulation 1987; 76; 142-154.

El grupo de pacientes seleccionados padece una apoplejia que puede describirse con una puntuacién de NIHSS de
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al menos 4, preferiblemente hasta e incluyendo 24. Sin embargo, la invencion puede atafier también a pacientes de
apoplejia con una puntuacién de NIHSS de al menos 8.

Por ello, el grupo de pacientes seleccionados para tratamiento de apoplejia se caracteriza por un grado TIMI de 1 o
0 (concretamente, un grado TIMI de menos de 2), en particular en una arteria cerebral proximal M1 y/o M2, y una
puntuacion de NIHSS de al menos 4. En una realizacién particular, la puntuacion de NIHSS es de al menos 8 a 24
(inclusive). Los pacientes muestran preferiblemente signos clinicos de infarto hemisférico. El grupo de pacientes
seleccionados para tratamiento de apoplejia se caracteriza adicionalmente por tejido cerebral en riesgo y oclusion
arterial cerebral.

Por ello, apartandose de la ventana fijada de 3 horas de las presentes terapias, segun una realizacion de la
invencion, los pacientes sin tejido en riesgo no son considerados tratables, incluso si se presentan en el hospital
dentro de la ventana de 3 horas actualmente aprobada para rt-PA; mientras que los pacientes con tejido en riesgo y
oclusién de vaso arterial estan abiertos a recibir medicacion trombolitica, incluso si llegan al hospital después de 3
horas tras el inicio de la apoplejia.

Pueden usarse técnicas de imagenologia para la valoracion del tejido en riesgo y/o la oclusion de vaso, puesto que
posibilitan obtener mayores conocimientos sobre los parametros patofisiolégicos en apoplejia isquémica. Las
técnicas de imagenologia pueden identificar a pacientes con una isquemia que sobrepasa el nacleo del infarto y que
constituyen por tanto la poblacién diana de la terapia de trombodlisis segun esta realizacion de la invencion. Por tanto,
la imagenologia de base patofisiologica para valorar el tejido en riesgo asi como el ndcleo infartado es un modo de
determinar si un paciente es susceptible de tratamiento segin la invencion. Es adecuada cualquier técnica de
imagenologia capaz de valorar el tejido en riesgo y/o la oclusiéon de vasos tal como, p.ej., IRM o TAC; sin embargo
sin limitarse a ellos.

La imagenologia puede usarse también para garantizar la seguridad de los pacientes al excluir los individuos con
alto riesgo de hemorragia postratamiento y aquellos con baja probabilidad de beneficio debido a que no hay tejido en
riesgo demostrable. Los factores de riesgo que pueden excluir regularmente el tratamiento segun la invencion
(aunque no siempre) son evidencia de hemorragia intracraneal (HIC), hemorragia subaracnoidea (HSA),
malformacion arteriovenosa (AV), aneurisma cerebral o neoplasma cerebral. Ademas, segun una realizacién de la
invencion, los pacientes con infarto agudo que implica mas de aproximadamente 1/3 del &mbito de la arteria cerebral
media (ACM) o sustancialmente todo el &mbito de la arteria cerebral anterior (ACA) y/o la arteria cerebral posterior
(ACP) pueden excluirse del tratamiento por la invencion. Ademas, los pacientes con signos de rotura de la barrera
hematoencefélica (BHE) representan un factor de riesgo para terapia trombolitica y, segun una realizacion de la
invencion, deberian excluirse.

Aunque el concepto de imagenologia individual no esta limitado a una cierta ventana temporal, puede ser favorable
tratar los pacientes dentro de un ventana temporal de hasta 9 horas desde el inicio de la apoplejia; concretamente el
tratamiento es posible incluso después de 3 horas tras el inicio de la apoplejia.

Como se menciona anteriormente, los subgrupos de pacientes seleccionados segin la invencién padecen una
apoplejia que necesita tratamiento médico. Estos subgrupos se caracterizan por una 0 mas propiedades clinicas
como se resumen con detalle a continuacion.

La eficacia del tratamiento de apoplejia segun la invencién puede mostrarse valorando la diferencia del cambio
porcentual de volumen de lesidon de nacleo desde la valoracion de imagenologia pretratamiento hasta el dia 30
después del tratamiento entre los grupos con tratamiento activo (principio activo) y placebo o con la comparacion de
la tasa de respuesta clinica el dia 90.

En una realizacion, el tratamiento de los pacientes de apoplejia seleccionados puede comprender la administracion
de aproximadamente 50 a 125 pg del activador de plasmindgeno desmoteplasa por kg de peso corporal del
paciente, en particular de aproximadamente 90 a aproximadamente 125, en particular 90 o 125 ug por kg de peso
corporal del paciente. En una realizacion preferida, se administran 90 o 125 ug por g de peso corporal de DSPA alfa-
1.

En una realizacién adicional, se excluyen los pacientes que no padecen oclusion de la ACM M1 o M2 y/o un
volumen desigual de menos de aproximadamente 120, 100 y en particular 75 o 50 cm® o menos en el punto de
partida. Por ello, los pacientes para tratamiento pueden seleccionarse por exhibir un volumen desigual absoluto de al
menos aproximadamente 50, 75 o 100 o 120 cm’en el punto de partida.

Descripcion detallada de la invencién

Como se resume anteriormente, se usa la imagenologia individual para diagnosticar o identificar (seleccionar)
candidatos para terapia trombolitica (recanalizacién y/o reperfusién). Puede usarse cualquier herramienta de
imagenologia adecuada. Por ejemplo, la IRM es una herramienta de imagenologia que puede aplicarse que puede
efectuarse con una secuencia potenciada por difusién (DWI). La fuerte hiperintensidad en la DWI indica una lesion
de nlcleo destinada a infarto con o sin reperfusion terapéutica. Estd normalmente rodeada por una regién
hipoperfundida medida con PWI (imagenologia potenciada por perfusion).
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Algunos pacientes muestran hiperintensidad en DWI que cubre casi todo el volumen de tejido hipoperfundido
identificado por la PWI. Esta “desigualdad” del tamafio de lesion en DWI y PWI indica un tejido en riesgo minimo.
Los pacientes seleccionados segun una realizacion de la invencion presentan una lesién por PWI claramente mayor
que la lesion por DWI y por tanto presentan una “desigualdad” que indica una region potencialmente salvable de
tejido en riesgo (penumbra). La region de tejido en riesgo es favorablemente al menos un 20 % mayor que la region
del infarto de ndcleo. El tejido en riesgo puede localizarse, p.gj., en la zona de la arteria cerebral media (ACM), la
zona de la arteria cerebral anterior (ACA) o la zona de la arteria cerebral posterior (ACP). En una realizacion de la
invencion, estos grupos de pacientes “desiguales” o pacientes con penumbra que es al menos un 20 % mayor que el
infarto de nucleo se someten a terapia trombolitica.

Ademas, puede usarse ARM (angiografia por resonancia magnética) para identificar el sitio de oclusion de vaso. En
los casos en que persista la oclusién de vaso, el tejido en riesgo anteriormente salvable probablemente infartara.
Después de la recanalizacién temprana, se normalizara la perfusion del tejido en riesgo conduciendo a la salvacién
del tejido.

La RM como herramienta de imagenologia se cita solo como ejemplo. La identificacion de la penumbra (“tejido en
riesgo”) es también posible, p.ej., con TAC usando el método de TAC por perfusion (TACP) o tomografia de emision
de positrones (TEP). Otro ejemplo es la visualizacion por ultrasonidos.

El NIHSS es una herramienta de valoracion sistematica que proporciona una medida cuantitativa del déficit
neuroldgico relacionado con la apoplejia. EI NIHSS se disefio originalmente como una herramienta de investigacion
para medir los datos del punto de partida de pacientes en ensayos clinicos de apoplejia aguda. Ahora, la escala se
usa también ampliamente como herramienta de valoracién clinica para evaluar la gravedad de los pacientes de
apoplejia, determinar el tratamiento apropiado y predecir el resultado clinico del paciente. Segun el NIHSS, se
valoran parametros tales como nivel de consciencia, movimiento ocular, pardlisis facial o capacidad motora de
brazos y piernas y se someten a una puntuacién numeérica predefinida. Normalmente, una puntuacion de NIHSS de
6 0 menos se considera como una apoplejia bastante ligera, mientras que una puntuacion de NIHSS de 6 a
alrededor de 15 se califica como una apoplejia de gravedad media. Una puntuacion de 15 o més de la escala de
NIHSS indica una apoplejia bastante grave. Frecuentemente, una puntuacion de NIHSS de 20 o més se considera
intratable. Sin embargo, particularmente la calificacion de la gravedad de una apoplejia depende también de la
valoracion individual del paciente por el médico, lo que incluye aspectos del rendimiento clinico global del paciente.
Segun una realizacién de la invencidn, se requiere una puntuacion de NIHSS del punto de partida de al menos 4 o al
menos 8. La puntuacion méxima puede seleccionarse como 24. Por ello, en una realizacion, la puntuacién de NIHSS
del punto de partida es de 4 a 24 (inclusive) o de 8 a 24 (inclusive).

Como se resume anteriormente, puede aplicarse imagenologia también para excluir grupos de pacientes de
trombolisis, a saber para excluir ciertos factores de riesgo. Por consiguiente, en una realizacion los grupos de
pacientes seleccionados no exhiben una o mas de las siguientes propiedades:

o infarto agudo que implica méas de cerca de 1/3 de la ACM o sustancialmente todo el &mbito de la ACA y/o la
ACP

o evidencia de IHC, HSA, malformacion AV, aneurisma cerebral o neoplasma cerebral.

Estos pacientes se tratan favorablemente después de 3 horas, después de 4,5 horas o después de 6 horas tras el
inicio de la apoplejia. Lo méas preferiblemente, se tratan al cabo de 3 a 9 horas tras el inicio de los sintomas de
apoplejia.

El resultado clinico puede medirse, p.ej., como una “tasa de respuesta clinica” el dia 90 tras el tratamiento que se
define, p.gj., por haber conseguido uno o mas de los tres parametros siguientes:

i una mejora de al menos 8 puntos de NIHSS o una puntuacion final de NIHSS de 0-1 el dia 90, p.ej. una
mejora de la puntuacion de NIHSS de 24 a 16 o de 0-1 (si el paciente en el punto de partida tenia un puntuacién de
NIHSS de 9 o0 menos)

ii. una puntuacion en la escala de Rankin modificada (ERm) de 0-2
iii. un indice de Barthel entre alrededor de 75 y alrededor de 100.

Ademas, estos grupos de pacientes pueden mostrar una reduccion del volumen de lesion de nuicleo del infarto el dia
30 en comparacion con el estado pretratamiento (punto de partida).

El activador de plasminégeno usado para tratamiento de apoplejia puede administrarse al paciente como una sola
inyeccién en bolo con el activador de plasmindgeno desmoteplasa a una dosis de aproximadamente 50 a 125 ug por
kg de peso corporal, en particular con aproximadamente 90 o aproximadamente 125 pg por kg de peso corporal de
los pacientes. Por ello, la invencién atafie también a la fabricacion de un medicamento (concretamente una cierta
forma unitaria de dosificacién) para tratar pacientes de apoplejia seleccionados que comprende una dosificacion que
permite la preparacion de una formulacion lista para usar que comprende de aproximadamente 50 a 125 ug por kg
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de peso corporal, o aproximadamente 90 o aproximadamente 125 pg/kg de peso corporal. La forma de unidad de
dosificacién puede ser, p.gj., un soélido tal como un liofilizado, o un liquido en un vial o ampolla. En una realizacion, la
forma de unidad de dosificacion contiene de aproximadamente 5,0 a 12,5 mg, preferiblemente aproximadamente 9,0
o aproximadamente 12,5 mg del activador de plasminégeno no neurotoxico desmoteplasa.

Los pacientes seleccionados muestran una reduccion del volumen de lesién del ndcleo de infarto el dia 30 en
comparacioén con el estado pretratamiento (punto de partida).

La presente divulgacién se refiere también a un tratamiento trombolitico que puede efectuarse con cualquier
activador de plasmindgeno (PA). Como se usa en la presente memoria, el término “activador de plasmindégeno” hace
referencia a todas las sustancias, naturales o proporcionadas sintéticamente, con origen humano u origen no
humano, que estimulan la lisis de coagulos mediante la activacién proteolitica de plasmin6geno a plasmina. Los PA
tipicos conocidos por el especialista en la materia son, p.ej., activador de plasminégeno de tejido (tPA) que esta
disponible en su forma recombinante rtPA (alteplasa), estreptocinasa o urocinasa y sus derivados, fragmentos o
mutantes respectivos que mantengan la actividad proteolitica (p.ej., tenecteplasa o reteplasa para rtPA).

En una realizacion de la divulgacion, se usa un activador de plasmindgeno no neurotdxico, concretamente un
activador de plasmindgeno que exhiba per se un potencial sustancialmente reducido de activar el receptor de
glutamato de tipo NMDA. Favorablemente, este activador de plasmindgeno es esencialmente no activable por
amiloide beta o proteina priénica y muestra en presencia de fibrina una actividad potenciada de mas de
aproximadamente 550 veces, mas de aproximadamente 5500 veces 0 mas de aproximadamente 10.000 veces, en
comparaciéon con la actividad en ausencia de fibrina. En otra realizacion, el aumento de actividad del PA en
presencia de fibrina en comparacion con su actividad en ausencia de fibrina es de méas de aproximadamente
100.000. Puesto que el aumento de la actividad de rt-PA es de aproximadamente 550, en una realizacion de la
divulgacion se usa PA que tiene una especificidad/selectividad por fibrina aproximadamente 180-200 veces mayor
comparada con rt-PA.

La neurotoxicidad puede valorarse mediante métodos conocidos por el especialista en la materia, p. ej. con modelos
animales, en particular modelos de &cido cainico como se describen con detalle en la patente internacional abierta a
inspeccion publica WO03/037363. Este modelo se describe ademas con detalle en Liberatore et al. (Liberatore, G.T.;
Samson, A.; Bladin, C.; Schleuning, W.D.; Medcalf, R.L. "Vampire Bat Salivary Plasminogen Activator
(Desmoteplase)”, Stroke, febrero de 2003, 537-543) y Reddrop et al. (Reddrop, C.; Moldrich, R.X.; Beart, P.M.;
Liberatore, G.T.; Howells, D.W.; Schleuning, W.O.; Medcalf, R.L., "NMDA-mediated neurotoxicity is potentiated by
intravenous tissue-type-, but not vampire bat-plasminogen activator, and is enhanced by fibrin", Monash University
Department of Medicine, versién de 20 de noviembre de 2003).

En aln otra realizacion de la divulgacion, el PA tiene una semivida plasmatica de méas de 2,5 min, mas de 50 min o
mas de 100 min.

En una realizacién, se usan DSPA alfa-1 o un PA con una actividad biologica y propiedades farmacoldgica
esencialmente correspondientes al DSPA alfa-1 respecto a la activacion de plasminégeno y su
selectividad/especificidad por fibrina potenciadas. El DSPA alfa-1 tiene una semivida de aproximadamente 138 min y
una actividad aumentada 105.000 veces en presencia de fibrina, en comparacién con su actividad en ausencia de
fibrina.

rotundus (activador de plasminégeno salival de Desmodus). En la saliva, se han aislado cuatro variantes de DSPA
gue, de forma similar a alteplasa y urocinasa, estan compuestos por diversos dominios conservados establecidos
anteriormente en familias relacionadas de proteinas. Las variantes rDSPA alfa-1 y rDSPA alfa-2 exhiben la formula
estructural de dedo (F), factor de crecimiento epidérmico (EGF) (a la que se hace referencia a veces también como
"(E)"), Kringle (K) y proteasa (P), mientras que rDSPA beta y rDSPA gamma se caracterizan por las formulas EKP y
KP, respectivamente. Sutiles diferencias de secuencia y datos de analisis de hibridacién por transferencia Southern
indican que las cuatro enzimas estan codificadas por cuatro genes diferentes y no estan generadas por un corte y
empalme diferencial de un transcrito primario Unico.

El DSPA alfa-1 variante tiene al menos un 70 % de homologia estructural con la alteplasa (rt-PA); siendo la
diferencia que la alteplasa tiene dos dominios Kringle (FEKKP), mientras que el DSPA alfa-1 tiene solo uno (FEKP).
El DSPA alfa-1 es una serinproteasa con 441 aminoacidos. Como otros activadores de plasmindgeno (PA), el DSPA
alfa-1 activa el plasminégeno catalizando la conversién de plasminégeno en plasmina, que a su vez degrada la
fibrina reticulada abundante en coagulos sanguineos.

Se ha encontrado que el DSPA alfa-1 tiene una alta especificidad por fibrina unida a plasminégeno, una alta
selectividad por fibrina (definida por la activacion por fibrina respecto a la activacion por fibrinégeno),
sustancialmente nada de neurotoxicidad y una activacion despreciable por amiloide beta y proteina pridnica celular
humana, ademas de una larga semivida dominante de mas de 2 horas (véase anteriormente).

El DSPA alfa-1 recombinante puede obtenerse a partir de células de ovario de hamster chino que contienen un
plasmido recombinante portador del gen de DSPA alfa-1 de Desmodus rotundus. La Fig. 1 y la Fig. 2 muestran las
6
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estructuras de DSPA alfa-1 y alteplasa. La secuencia de DSPA alfa-1 madura se muestra en la Fig. 3.

Los activadores de plasmindgeno de Desmodus rotundus y sus formas recombinantes se divulgaron por primera vez
en las patentes de EE.UU. n°® 6.008.019 y 5.830.849. El documento US 6.008.019 divulga los datos de secuencia de
DSPA alfa-1. Ambas patentes se refieren a la estructura, propiedades y fabricacion de activadores de plasmindgeno
de Desmodus rotundus, en particular DSPA alfa-1. La fabricacién recombinante y procesamiento adicional son
también objeto del documento EP 1015568 B1, que divulga la fabricacién recombinante de DSPA alfa-1.

Segun la presente invencion, el término “desmoteplasa” se usa para cualquier activador de plasmindégeno con
actividad bioldgica idéntica o esencialmente igual que DSPA alfa 1 respecto a la activaciéon de plasminégeno y su
selectividad/especificidad por fibrina potenciada. En una realizacién adicional, la selectividad por fibrina es al menos
de 180 veces en comparacion con rt-PA. Los PA definidos como desmoteplasa segun la invencién pueden ser al
menos un 80 o0 90 %, al menos un 95 % o al menos un 98 % idénticos a la secuencia aminoacidica segun la Fig. 3
(DSPA alfa 1). Los activadores de plasminégeno pueden incluir microheterogeneidades, p.ej. en términos de
glicosilacion y/o variaciones N-terminales, que son meramente debidas a los sistemas de produccion.

EJEMPLO 1

Beneficio clinico del tratamiento con desmoteplasa en pacientes con apoplejia moderada a grave: resultados del
ensayo DIAS-2

ANTECEDENTES: Desmoteplasa en apoplejia isquémica aguda 2 (DIAS-2) era un estudio aleatorizado controlado
por placebo con doble anonimato que investigaba la seguridad y eficacia de desmoteplasa, DSPA, (90 y 125 ug/kg)
en apoplejia aguda al cabo de 3-9 horas tras el inicio de los sintomas. Los resultados del analisis por intencion de
tratar negativos y una tasa de respuesta a placebo atipicamente alta (46 %) motivaron un analisis més detallado de
los datos clinicos e imagenoldgicos.

METODOS: Se asignaron aleatoriamente pacientes de edades de 18-85 afios, NIHSS 4-24, con un patron de
desigualdad de penumbra visualmente evidente segun el criterio del investigador por TAC (n= 64) o IRM (n=122) a
placebo (n= 63), DSPA 90 ug/kg (n=57) o 125 ug/kg (n= 66). Se procesaron centralizadamente las imagenes y se
valoraron con anonimato. La respuesta clinica, el resultado clinico primario del ensayo, era una mejora en las tres
escalas de apoplejia (NIHSS, ERm y el indice Barthel) a los 90 dias. Los pacientes seleccionados por TAC no se
incluyeron en los analisis basados en desigualdad porque las medidas de volumen y sus correlaciones clinicas eran
mas variables.

RESULTADOS: Los pacientes de DIAS-2 tenian menos apoplejias graves que en ensayos de DSPA anteriores
(DEDAS y DIAS): NIHSS mediana= 9 frente a 12; 46 % (82/179) frente a 37 % (33/89) no tenian oclusion de la ACM
M1/M2. En pacientes de IRM, el volumen de lesién de nucleo del punto de partida mediano era de 9,7 cm?® y el
volumen desigual mediano era de 78,4 cm®. A medida gue aumentaba el volumen de desigualdad absoluto en el
punto de partida, descendia la tasa de respuesta de placebo respecto a DSPA. Se encontraron las tasas de
respuesta de placebo maximas en pacientes con un volumen de desigualdad absoluto < 75 cm?® (67 %; 12/18) o
ausencia de oclusiébn de ACM M1 o M2 (63 %; 12/19). Excluyendo estos pacientes moderados, las tasas de
respuesta clinica eran de 27 % para placebo (6/22) y 46 % para DSPA (25/54) en la poblacion de IRM. Los
resultados clinicos resefiados para DIAS y DEDAS eran de 23 % para placebo y 49 % para DSPA 90 o 125 pg/kg.
Combinando todos los pacientes seleccionados por IRM en los 3 ensayos, las tasas de respuesta clinica eran de
34 % para placebo (n=73) y 48 % para DSPA 90 o 125 ug/kg (n= 141).

CONCLUSIONES: Las apoplejias leves incluidas en DIAS-2 pueden explicar la tasa de respuesta a placebo
inesperadamente alta. Una oclusion de MCA M1/M2 probada o un volumen de desigualdad por IRM >75 cm?en el
punto de partida estaban asociados a mejores resultados clinicos para DSPA en DIAS-2, apoyando los resultados
de eficacia positivos conseguidos en DIAS y DEDAS. Se esta planeando un ensayo adicional con DSPA usando
imagenologia y criterios de seleccion clinica refinados.

EJEMPLO 2

Beneficio clinico del tratamiento con desmoteplasa en pacientes con apoplejia moderada a grave: resultados
adicionales del ensayo DIAS-2 basados en un reanalisis en profundidad de los datos de DIAS-2.

ANTECEDENTES: véase anteriormente.
METODOS: véase anteriormente.
RESULTADOS:

Tasas de respuesta frente al grado de TIMI

Los datos de DIAS/DEDAS mostraron que 38 pacientes (42,75 %) tenian un TIMI 2-3 en el punto de partida y 51

pacientes (57,3 %) un TIMI 0-1. Esto difiere de los datos de DIAS-2, en que un 70,4 % de los pacientes tenian un

TIMI de punto de partida 2-3. Se encontré el porcentaje maximo de TIMI de punto de partida 2-3 en el grupo de 90
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Ha/kg (74,1 %) y el minimo en el de 125 ug/kg (64,5 %) (véase la tabla 1).

Aunque la desmoteplasa no era mejor que el placebo en la poblacién global de sujetos de DIAS-2, explorar el
subgrupo de sujetos con oclusion arterial proximal de TIMI 0 o 1 o estenosis en alto grado en el punto de partida
reveld una respuesta mejorada para desmoteplasa frente a placebo (placebo: 17,6 %, 90 ug/kg: 35,7 %, 125 pg/kg:
27,3 %). En la poblacion combinada de DIAS/DEDAS/DIAS-2, la desmoteplasa mostré un efecto dependiente de la
dosis frente al placebo para TIMI 0-1 y TIMI 2, pero no para TIMI 3.

Se muestran estos datos en las Tablas 2a a cy en la Fig. 4.

Tasas de respuesta frente a volumen de desigualdad

Como ya se ha mencionado anteriormente, el volumen de desigualdad absoluto en DIAS-2 estaba relacionado
inversamente con la tasa de respuesta a placebo, de modo que los pacientes con un volumen de desigualdad menor
(concretamente, 50 cm® o menos) mostraban una mayor tasa de respuesta a placebo. En conformidad, un andlisis
de subgrupo que incluye los pacientes analizados por IRM de DIAS/DEDAS/DIAS-2 muestra que puede observarse
una respuesta dependiente de la dosis de desmoteplasa frente a placebo para pacientes con volimenes de
desigualdad absolutos entre 50 cm?® y 100 cm?® y para pacientes con un volumen de desigualdad mayor de 100 cm’,
mientras que la desmoteplasa no era significativamente mejor que el placebo en el subgrupo con menos de 50 cm®
de volumen de desigualdad absoluto (Fig. 5).

Correlacién entre el grado de TIMI y el volumen de desigualdad/NIHSS

En el estudio DIAS-2, el subgrupo de pacientes con TIMI 0-1 exhibia un NIHSS de punto de partida de 13,0,
mientras que los pacientes con TIMI 2-3 mostraban un NIHSS de punto de partida de 9,0 (Tabla 3). Esta correlacion
esta basada en el hecho de que los pacientes con una oclusién mas grave es mas probable que tengan un infarto
maés grave. Por consiguiente, el grado de TIMI muestra también una correlacién con el volumen de desigualdad
absoluto, puesto que los pacientes con TIMI 0-1 exhiben un volumen de desigualdad de 167,7 cm?® y los pacientes
con TIMI 2-3 un volumen de desigualdad de 53,5 cm?® (Tabla 3).

Grado de TIMI y violaciones del protocolo relacionadas con la desigualdad

El andlisis de los mapas de sitio reveld que, en el estudio DIAS-2, 23 pacientes no exhibian desigualdad/penumbra
aparente. 11 de los 23 pacientes sin penumbra eran pacientes con respuesta.

Conclusiones: Estos datos muestran que los pacientes con oclusiones obvias con TIMI (0-1) tienen una menor
oportunidad de recuperarse sin terapia trombolitica, mientras que aquellos con un TIMI 2-3 de punto de partida es
probable que consigan una buena recuperacion incluso sin intervencién terapéutica. Basandose en los reandlisis de
los grados de TIMI en el punto de partida, que se correlacionan con la puntuacién de NIHSS y el volumen de
desigualdad absoluto, los grados de TIMI constituyen un factor importante que influye en el resultado clinico de
DIAS-2.

LEYENDAS DE TABLA

Tabla 1. Caracteristicas del punto de partida para el estudio DIAS-2.

Tabla 2a. Tasa de respuesta por grupo de TIMI en el estudio DIAS-2 en comparacion con la poblacion de pacientes
combinada de los estudios DIAS y DEDAS.

Tabla 2b. Tasa de respuesta por grupo de TIMI en el estudio DIAS-2.

Tabla 2c. Tasa de respuesta por grupo de TIMI (solo lecturas de M1) en el estudio DIAS-2 en comparacién con la
poblacién de pacientes combinada de los estudios DIAS y DEDAS.

Tabla 3. Grado de TIMI frente a NIHSSS y volumen de desigualdad en el estudio DIAS-2.

Tabla. 4: La vision general de DIAS/DEDAS y DIAS-2 muestra que DIAS-2 incluye apoplejias mas leves y menores
volumenes de desigualdad y ausencia de oclusion de vaso.

LEYENDAS DE FIGURAS

Fig. 1: Estructura de la proteina DSPA alfa-1.

Fig. 2: Estructura de la proteina alteplasa.

Fig. 3: Secuencia aminoacidica de la proteina DSPA alfa-1 madura.

Fig. 4: Tasa de respuesta segin TIMI en la poblacién de pacientes combinada del estudio DIAS, DEDAS y DIAS-2.

Fig. 5: Tasa de respuesta segun el desigualdad por IRM en la poblacion de pacientes combinada del estudio DIAS,
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Fig. 8: Respuesta clinica frente a un volumen de desigualdad (< 120 cm® frente a >120 cm3): a altos volumenes de
desigualdad, ambas dosis de desmoteplasa estan asociadas a una mejora significativa frente al placebo.

Fig. 9: Distribucién de TIMI en pacientes con un volumen de desigualdad >120 cm® a altos volimenes de

desigualdad, se excluyen la mayoria de pacientes sin oclusion de vasos/bajo grado de estenosis.

Fig. 10: Desigualdad frente a oclusion de vasos: DIAS-2. Seleccion de pacientes con TIMI 0-1= gran mayoria con

desigualdad.

Fig. 11: Respuesta clinica en pacientes con oclusion de vasos/alto grado de estenosis (TIMI 0-1). En la poblacion de
TIMI 0-1, la respuesta clinica para desmoteplasa 90 pg/kg y placebo era un efecto consistente en todos los estudios.
Tamafio de efecto global para 90 pg/kg: 22 %.

Tabla 1
Placebo 90 ug/kg 125 ug/kg Global
NIHSS (mediana) 9,0 9,0 9,0 9,0
Edad (mediana) [afios] 73,0 71,0 73,5 -
Hombres [%] 58,7 47,4 43,9 50,0
Mujeres [%] 41,3 52,6 56,1 50,0
TIMI de PP 0-1 [%)] 27,0 25,9 35,5 29,6
TIMI de PP 2-3 [%)] 73,0 74,1 64,5 70,4
Tabla 2a
TIMI 0-1 TIMI 2-3
n NIHSS de Tasa de respuesta n NIHSS de Tasa de respuesta
PP PP
(mediana) | N % (mediana) %

Placebo 20 14,0 3 15,0 14 8,0 5 35,7

90 ug/kg 15 14,0 6 40,0 13 9,0 5 38,5

125 16 13,5 10 62,5 11 8,0 8 72,7

pg/kg

¥ DSPA 31 14,0 16 51,6 24 8,5 13 54,2

Total 51 14,0 19 37,3 38 8,0 18 47,4

Placebo 17° 14,0 3 17,6 46° 8,0 26 56,5

90 pg/kg 147 14,0 5 357 40" 9,0 20 50,0

125 22° 9,5 6 27,3 40™ 9,0 16 40,0

Hg/kg

¥ DSPA 36° 10,5 11 30,6 80" 9,0 36 45,0

Total 53° 13,0 14 26,4 126° 9,0 62 49,2
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Tabla 2b
DIAS-2 TIMI 0-1 TIMI 2 TIMI 3
n BLS Tasa de N BLS Tasa de N BLS Tasa de
NIHSS respuesta NIHSS respuesta NIHSS respuesta
(mediana) (mediana) (mediana)
n % n % n %
Placebo | 177 14,0 3 17,6 | 16" 8,5 8 50,0 | 30" 8,0 18 60,0
90 147 14,0 5 357 | 13 10,0 6 46,2 | 271 8,0 14 51,9
pg/kg
125 227 9,5 6 27,3 | 15° 11,0 7 46,7 | 25° 8,0 9 36,0
pg/kg
b3 36° 10,5 11 30,6 | 28° 11,0 13 46,4 | 527 8,0 23 44,2
DSPA
Total 53° 13,0 14 26,4 | 44° 10,0 21 47,7 | 82° 8,0 41 50,0
Tabla 2c
TIMI 0-1 TIMI 2-3
n NIHSS de Tasa de respuesta n NIHSS de Tasa de respuesta
PP PP
(mediana) | N % (mediana) | N %
Placebo 16 15,0 2 12,5 13 8,0 5 38,5
90 pg/kg 10 14,5 3 30,0 12 9,0 4 33,3
125 12 13,5 7 58,3 9 9,0 7 77,7
Hg/kg
T DSPA 22 14,5 10 455 21 9,0 11 54,2
Total 38 14,5 12 31,6 34 8,5 16 47,0
Placebo 15° 14,0 3 20,0 407 9,0 20 50,0
90 pg/kg 11" 13,0 5 455 34" 9,0 16 47,0
125 17° 10,0 4 23,5 35° 9,0 12 34,2
Hg/kg
T DSPA 28° 12,0 9 32,1 69t 9,0 28 40,5
Total 43° 13,0 12 28,0 109™ 9,0 48 44,0
Tabla 3
+ TIMI 0-1 TIMI 2-3
NIHSS de PP Desigualdad (mediana) NIHSS de PP Desigualdad (mediana)
(mediana) [cm?] (mediana) [cm?]
Placebo 14,0 173,7 8,0 48,8
90 pg/kg 14,0 202,5 9,0 50,3
125 9,5 119,3 9,0 66,0
pg/kg

10
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> DSPA 10,5 151,2 9,0 57,5
Total 13,0 167,7 9,0 53,5
Tabla 4
Placebo 90 pg/kg 125 pg/kg
DIAS/DEDAS | DIAS- | DIAS/DEDAS | DIAS- | DIAS/DEDAS | DIAS-
2 2 2
NIHSS de PP, mediana 12 9 11 9 11 9
Volumen de lesibn de PP (cm’, 24 12 28 8 22 11
mediana)
Volumen de desigualdad absoluto 99 49 114 52 130 66
(cm®, mediana)
TIMI de PP 0-1 (%) 59 27 54 26 59 36
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REIVINDICACIONES

1. Desmoteplasa para uso en el tratamiento de apoplejia en un paciente, mientras que dicho paciente antes
del tratamiento se selecciona por exhibir los siguientes criterios en el punto de partida

a. tejido cerebral en riesgo

b. una oclusion arterial cerebral

c. una puntuacion de NIHSS de al menos 4,y

d. una estenosis en alto grado, caracterizada por un grado TIMI de 0 o 1.

2. Desmoteplasa para uso segun la reivindicacion 1, considerando que la oclusion arterial cerebral o estenosis

en alto grado del paciente con apoplejia esta localizado en la ACM, ACA o ACP o ramas de las mismas.

3. Desmoteplasa para uso segun la reivindicacion 2, considerando que la oclusion arterial o estenosis en alto
grado del paciente con apoplejia esta en la rama M1 o M2 de la ACM, ACA o ACP.

4. Desmoteplasa para uso segun una de las reivindicaciones anteriores, considerando que la oclusion arterial
del paciente con apoplejia es de un TIMI de 0 o 1.

5. Desmoteplasa para uso segun una de las reivindicaciones anteriores, considerando que el tejido en riesgo
del paciente con apoplejia esté localizado en la zona de la ACM, ACA o ACP.

6. Desmoteplasa para uso segun una de las reivindicaciones anteriores, considerando que el paciente exhibe
una apoplejia de una puntuacion de NIHSS de al menos 8, preferiblemente de entre 8 y 24 (inclusive),

7. Desmoteplasa para uso segun una de las reivindicaciones anteriores, considerando que la oclusion arterial
y/o tejido en riesgo del paciente con apoplejia se valoran antes del tratamiento por imagenologia individual.

8. Desmoteplasa para uso segun una o mas de las reivindicaciones anteriores, considerando que el paciente
se caracteriza ademas por una o mas de las siguientes propiedades en el punto de partida:

a. el infarto agudo no implica mas de aproximadamente 1/3 de la ACM o sustancialmente todo el ambito de la
ACA o ACP y/o

b. la ausencia de HIC, HSA, malformaciéon AV, aneurisma cerebral o neoplasma cerebral.

9. Desmoteplasa para uso segun una o mas de las reivindicaciones anteriores, considerando que el activador
de plasminégeno se administra al paciente en una dosificacion de aproximadamente 90 a aproximadamente 125
ug/kg de peso corporal, en particular aproximadamente 90 o aproximadamente 125 pg/kg de peso corporal.

10. Desmoteplasa para uso segun una o mas de las reivindicaciones anteriores, considerando que el paciente
se trata después de 3 horas tras el inicio de la apoplejia o al cabo de 3 a 9 horas tras el inicio de los sintomas de
apoplejia.
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Fig. 3
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Fig. 4.
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Fig. 5.
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Fig. 6
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Fig. 10
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