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DESCRIPCION
Composiciones y procedimientos para contrarrestar la inhibicion del factor Xa
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud Provisional de los Estados Unidos N.° 61/759,332,
presentada el 31 de enero de 2013.

Referencia al listado de secuencias

El Listado de Secuencias se presenta concurrentemente de conformidad con 37 CFR §1.821 en un formato legible
por computadora (CRF) a través de EFS-Web y con nombre de archivo PC072006_SEQLIST_ST25.ixt.

Antecedentes de la invencion

La anticoagulacion farmacolégica es la base del tratamiento para pacientes con afecciones protromboticas.
Durante mas de cincuenta afios, el Unico anticoagulante oral disponible fue la warfarina, un inhibidor de la vitamina
K epodxido reductasa (VKOR) que recicla la vitamina K oxidada. La warfarina tiene muchos inconvenientes, incluida
la farmacocinética impredecible que requiere un monitoreo frecuente de los parametros de coagulacion y el ajuste
de la dosis. Sin embargo, en caso de hemorragia de emergencia o la necesidad de cirugia urgente, existen
antidotos que permiten una reversion rapida y completa.

Los inhibidores orales directos de FXa son anticoagulantes emergentes que tienen el potencial de simplificar los
esquemas de dosificacion y la monitorizacion hemostatica en pacientes con enfermedades protrombéticas en
comparacion con los tratamientos estandar, como la warfarina. Aunque estos medicamentos tienen muchas
ventajas sobre la warfarina, no hay disponible un agente de reversion completamente eficaz para estos novedosos
anticoagulantes.

La falta de una medida correctiva especifica a sus efectos, sin embargo, es una necesidad clinica insatisfecha
critica que podria limitar la adopcion generalizada de estos agentes debido al temor a una hemorragia inmanejable.

Sumario de la invenciéon

La invencion se define en las reivindicaciones. Los solicitantes han abordado esta necesidad clinica insatisfecha
critica proporcionando composiciones y procedimientos para contrarrestar los efectos de los inhibidores del Factor
X (FXa) activados directamente. La invencion es como se establece en las reivindicaciones, en particular la
presente invencién comprende; una variante del Factor Xa que comprende una sustitucidon en el aminoacido
correspondiente a la posicion 235 en la SEQ ID NO: 1 seleccionado del grupo de aminoacidos que consiste en:
Thr o Leu, o una composicion farmacéutica de los mismos, para su uso en la reducciéon o prevenciéon de la
hemorragia en un sujeto tratado con un inhibidor directo del Factor Xa; opcionalmente en el que el uso efectua la
reversion urgente de la coagulopatia adquirida debido a la terapia de inhibicion de FXa en un sujeto con hemorragia
grave aguda.

De acuerdo con algunas realizaciones, la invenciéon proporciona una variante del Factor Xa para su uso en la
reduccion o prevencion de hemorragias en un sujeto que esta siendo tratado con un inhibidor directo del Factor Xa
(FXa) administrando una composicion que comprende una variante del Factor Xa que contiene al menos una
modificacion incluyendo la sustitucion del aminoacido de tipo silvestre en la posicion 16 (usando el sistema de
numeracion de quimotripsina) con Thr, Leu, de acuerdo con la divulgacion Phe, Asp o Gly, o de acuerdo con la
divulgacion, la sustitucion del aminoacido de tipo silvestre en la posicién 17 (usando el sistema de numeracién de
quimotripsina) con Leu, Ala o Gly. En ciertas realizaciones, de acuerdo con la invencion, el uso de una composicion
que comprende una variante de FXa da como resultado al menos una reduccion del 50% en la hemorragia. De
acuerdo con ciertas realizaciones, los inhibidores directos del Factor Xa incluyen rivaroxaban o apixaban. En
algunas realizaciones de acuerdo con la invencion, la concentracion plasmatica del inhibidor directo de FXa es una
cantidad terapéutica tipica o una cantidad supraterapéutica. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la
concentracion plasmatica de rivaroxaban puede ser de aproximadamente 500 nM, o adicionalmente de acuerdo
con la divulgacién, y la concentracion plasmatica de apixaban puede ser de aproximadamente 250 nM, o
adicionalmente de acuerdo con la divulgacion. De acuerdo con ciertas realizaciones de la invencion, la variante de
FXa contiene la sustitucion [16L. En algunas realizaciones, la variante de FXa es capaz de contrarrestar el efecto
del inhibidor directo del Factor Xa hasta una concentracién plasmatica que es al menos 100 veces menor que la
concentracion plasmatica del inhibidor del Factor Xa. En ciertas realizaciones de la invencion, la composicion que
comprende la variante de FXa se administra antes de una cirugia planificada, después de una lesién o después de
una sobredosis intencional o accidental con un inhibidor directo de FXa. En algunas divulgaciones, la hemostasia
en el sujeto se monitorea usando un ensayo de hemostasia después de una primera dosis con una variante de
FXa vy, si no se alcanza una hemostasia adecuada en un tiempo predeterminado, se administra al menos una
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segunda dosis de la variante de FXa para lograr una hemostasia suficiente. De acuerdo con algunas realizaciones,
el tiempo predeterminado es de aproximadamente 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos o 60 minutos después de
que se administra la primera dosis de la variante de FXa. Otros tiempos también son posibles. En algunas otras
realizaciones de la invencion, se administra al menos un segundo procoagulante ademas de la variante de FXa,
que incluye, por ejemplo, una variante de FXa diferente, factor IX, factor Xla, factor Xlla, factor VIII, factor Vlia,
FEIBA o concentrado de complejo de protrombina (PCC).

La divulgacion proporciona procedimientos para aumentar la cantidad de trombina producida en respuesta a la
activacion de la via de coagulacion extrinseca o intrinseca en un sujeto que esta siendo tratado con un inhibidor
directo del Factor Xa (FXa) administrando una composicion que comprende una variante del Factor Xa que
contiene al menos una modificacion que incluye la sustitucion del aminoacido de tipo silvestre en la posicion 16
(usando el sistema de numeracion de quimotripsina) con Thr, Leu, Phe, Asp o Gly, o la sustitucién del aminoacido
de tipo silvestre en la posicion 17 (usando la numeracién de quimotripsina sistema) con Leu, Ala o Gly. De acuerdo
con ciertas divulgaciones, los inhibidores directos del Factor Xa incluyen rivaroxaban o apixaban. En algunas
divulgaciones, la concentracion plasmatica del inhibidor directo de FXa es una cantidad terapéutica tipica o una
cantidad supraterapéutica. Por ejemplo, en algunas divulgaciones, la concentracion plasmatica de rivaroxaban
puede ser de aproximadamente 500 nM o mayor, y la concentracion plasmatica de apixaban puede ser de
aproximadamente 250 nM o mayor. De acuerdo con ciertas realizaciones, la variante de FXa contiene la sustitucion
[16L. De acuerdo con ciertas divulgaciones, la cantidad de trombina producida aumenta en aproximadamente un
5%, 10%, 15%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 150%, 200% o mas. En algunas divulgaciones,
la variante de FXa es capaz de contrarrestar el efecto del inhibidor directo del Factor Xa hasta una concentracion
plasmatica que es al menos 100 veces menor que la concentracion plasmatica del inhibidor del Factor Xa. En
ciertas divulgaciones, la composicion que comprende la variante de FXa se administra antes de una cirugia
planificada, después de una lesién o después de una sobredosis intencional o accidental con un inhibidor directo
de FXa. En algunas divulgaciones, la hemostasia en el sujeto se monitorea usando un ensayo de hemostasia
después de una primera dosis con una variante de FXa y, si no se alcanza una hemostasia adecuada en un tiempo
predeterminado, se administra al menos una segunda dosis de la variante de FXa para lograr una hemostasia
suficiente. De acuerdo con algunas divulgaciones, el tiempo predeterminado es de aproximadamente 15 minutos,
30 minutos, 45 minutos o 60 minutos después de que se administra la primera dosis de la variante de FXa. Otros
tiempos también son posibles. En algunas otras divulgaciones, se administra al menos un segundo procoagulante
ademas de la variante de FXa, que incluye, por ejemplo, una variante de FXa diferente, factor IX, factor Xla, factor
Xlla, factor VIII, factor Vlla, FEIBA o concentrado de complejo de protrombina (PCC).

De acuerdo con algunas divulgaciones, la divulgacion proporciona procedimientos para disminuir el tiempo de
coagulacion (medido, por ejemplo, usando PT o INR, o algun otro ensayo) en un sujeto que esta siendo tratado
con un inhibidor directo del Factor Xa (FXa) administrando un composicion que comprende una variante del Factor
Xa que contiene al menos una modificacion que incluye la sustitucion del aminoacido de tipo silvestre en la posicion
16 (usando el sistema de numeracion de quimotripsina) con Thr, Leu, Phe, Asp o Gly, o la sustitucion del
aminoacido de tipo silvestre en la posicion 17 (usando el sistema de numeracién de quimotripsina) con Leu, Ala o
Gly. De acuerdo con ciertas divulgaciones, los inhibidores directos del Factor Xa incluyen rivaroxaban o apixaban.
En algunas divulgaciones, la concentracion plasmatica del inhibidor directo de FXa es una cantidad terapéutica
tipica o una cantidad supraterapéutica. Por ejemplo, en algunas divulgaciones, la concentracion plasmatica de
rivaroxaban puede ser de aproximadamente 500 nM o mayor, y la concentracion plasmatica de apixaban puede
ser de aproximadamente 250 nM o mayor. De acuerdo con ciertas divulgaciones, la variante de FXa contiene la
sustitucion 116L. De acuerdo con ciertas divulgaciones, el tiempo de coagulacién se reduce en aproximadamente
5%, 10%, 15%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o mas. En algunas divulgaciones, la variante de FXa
es capaz de contrarrestar el efecto del inhibidor directo del Factor Xa hasta una concentracion plasmatica que es
al menos 100 veces menor que la concentracion plasmatica del inhibidor del Factor Xa. En ciertas divulgaciones,
la composiciéon que comprende la variante de FXa se administra antes de una cirugia planificada, después de una
lesién o después de una sobredosis intencional o accidental con un inhibidor directo de FXa. En algunas
divulgaciones, la hemostasia en el sujeto se monitorea usando un ensayo de hemostasia después de una primera
dosis con una variante de FXa y, si no se alcanza una hemostasia adecuada en un tiempo predeterminado, se
administra al menos una segunda dosis de la variante de FXa para lograr una hemostasia suficiente. De acuerdo
con algunas divulgaciones, el tiempo predeterminado es de aproximadamente 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos
0 60 minutos después de que se administra la primera dosis de la variante de FXa. Otros tiempos también son
posibles. En algunas otras divulgaciones, se administra al menos un segundo procoagulante ademas de la variante
de FXa, que incluye, por ejemplo, una variante de FXa diferente, factor IX, factor Xla, factor Xlla, factor VI, factor
Vlla, FEIBA o concentrado de complejo de protrombina (PCC).

Breve descripcion de los dibujos
Las Figuras 1A-B muestran la inhibicion de wt-FXa libre o FXa'"®- por rivaroxaban. La velocidad inicial de la

hidrolisis del sustrato peptidilico (SpecXa; 200 uM) por A) wt-FXa (2 nM) o B) FXa''®- (6 nM) se determin6 a
concentraciones crecientes de rivaroxaban. El valor K; se brinda en cada grafico.
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Las Figuras 2A-B muestran la inhibicion por rivaroxaban de wt-FXa o FXa''6- ensamblados en protrombinasa.
La velocidad inicial de la hidrdlisis del sustrato peptidilico (SpecXa; 200 uM) por A) wt-FXa (2 nM) o B) FXa''6-
(6 nM) en presencia de PCPS (20 uM) y FVa (40 nM) se determiné a concentraciones crecientes de
rivaroxaban.

La Figura 3 muestra el efecto de diferentes concentraciones de FXa''®- al revertir los efectos sobre la
generacion de trombina de rivaroxaban.

Las Figuras 4A-D muestran el efecto de FXa''®- al revertir los efectos de rivaroxaban. Se incub6 plasma
humano normal con rivaroxaban 500 nM y en ausencia o presencia de concentraciones crecientes de FXa''et.
Después del analisis de datos, se trazaron la trombina pico (A 'y C) y la trombina total generada (ETP; B y D).

Las Figuras 5A-B muestran que FXa''® revierte los efectos de la dosis alta de rivaroxaban. Se incubo plasma
humano normal con rivaroxaban 7,5 uM y en ausencia o presencia de concentraciones crecientes de FXa''e.,
Después del analisis de datos, se trazaron la trombina pico (A) y la trombina total generada (ETP; B).

Las Figuras 6A-B muestran que FXa''- o FXa''®T revierten los efectos de 250 nM de apixaban. Se incubo
plasma humano normal con apixaban 250 nM y en ausencia o presencia de concentraciones crecientes de
FXa''®- o0 FXa''®T. Después del andlisis de datos, se trazaron la trombina pico (A) y la trombina total generada
(ETP; B).

Las Figuras 7A-B muestran que FXa''®- o0 FXa''®T revierten los efectos de la dosis alta de apixaban. El plasma
humano normal se incubd con Apixaban 2,0 uM y en ausencia o presencia de concentraciones crecientes de
FXa''®- o0 FXa''®T. Después del analisis de datos, se trazaron la trombina pico (A) y la trombina total generada
(ETP; B).

Las Figuras 8A-B muestran que FXa''®" corrige la coagulacion de la sangre total en presencia de rivaroxaban.
La tromboelastografia de sangre total se utilizé para evaluar la capacidad de FXa''®- para revertir los efectos
de rivaroxaban en una dosis tipica (A) y alta (B).

Las Figuras 9A-B muestran que FXa''® corrige la coagulacion de sangre total en presencia de apixaban. La
tromboelastografia de sangre total se utilizé para evaluar la capacidad de FXa''® para revertir los efectos de
apixaban a una dosis tipica (A) y alta (B).

Las Figuras 10A-B muestran que FXa''®- contrarresta rivaroxaban en un ensayo de generacion de trombina.
La Figura 10A muestra una respuesta a la dosis de rivaroxaban y la Figura 10B muestra una respuesta a la
dosis de FXa''®- en presencia de rivaroxaban.

La Figura 11 muestra que FXa''®- contrarresta rivaroxaban en un modelo de hemorragia de clip de cola de
raton.

La Figura 12 demuestra que el rivaroxaban administrado a ratones retrasa el tiempo de coagulacion de la
sangre total medido usando ROTEM y que la administracion con FXa''®- responde a la dosis en respuesta al
efecto del rivaroxaban.

La Figura 13 muestra que el rivaroxaban administrado a un ratén previene la formacion de coagulos en un
sitio de lesion vascular en el musculo cremaster causado por laser y que la administracién con FXa''6
contrarresta el efecto del rivaroxaban. La formacion de coagulos se visualizé usando microscopia intravital y
anticuerpos marcados con fluorescencia contra fibrina y plaquetas. La Figura 13A muestra la formacion de
coagulos en un ratén no tratado. La Figura 13B muestra que el rivaroxaban retrasé y redujo la acumulacion
de plaquetas y evité la deposicion de fibrina. Por el contrario, la Figura 13C muestra que en un ratén
administrado se produjo la formacién de coagulos de rivaroxaban y FXa''®- en el sitio de la lesion.

La Figura 14 es la secuencia de aminoacidos de la preproteina del Factor X humano de tipo silvestre (SEQ
ID NO: 1). La péptido sefial corresponde a los aminoacidos 1-23. El propéptido corresponde a los aminoacidos
24-40. La cadena ligera madura del Factor X activado (FXa) corresponde a los aminoacidos 41-179. La
cadena pesada madura de FXa activado (después de la eliminacion del péptido de activacién) corresponde
a los aminoacidos 235-488. El péptido de activacion (AP) corresponde a los aminoacidos 183-234.

La Figura 15 es la secuencia de nucleétidos del ADNc que codifica la preproteina del Factor X humano de
tipo silvestre (SEQ ID NO: 2). La secuencia de codificacién corresponde a los nucleétidos 58 a 1524.

Descripcion detallada

La divulgacion proporciona composiciones y procedimientos para contrarrestar el efecto anticoagulante de un
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inhibidor directo de FXa en un sujeto que lo necesita. Los solicitantes han descubierto que ciertas variantes de FXa
contrarrestan rapida y completamente el efecto de un inhibidor directo de FXa de una manera dependiente de la
dosis. Mas especificamente, los solicitantes han descubierto que una cantidad relativamente pequefia de una
variante de FXa restaura la actividad de coagulacion normal in vivo en presencia de inhibidor FXa a
concentraciones terapéuticas e incluso a concentraciones supraterapéuticas. Al proporcionar antidotos rapidos y
efectivos para los efectos anticoagulantes de los inhibidores directos de FXa, la divulgacion de los solicitantes
contribuye a cumplir la promesa de estos anticoagulantes ventajosos.

El factor de coagulacion X (FX) es un zimdgeno que, tras la activacion por el factor intrinseco IX/factor VIl o la via
extrinseca (factor tisular/factor Vlla), se convierte en FXa, que es el resto proteasa de la protrombinasa. Después
de la escision proteolitica del enlace escindible Arg-lle, liberando un péptido de activacion (AP), una serie de
cambios estructurales bien definidos en el zimdgeno conduce el procedimiento de activacion a la serina proteasa
activa madura (consulte Toso et al., (2008) J Biol. Chem. 283, 18627-18635; Bunce et al., (2011) Blood 117, 290-
298; e lvanciu et al., (2011) Nat. Biotechnol. 29, 1028-1033, incorporados por referencia en la presente memoria
descriptiva en su totalidad). El FXa maduro tiene una cadena ligera y una cadena pesada que contiene el dominio
catalitico. EI FXa maduro se convierte en una serina proteasa activa tras la formacion del complejo de
protrombinasa, que incluye la unién de un cofactor activado, Factor Va (FVa).

Se han desarrollado formas variantes de FX que tras la escisidon de activacion producen una variante de FXa similar
a zimogeno. Es decir, una vez escindida, la variante de FXa resultante tiene una funcidn de sitio activa deficiente
y es mas resistente a la inactivacion por inhibidores circulantes (es decir, antitrombina Il y TFPI). Las variantes de
FXa, por lo tanto, tienen vidas medias mas largas en plasma que FXa de tipo silvestre. La variante de FXa se une
a FVa, membrana lipidica y calcio para formar un complejo de protrombinasa completamente activo que activa de
manera eficiente la protrombina.

Las variantes similares a zimégeno de FXa circulan en la conformacion similar a zimégeno y no parecen ser
trombogénicas (consulte Toso et al., (2008) J. Biol. Chem. 283, 18627-18635 e Ivanciu et al., (2011) Nat.
Biotechnol. 29, 1028-1033, incorporados por referencia en la presente memoria descriptiva en su totalidad).
Ejemplos de tales variantes de FXa se describen en la publicacion de patente internacional W02007/059513,
incorporada por referencia en la presente en su totalidad.

Las enzimas de la coagulacién son enzimas similares a la tripsina que pertenecen a la familia de proteasas
peptidasa S1 que tienen un pliegue similar a la quimotripsina. Las proteasas de coagulacion contienen dominios
cataliticos que son altamente homdlogos entre si y con las proteasas de serina ancestrales de la digestion. La
homologia/identidad estructural es tan grande (> 70%) que los residuos en los dominios cataliticos de las enzimas
de coagulacion (incluido el Factor Xa) se numeran de acuerdo con los residuos correspondientes en
quimotripsinégeno. (Sistema de numeracion de quimotripsina; consulte Bajaj y Birktoft, Methods Enzymol. 1993;
222:96-128, Tabla 2, y Bode W, Mayr |, Bauman Y, et al. La estructura cristalina refinada de 1,9 A de la alfa-
trombina humana: interaccion con D-Phe-Pro-Arg clorometilcetona y la importancia del segmento de insercion Tyr-
Pro-Trp. EMBO J 1989; 8 (11): 3467-3475, los cuales se incorporan por referencia en la presente memoria
descriptiva en su totalidad). Por consiguiente, los aminoacidos se pueden referir aqui de conformidad con el
sistema de numeracion de quimotripsina, que es bien conocido por los expertos en la materia.

De acuerdo con la divulgacion, una variante de FXa puede ser una proteina FXa que comprende una sustitucion
de aminoacidos que hace que la variante sea mas parecida al zimdgeno en comparacion con una proteina FXa de
tipo silvestre in vivo o in vitro. Las variantes de FXa de la divulgacion recuperan sustancialmente la actividad de
FXa de tipo silvestre tras la formacién de protrombinasa. Ejemplos de variantes de FXa que son Uutiles en los usos
de la invencion son variantes que comprenden una modificacion seleccionada del grupo que consiste en: a) lle en
la posicién 16 es Thr, Leu, de acuerdo con la divulgacion Phe, Asp o Gly y b) Val en la posicion 17 es Leu, Ala o
Gly, de conformidad con el sistema de numeracion de quimotripsina. Los aminoacidos 16 y 17 en el sistema de
numeracion de quimotripsina se producen en los aminoacidos 235 y 236, respectivamente, de la SEQ ID NO: 1
(preproproteina del Factor X humano). En ciertas realizaciones de la invencion, las variantes de FXa son FXa''®t y
FXa''®T (la nomenclatura utilizada aqui para las variantes de FXa recita el aminoacido original en la posicién
numerada de acuerdo con el sistema de numeracion de quimotripsina seguido por el aminoacido sustituido). Las
variantes de FXa pueden ser variantes de cualquier FXa de mamifero. Sin embargo, son de particular interés las
variantes de FXa de FXa humano.

En ciertas divulgaciones, la variante de FX que se activa en una variante de FXa de la divulgacién puede
modificarse adicionalmente insertando un sitio de escision proteolitica intracelular no nativo. En un ejemplo no
limitante, para expresar variantes de FXa similares a zimdgeno "activadas" en células de mamifero, se puede
insertar un sitio de escision proteolitica intracelular no nativa entre Arg en la posicion 234 de la SEQ ID NO: 1
(posicion 15 en la quimotripsina sistema de numeracion) y el aminoacido en la posicion correspondiente a la
posicion 235 de la SEQ ID NO: 1 (posicién 16 en el sistema de numeracion de quimotripsina) en la variante de FX
de zimégeno. En ciertas divulgaciones, el sitio de escision de la proteasa intracelular no nativa es Arg-Lys-Arg o
Arg-Lys-Arg-Arg-Lys-Arg (SEQ ID NO: 3). Estos sitios de escision son reconocidos eficientemente por las
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proteasas (enzimas similares a la furina/PACE) dentro de la célula y se eliminan. Esta escision puede dar como
resultado una variante procesada de FXa en la que la cadena pesada madura de la molécula ahora comienza en
el aminoacido en la posicidn correspondiente a la posicion 235 de la SEQ ID NO: 1 (posicion 16 en el sistema de
numeracion de quimotripsina). La introduccion de este sitio de escision en dicha posicion permite la conversion
intracelular de FX a FXa.

En ciertas divulgaciones, la secuencia de aminoacidos completa del péptido de activacion de variante de FX (AP)
(es decir, los aminoacidos 183-234 de la SEQ ID NO: 1) se reemplaza con un sitio de escision de proteasa
intracelular no nativo. De acuerdo con ciertas divulgaciones, el sitio de escision de proteasa intracelular no nativo
es Arg-Lys-Arg o Arg-Lys-Arg-Arg-Lys-Arg (SEQ ID NO: 3). Como se explicd anteriormente, esta modificacion
permite la escision intracelular de la variante de FX expresada por las células. La escisién intracelular convierte la
variante de FX en una variante de FXa de tipo zimégeno activado que luego es secretada por las células para su
posterior purificacion. Este enfoque evita la necesidad de una escision extracelular que, de otro modo, seria
necesaria para activar el factor de coagulacion variante, por ejemplo, después de aislar la proteina o justo antes
de la coagulacion de la sangre.

En ciertas divulgaciones, las variantes de FXa de la divulgacion se derivan de preproteinas variantes de FX que
comprenden una secuencia de sefial humana de tipo silvestre nativa y/o una secuencia de propéptido. En otras
divulgaciones, las secuencias de sefial FX y/o el propéptido de especies no humanas se pueden usar en lugar de
las secuencias de aminoacidos nativas correspondientes. Y en ofras divulgaciones, la secuencia sefial y/o la
secuencia de propéptido de otras proteinas secretadas humanas o no humanas se pueden usar en lugar de las
secuencias de aminoacidos nativas correspondientes.

En una realizacion ejemplar de la invencion, una variante de FXa comprende los aminoacidos 41-179 y los
aminoacidos 235-488 de la SEQ ID NO: 1, en la que el aminoacido en la posicion 235 (isoleucina en la secuencia
de tipo silvestre) se sustituye con un aminoacido diferente seleccionado, de acuerdo con la invencion, del grupo
que consiste en treonina (Thr), leucina (Leu), de acuerdo con la divulgacion, fenilalanina (Phe), acido aspartico
(Asp) o glicina (Gly). Estas sustituciones pueden escribirse respectivamente utilizando la nomenclatura 1235T,
1235L, 1235F, 1235D e 1235G, en la que la primera letra es el cddigo de letra Gnica para isoleucina y la ultima letra
es el codigo de letra Unica para el aminoacido que se sustituye en la secuencia de tipo silvestre. Debido a que la
posicion 235 de la SEQ ID NO: 1 es equivalente a la posicion 16 en el sistema de numeracién de quimotripsina,
se pueden escribir las mismas sustituciones 16T, 116L, 116F, 16D e 116G. En una realizacién de la invencién, una
variante de FXa comprende los aminoacidos 41-179 y los aminoacidos 235-488 de la SEQ ID NO: 1, en la que el
aminoacido en la posicion 235 esta sustituido con Thr (es decir, 1235T o [16T). En una realizacion de la invencion,
una variante de FXa comprende los aminoacidos 41-179 y los aminoacidos 235-488 de la SEQ ID NO: 1, en la que
el aminoacido en la posicion 235 esta sustituido con Leu (es decir, 1235L o 116L). En una divulgacion, una variante
de FXa comprende los aminoacidos 41-179y los aminoacidos 235-488 de la SEQ ID NO: 1, en la que el aminoacido
en la posicion 235 esta sustituido con Phe (es decir, 1235F o I16F). En una divulgacion, una variante de FXa
comprende los aminoacidos 41-179 y los aminoacidos 235-488 de la SEQ ID NO: 1, en la que el aminoacido en la
posicion 235 esta sustituido con Asp (es decir, 1235D o 116D). En una divulgacion, una variante de FXa comprende
los aminoacidos 41-179 y los aminoacidos 235-488 de la SEQ ID NO: 1, en la que el aminoacido en la posicion
235 esta sustituido con Gly (es decir, 1235G o 116G).

De acuerdo con ofra divulgacion ejemplar, una variante de FXa comprende los aminoacidos 41-179 y los
aminoacidos 235-488 de la SEQ ID NO: 1, en la que el aminoacido en la posicion 236 (valina en la secuencia de
tipo silvestre) esta sustituido con un aminoacido diferente seleccionado del grupo que consiste en leucina (Leu),
alanina (Ala) o glicina (Gly). Estas sustituciones pueden escribirse respectivamente usando la nomenclatura
V236L, V236A y V236G, en la que la primera letra es el cddigo de letra Unica para valina y la ultima letra es el
caédigo de letra Ginica para el aminoacido que se sustituye en la secuencia de tipo silvestre. Debido a que la posicion
236 de la SEQ ID NO: 1 es equivalente a la posicion 17 en el sistema de numeracion de quimotripsina, se pueden
escribir las mismas sustituciones V17L, V17A y V17G. En una divulgacion, una variante de FXa comprende los
aminoacidos 41-179 y los aminoacidos 235-488 de la SEQ ID NO: 1, en la que el aminoacido en la posicion 236
esta sustituido con Leu (es decir, V236L o V17L). En una divulgacién, una variante de FXa comprende los
aminoacidos 41-179 y los aminoacidos 235-488 de la SEQ ID NO: 1, en la que el aminoacido en la posicion 236
esta sustituido con Ala (es decir, V236A o V17A). En una divulgaciéon, una variante de FXa comprende los
aminoacidos 41-179 y los aminoacidos 235-488 de la SEQ ID NO: 1, en la que el aminoacido en la posicion 236
esta sustituido con Gly (es decir, V236G o V17G).

En otras divulgaciones, las variantes de FXa de la divulgacion, incluidas las variantes especificas descritas en los
parrafos anteriores, pueden incluir diversas isoformas de la cadena pesada ligera y/o madura de la proteina. Las
isoformas ejemplares no limitantes de la cadena pesada madura variante de FXa incluyen las versiones alfa y beta
de la cadena pesada madura. Jesty et al., J Biol Chem. 25 de junio de 1975; 250(12):4497-504, incorporado por
referencia en la presente memoria. Las composiciones de la divulgacion pueden incluir proteinas variantes de FXa
en las que estan representadas una u otra o ambas isoformas de cadena pesada madura alfa y beta.
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De acuerdo con ofras divulgaciones adicionales, las isoformas de las proteinas variantes de FXa, incluidas las
variantes especificas descritas en los parrafos anteriores, pueden incluir isoformas en las que un ndmero variable
de aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6 o mas aminoacidos) faltan o se agregan al extremo terminal carboxi
de la cadena ligera y/o las cadenas pesadas maduras de la proteina.

De acuerdo con ciertas divulgaciones, las variantes de FXa de la divulgacion incluyen proteinas con un cierto grado
minimo de homologia o identidad de secuencia en comparacion con la secuencia de aminoacidos de FXa de tipo
silvestre en la SEQ ID NO: 1. De este modo, por ejemplo, las variantes de FXa incluyen proteinas que contienen
una cadena ligera y una cadena pesada madura que tienen al menos una secuencia homologa o idéntica al 60%,
70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 0 99% con las cadenas ligera y pesada madura de FXa de tipo silvestre en la
SEQ ID NO: 1, en la que tales variantes de FXa también incluyen una sustitucion en la posicién de aminoacidos
correspondiente a la posicion 235 de la SEQ ID NO: 1 con Thr, Leu, Phe, Asp, o Gly, o una sustitucion en la
posicién de aminoacidos correspondiente a la posicion 236 de la SEQ ID NO: 1 con Leu, Ala o Gly, y ademas en
el que dichas variantes de FXa son zimogénicas hasta que se incorporan al complejo de protrombinasa. En la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1, la secuencia de cadena ligera FXa de tipo silvestre corresponde a
los aminoacidos 41 a 179 y la secuencia de cadena pesada madura de FXa de tipo silvestre corresponde a los
aminoacidos 235 a 488. El porcentaje de homologia de secuencia de aminoacidos o la identidad se puede
determinar facilmente utilizando un software como Protein BLAST disponible en el sitio web del Centro Nacional
de Informacion Biotecnoldgica (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

De acuerdo con otras divulgaciones no limitantes, las variantes de FXa de la divulgacion también pueden incluir
variantes de FXa que contienen una o mas modificaciones postraduccionales que incluyen, sin limitacién, uno o
mas grupos de carbohidratos unidos a O o N o un numero variable de residuos de acido gamma-carboxiglutamico
(Gla). Las variantes de FXa de la divulgacion pueden incluir ademas proteinas variantes de FXa modificadas
quimicamente. También son posibles otras variantes de FXa utiles en los procedimientos de la divulgacion.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término FXa''® se refiere a una variante del Factor X activado
en el que el aminoacido correspondiente a la posicion 235 en la SEQ ID NO: 1 (correspondiente a la posicion 16
en el sistema de numeracion de quimotripsina) se cambia del aminoacido en la secuencia de tipo silvestre
(isoleucina) a un aminoacido diferente denominado "x". En algunas divulgaciones ejemplares no limitantes, el
aminoacido "x" puede ser treonina (Thr o T), leucina (Leu o L), fenilalanina (Phe o F), acido aspartico (Asp o D) o
glicina (Gly o G).

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término FXa"'"¥ se refiere a una variante del Factor X activado
en el que el aminoacido correspondiente a la posicion 236 en la SEQ ID NO: 1 (correspondiente a la posicion 17
en el sistema de numeracion de quimotripsina) se cambia del aminoacido en la secuencia de tipo silvestre (valina)

a un aminoacido diferente denominado "y". En algunas divulgaciones ejemplares no limitantes, el aminoacido "y
puede ser leucina (Leu o L), alanina (Ala o A) o glicina (Gly o G).

Los términos FXa''® y FXa¥'"y no estan limitados por la secuencia de proteinas establecida en la SEQ ID NO: 1.
Mas bien, estos términos incluyen adicionalmente la variedad de isoformas y proteinas homologas descritas en la
presente memoria descriptiva con las mutaciones de sustitucion especificadas en las posiciones 16 o 17 en el
sistema de numeracién de quimotripsina que se comportan como zimoégenos hasta que se incorporan al complejo
de protrombinasa.

Se puede producir una variante de FXa de la divulgacién por cualquier técnica para expresar una proteina.

Una "proteina aislada", "polipéptido aislado" o "variante aislada" es una proteina, polipéptido o variante que en
virtud de su origen o fuente de derivacion (1) no esta asociada con componentes asociados naturalmente que la
acompafian en su estado nativo, (2) esta libre de otras proteinas de la misma especie, (3) es expresado por una
célula de una especie diferente o (4) no ocurre en la naturaleza. Por lo tanto, un polipéptido que se sintetiza
quimicamente o se sintetiza en un sistema celular diferente de la célula de la que se origina naturalmente sera
"aislado" de sus componentes asociados naturalmente. Una proteina también puede volverse sustancialmente
libre de componentes asociados naturalmente por aislamiento, usando técnicas de purificacién de proteinas bien
conocidas en la técnica.

Una proteina o polipéptido es "sustancialmente puro", "sustancialmente homogéneo" o "sustancialmente
purificado" cuando al menos aproximadamente 60 a 75% de una muestra exhibe una sola especie de polipéptido.
El polipéptido o proteina puede ser monomérico o multimérico. Un polipéptido o proteina sustancialmente puro
comprendera usualmente aproximadamente 50%, 60%, 70%, 80% o 90% p/p de una muestra de proteina, mas
usualmente aproximadamente 95%, y puede tener una pureza superior al 99%. La pureza u homogeneidad de las
proteinas puede indicarse por varios medios bien conocidos en la técnica, tales como la electroforesis en gel de
poliacrilamida de una muestra de proteina, seguido de la visualizacién de una tnica banda de polipéptidos al tefiir
el gel con una tincién bien conocida en la técnica. Para ciertos fines, se puede proporcionar una resolucién mas
alta usando HPLC u otros medios bien conocidos en la técnica para la purificacion.
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Los procedimientos de la divulgacion son utiles para contrarrestar un inhibidor directo de FXa. Un inhibidor directo
de FXa es un inhibidor que se une directamente a FXa y se une selectivamente a FXa sobre otras proteasas. Los
inhibidores directos de FXa son inhibidores no competitivos de FXa con respecto a la protrombina. Se unen a la
hendidura de unién al sustrato e inhiben FXa de forma competitiva con respecto a sustratos peptidicos pequeiios
que también se unen a esta region. Inhiben FXa con alta afinidad picomolar y estan altamente unidos a proteinas
en plasma. Ejemplos de inhibidores directos de FXa son rivaroxaban, apixaban, betrixaban, darexaban, edoxaban
y otamixaban. En ciertas divulgaciones, los inhibidores directos de FXa se seleccionan de rivaroxaban y apixaban.

De acuerdo con la divulgacion, se puede usar una variante de FXa para contrarrestar un inhibidor directo de FXa
que se une a FXa o que se une a FXa que ha formado protrombinasa. Los inhibidores directos de FXa pueden o
no requerir cofactores de FXa para la inhibicion. De acuerdo con los procedimientos de la divulgacion, una variante
de FXa, como FXa''®- y FXa''®T, se administra a un sujeto cuya sangre contiene un inhibidor directo de FXa.

La divulgacion abarca el uso de una variante de FXa para contrarrestar los inhibidores directos de FXa, que
incluyen, pero no se limitan a inhibidores sintéticos, inhibidores de molécula pequefia, inhibidores disponibles por
via oral o inhibidores reversibles. El inhibidor de FXa puede ser cualquier combinacion de estas caracteristicas,
como un inhibidor de molécula pequefia reversible, sintético, disponible por via oral. En ciertas realizaciones de la
invencion, los inhibidores directos de FXa pueden seleccionarse de rivaroxaban, apixaban o, como se describe,
betrixaban, darexaban, edoxaban y otamixaban (consulte Perzborn et al., Nat Rev Drug Discov. 2011 enero;
10(1):61-75; Turpie, Arterioscler Thromb Vasc Biol.2007 Jun; 27(6):1238-47; Pinto et al., Expert Opin. Ther. Patents
22:645-661 (2012); Pinto, et al., J Med. Chem. 50:5339-5356 (2007)). En ciertas realizaciones de la invencion, los
inhibidores directos de FXa se seleccionan de rivaroxaban o apixaban.

En algunas realizaciones, se puede administrar una variante de FXa de la divulgacién a un sujeto para revertir los
efectos de un inhibidor directo de FXa, en la que dicho inhibidor se produce a concentraciones terapéuticas. En
otras realizaciones de la invencion, se puede administrar una variante de FXa de acuerdo con la invencién a un
sujeto para revertir los efectos de un inhibidor directo de FXa cuando dicho inhibidor se produce a concentraciones
supraterapéuticas. Una concentracion supraterapéutica es una que es mas alta que la que normalmente se
considera necesaria para lograr de forma segura la anticoagulacién en un sujeto o clase de sujetos en particular.
Las concentraciones supraterapéuticas de un inhibidor directo de FXa pueden ser el resultado de una sobredosis
accidental o intencional. Las concentraciones supraterapéuticas de un inhibidor directo de FXa también pueden
ser el resultado de efectos inesperados en sujetos particulares, como una sensibilidad inesperadamente alta a
estos medicamentos, o una tasa de eliminacidon inesperadamente lenta, debido a, por ejemplo, interacciones
farmacologicas u otros factores. La determinacion de lo que seria una concentracion terapéutica o una
concentracion supraterapéutica del inhibidor directo de FXa en un sujeto particular o clase de sujetos esta dentro
del conocimiento de los expertos en la materia.

De acuerdo con la divulgacion, se usa una variante de FXa para contrarrestar un inhibidor directo de FXa o
inhibidores que se unen selectivamente a FXa sobre otras proteasas similares a la tripsina en al menos 5 veces,
al menos 6 veces, al menos 7 veces, al menos 10 veces, al menos 15 veces, al menos 20 veces, al menos 25
veces, al menos 30 veces, al menos 50 veces, al menos 100 veces, al menos 500 veces, al menos 1.000 veces,
al menos 5.000 veces o al menos 10.000 veces.

El inhibidor directo de FXa puede unirse a una variante de FXa con un K; de aproximadamente 2 x 107 M o menos.
"Ki" se refiere a la constante de inhibiciéon de una interaccién particular inhibidor-diana, que es la concentracion
requerida para producir la mitad de la inhibicion maxima. Se puede determinar el K utilizando procedimientos
conocidos en la técnica. La descripcion contempla, por lo tanto, contrarrestar un inhibidor directo de FXa que se
une a una variante de FXa libre del complejo de protrombinasa con un K; de aproximadamente 2 x 10 M o menos,
aproximadamente 1 x 10® M o menos, aproximadamente 9 x 10° M o menos, aproximadamente 8 x 10° M o
menos, aproximadamente 7 x 10°° M o menos, aproximadamente 6 x 10° M o menos, aproximadamente 5 x 10-°
M o menos, aproximadamente 4 x 10-°° M o menos, aproximadamente 3 x 10° M o menos, aproximadamente 2 x
102 M o menos, aproximadamente 1 x 10°° M o menos, aproximadamente 9 x 10-'© M o menos, aproximadamente
8 x 10" M o menos, aproximadamente 7 x 109 M o menos, aproximadamente 6 x 10'© M o menos,
aproximadamente 5 x 10-'°© M o menos, aproximadamente 4 x 10-'© M o menos, aproximadamente 3 x 10"° M o
menos, aproximadamente 2 x 10-'© M o menos, aproximadamente 1 x 10-'© M o menos, aproximadamente 9 x 10
" M o menos, aproximadamente 8 x 10" M o menos, aproximadamente 7 x 10-"" M o menos, aproximadamente
6 x 10" M o menos, aproximadamente 5 x 10" M o menos, aproximadamente 4 x 10"'" M o menos,
aproximadamente 3 x 10" M o menos, aproximadamente 2 x 10" M o menos, aproximadamente 1 x 10" M o
menos, aproximadamente 9 x 10-'2 M o menos, aproximadamente 8 x 10"'2 M o menos, aproximadamente 7 x 10
2 M o menos, aproximadamente 6 x 10"'2 M o menos, aproximadamente 5 x 10-'2 M o menos, aproximadamente
4 x 10" M o menos, aproximadamente 3 x 102 M o menos, aproximadamente 2 x 10> M o menos, o
aproximadamente 1 x 102 M o menos, o menos. El inhibidor directo de FXa para ser contrarrestado por una
variante de FXa de acuerdo con los procedimientos de la divulgacion puede unirse a un FXa de tipo silvestre con
un K;j de al menos 1,5 veces, al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 4 veces, al menos 5 veces, al menos
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6 veces, al menos 7 veces, al menos 10 veces, al menos 15 veces, al menos 20 veces, al menos 25 veces, al
menos 30 veces, o0 al menos 50 veces menos de lo que une la variante de FXa. El inhibidor directo de FXa puede
unirse a un FXa de tipo silvestre con una K; de al menos 20%, al menos 30%, al menos 40%, al menos 50%, al
menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 95% o al menos 99% menos que el K; con
una variante de FXa libre del complejo de protrombinasa. El inhibidor directo de FXa puede unirse a un complejo
de protrombinasa que comprende un FXa de tipo silvestre con aproximadamente el mismo Ki que se une a un
complejo de protrombinasa que comprende una variante de FXa.

En un aspecto, la divulgacién proporciona procedimientos para contrarrestar los efectos de un inhibidor directo de
FXa en un sujeto que esta sangrando (interna o externamente) o esta en riesgo de hemorragia (por ejemplo, en el
curso de una cirugia planificada) administrando una variante de FXa. En algunas divulgaciones, el inhibidor directo
de FXa puede estar presente en el sujeto a una concentracion terapéutica o concentraciones mas altas (es decir,
una concentracion supraterapéutica). En algunas divulgaciones, la concentracion terapéutica puede ser una
sobredosis en personas sensibles. Los procedimientos de la divulgacion, por lo tanto, son utiles para proporcionar
un antidoto contra una sobredosis de un inhibidor directo de FXa. En diversas divulgaciones, el sujeto de
tratamiento puede ser un sujeto humano o veterinario.

La sobredosis de inhibidor directo puede detectarse basandose en la existencia de sintomas o signos de capacidad
de coagulacién excesivamente reducida. Ejemplos no limitantes incluyen evidencia de hemorragia gastrointestinal,
incluyendo heces oscuras alquitranadas, heces con sangre y vomitos de sangre. Otros ejemplos incluyen
hemorragias nasales y una mayor tendencia a, o severidad de, hematomas o hemorragia por cortes menores y
rasgufos.

En un entorno clinico, la sobredosis de inhibidor directo puede detectarse directamente o midiendo la capacidad
de coagulaciéon de la sangre del sujeto y detectando desviaciones del grado esperado de anticoagulacion. El
potencial de coagulacion de la sangre se puede medir de formas familiares para los expertos en la materia. Por
ejemplo, se puede sospechar una sobredosis cuando el tiempo de protrombina de un sujeto se prolonga
excesivamente. En ciertas realizaciones, la sobredosis se confirma cuando se mide el tiempo de protrombina
expresado como una Relacion Normalizada Internacional (INR) mayor que aproximadamente 1,0, 1,5, 2,0, 2,5,
3,0,35,4,0,45,5,0,5,5,6,0,6,5,7,0,7,5, 8,0, 8,5, 9,0, 9,5, 10, 12, 14, 16, 18, 20 o mayor.

La variante de FXa se puede administrar siempre que se desee contrarrestar los efectos del inhibidor directo de
FXa, incluyendo, entre otros, antes de una cirugia planificada, después de una lesién que resulta en hemorragia
externa o interna o después de una sobredosis de inhibidor directo de FXa. De acuerdo con la divulgacion, la
variante de FXa se puede administrar al menos aproximadamente 12 horas, al menos aproximadamente 6 horas,
al menos aproximadamente 3 horas, al menos aproximadamente 2 horas, al menos aproximadamente 1 hora, al
menos aproximadamente 30 minutos, al menos aproximadamente 10 minutos, o al menos aproximadamente 5
minutos de cuando se necesita el efecto deseado de contrarrestar, como antes de una cirugia planificada, después
de una lesion que resulta en una hemorragia externa o interna o después de una sobredosis de inhibidor directo
de FXa.

De acuerdo con otra realizacion, la invencién proporciona una variante de FXa para su uso de acuerdo con la
invencion para efectuar la reversion urgente de la coagulopatia adquirida debido a la terapia de inhibicion de FXa
en un sujeto con hemorragia grave aguda. En algunas divulgaciones, los sujetos son pacientes humanos adultos.
En otras divulgaciones, los sujetos son pacientes pediatricos humanos.

En algunas realizaciones, la hemorragia grave aguda es causada por un trauma. En ofras realizaciones, la
hemorragia grave aguda ocurre durante la cirugia o como se describe otro tipo de procedimiento de intervencion.
Los procedimientos de intervencion no limitativos divulgados ejemplares incluyen incisiones, drenaje, cirugia
vascular, apendicectomia, herniotomia o hernioplastia, cirugia abdominal, colecistectomia, trepanacion
(preforacion craneal), puncién lumbar, insercion de marcapasos cardiacos, cirugia de fractura de cadera y otros.
En otras divulgaciones, la hemorragia grave aguda puede ser una hemorragia espontanea sin causa aparente.

Sin limitacién, los sitios de hemorragia grave aguda incluyen hemorragia gastrointestinal, hemorragia subcutanea
o intramuscular, hemorragia de vejiga, hemartrosis, hematoma subdural, hemorragia nasal, hemorragia peritoneal,
hemorragia uterina y otros sitios de hemorragia.

El tratamiento eficaz con variantes de FXa de la divulgacion puede revertir los efectos de un inhibidor directo de
FXa. La reversion exitosa de tales efectos por una variante de FXa se puede determinar de varias maneras y
medirse o monitorearse usando diferentes ensayos, procedimientos o criterios de valoracion.

En algunas divulgaciones, el tratamiento con una variante de FXa para revertir los efectos de un inhibidor directo
de FXa se controla usando pruebas o ensayos realizados en sangre o plasma de un sujeto tratado con la variante
de FXa. Se puede tomar una muestra de sangre de un sujeto en un momento predeterminado después del
tratamiento con la variante de FXa. La sangre, o el plasma preparado a partir de esta, se somete a una o mas
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pruebas para determinar si ciertos parametros farmacodinamicos hemostaticos se han normalizado a pesar de la
presencia del inhibidor directo de FXa. Si se encuentra la normalizacién, entonces el sujeto no necesita ser tratado
con la variante de FXa. Sin embargo, si no se encuentra la normalizaciéon, entonces puede ser necesario un
tratamiento adicional con la variante de FXa de acuerdo con los procedimientos de la divulgacion para revertir el
efecto de un inhibidor directo de FXa. Las pruebas para monitorear la eficacia del tratamiento con una variante de
FXa incluyen pruebas que miden directa o indirectamente la capacidad de coagulacion o que miden la actividad
de un inhibidor directo de FXa. Las pruebas ejemplares no limitantes incluyen el tiempo de protrombina o la
Relacion Normalizada Internacional relacionada, el ensayo de tiempo de coagulacion inducido por protrombinasa,
tromboelastometria, tromboelastografia, ensayo cromogénico anti-FXa, ensayo de generacion de trombina, nivel
de fragmento de protrombina 1 + 2, nivel del complejo de trombina-antitrombina Ill, tiempo de tromboplastina parcial
activada y tiempo de tromboplastina parcial. También son posibles otras pruebas dentro del conocimiento de los
expertos en la materia.

De acuerdo con algunas divulgaciones, revertir los efectos de un inhibidor directo de FXa en un sujeto mediante la
administracion de una variante de FXa reduce la hemorragia en el sujeto. En algunas realizaciones de la invencion,
la variante de FXa para uso de acuerdo con la invencion reduce la hemorragia en un sujeto al menos 10%, 20%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 0 99% en presencia de un inhibidor directo de FXa en comparacion
con la ausencia de tratamiento con la variante de FXa. En otras realizaciones de la invencion, la variante de FXa
para uso de acuerdo con la invencién reduce la hemorragia en un sujeto aproximadamente 5%-10%, 10%-15%,
15%-20%, 20%-25%, 25%-30%, 30%-35%, 35%-40%, 40%-45%, 45%-50%, 50%-55%, 55%-60%, 60%-65%,
65%-70%, 70% -75%, 75%-80%, 80%-85%, 85%-90%, 90%-95% 0 95%-100%.

De acuerdo con algunas divulgaciones, revertir los efectos de un inhibidor directo de FXa en un sujeto mediante la
administracion de una variante de FXa reduce la actividad de un inhibidor directo de FXa en el sujeto. En algunas
divulgaciones, el tratamiento con la variante de FXa reduce la actividad del inhibidor directo de FXa en un sujeto
al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, o0 99% en presencia de un inhibidor directo de
FXa en comparacién con la ausencia de tratamiento con la variante de FXa. En otras divulgaciones, el tratamiento
con la variante de FXa reduce la actividad de un inhibidor directo de FXa en un sujeto aproximadamente 5%-10%,
10%-15%, 15%-20%, 20%-25%, 25%-30%, 30%-35%, 35%-40%, 40%-45%, 45%-50%, 50%-55%, 55%-60%,
60%-65%, 65%-70%, 70%-75%, 75%-80%, 80%-85%, 85%-90%, 90%-95% 0 95%-100%.

La actividad de un inhibidor directo de FXa se puede controlar usando un ensayo cromogénico anti-FXa, como el
descrito en Asmis, et al., Thromb Res., 129: 492-498 (2012), o Barrett, et al., Thromb Haemost. 104: 1263-71
(2010), cada uno de los cuales se incorpora aqui como referencia.

De acuerdo con algunas divulgaciones, revertir los efectos de un inhibidor directo de FXa en un sujeto mediante la
administracion de una variante de FXa aumenta la cantidad de trombina producida en la sangre o el plasma del
sujeto. En algunas divulgaciones, el tratamiento con la variante de FXa aumenta la produccién de trombina en un
sujeto al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 100%, 1,5 veces, 2 veces, 3 veces, 4
veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 25 veces, 30 veces, al menos 50 veces o mas en
presencia de un inhibidor directo de FXa en comparacién con la ausencia de una variante de FXa. La produccion
de trombina en la sangre o el plasma de un sujeto se puede determinar usando el ensayo de generacion de
trombina (TGA) u otra técnica familiar para los expertos en la materia.

De acuerdo con algunas divulgaciones, revertir los efectos de un inhibidor directo de FXa en un sujeto mediante la
administracion de una variante de FXa aumenta la coagulacion en el sujeto. En algunas divulgaciones, el
tratamiento con la variante de FXa aumenta la coagulacion en un sujeto al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%,
60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 100%, 1,5 veces, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 10 veces, 15
veces, 20 veces, 25 veces, 30 veces, al menos 50 veces, o0 mas en presencia de un inhibidor directo de FXa en
comparacién con la ausencia de una variante de FXa.

De acuerdo con algunas divulgaciones, revertir los efectos de un inhibidor directo de FXa en un sujeto mediante la
administracion de una variante de FXa reduce el tiempo de coagulacion en el sujeto. En algunas divulgaciones, el
tratamiento con la variante de FXa reduce el tiempo de coagulacién en un sujeto al menos 10%, 20%, 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% o 99% en la presencia de un inhibidor directo de FXa en comparacién con la
ausencia de tratamiento con la variante de FXa. En otras divulgaciones, el tratamiento con la variante de FXa
reduce el tiempo de coagulacion en un sujeto aproximadamente 5%-10%, 10%-15%, 15%-20%, 20%-25%, 25%-
30%, 30%-35%, 35%-40%, 40%-45%, 45%-50%, 50%-55%, 55%-60%, 60%-65%, 65%-70%, 70%-75%, 75% -
80%, 80%-85%, 85%-90%, 90%-95% 0 95%-100%.

De acuerdo con algunas divulgaciones, el tiempo de coagulacion se determina midiendo el tiempo de protrombina
(PT) del sujeto que disminuye a medida que se restablece la hemostasia. El PT es la cantidad de tiempo que tarda
el suero en coagularse después de la adicion del factor tisular. Por lo tanto, el PT mide la capacidad del sistema
de coagulacién extrinseca para soportar la coagulacion. El PT puede variar segun los reactivos particulares que
utiliza un laboratorio para realizar la prueba, pero un PT normal es de aproximadamente 11 a 13 segundos. El
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tiempo de coagulacion también se puede expresar utilizando la Relacion Normalizada Internacional (INR), que
elimina la variabilidad de laboratorio a laboratorio en las mediciones del tiempo de coagulacion. Usando la INR,
una relacion de 0,8 a 1,1 indica coagulacion normal. PT o INR se pueden determinar en un momento
predeterminado después de que se administra una variante de FXa a un sujeto que necesita revertir los efectos de
un inhibidor directo de FXa.

En algunas divulgaciones, el tratamiento con una variante de FXa para revertir los efectos de un inhibidor directo
de FXa reduce el PT de un sujeto a aproximadamente 25 segundos, 24 segundos, 23 segundos, 22 segundos, 21
segundos, 20 segundos, 19 segundos, 18 segundos, 17 segundos, 16 segundos, 15 segundos, 14 segundos, 13
segundos, 12 segundos, 11 segundos, 10 segundos o menos. En otras divulgaciones, el tratamiento con una
variante de FXa reduce el INR o un sujeto a aproximadamente 4,0, 3,9, 3,8, 3,7, 3,6, 3,5, 3,4, 3,3, 3,2, 3,1, 3,0,
29,28,27,26,25,24,23,2,2,21,2,0,19,18,1,7,16,1,5,14,1,3,1,2,1,1,1,0, 0,9, 0,8, 0,7 0o menos. De
acuerdo con otras divulgaciones, el tratamiento con la variante de FXa reduce el TP o INR en un sujeto
aproximadamente 5%-10%, 10%-15%, 15%-20%, 20%-25%, 25%-30%, 30% - 35%, 35%-40%, 40%-45%, 45%-
50%, 50%-55%, 55%-60%, 60%-65%, 65%-70%, 70%-75%, 75%-80%, 80%-85%, 85%-90%, 90%-95% 0 95%-
100%.

El tiempo de protrombina se puede medir a una velocidad predeterminada después de la administracién de una
variante de FXa. Por lo tanto, en algunas divulgaciones no limitantes, el PT se mide 15 minutos, 20 minutos, 30
minutos, 40 minutos, 45 minutos, 50 minutos, 60 minutos o mas después de la administraciéon de FXa. Otros
tiempos también son posibles de acuerdo con el conocimiento de los expertos en la materia.

El tiempo de coagulacion también se puede medir usando el ensayo de tiempo de coagulaciéon inducido por
protrombinasa (PiCT) en un solo paso como se describe en Graff, et al., Monitoring effects of direct FXa-inhibitors
with a new one-step prothrombinase-induced clotting time (PiCT) assay: comparative in vitro investigation with
heparin, enoxaparin, fondaparinux and DX 9065a (Monitoreo de los efectos de los inhibidores directos de FXa con
un nuevo tiempo de coagulacion inducido por protrombinasa (PiCT) en un solo paso: investigacion comparativa in
vitro con heparina, enoxaparina, fondaparinux y DX 9065a), Int J Clin Pharmacol Ther., 45:237-43 (2007) y Harder,
et al., Monitoring direct FXa-inhibitors and fondaparinux by Prothrombinase-

induced Clotting Time (PiCT): relation to FXa-activity and influence of assay modifications (Monitoreo de inhibidores
directos de FXa y fondaparinux por tiempo de coagulacion inducido por protrombinasa (PiCT): relacién con la
actividad FXa e influencia de las modificaciones del ensayo), Thromb Res., 123: 396-403 (2008), cada uno de los
cuales se incorpora por referencia en la presente.

En otras divulgaciones, los procedimientos de tromboelastometria o tromboelastografia se pueden usar para
analizar la formacién de coagulos o el tiempo de coagulacion.

De acuerdo con algunas divulgaciones, revertir los efectos de un inhibidor directo de FXa en un sujeto mediante la
administracion de una variante de FXa aumenta el nivel de fragmento de protrombina 1 + 2 (PF1 + 2) en la sangre
o el plasma del sujeto. En algunas divulgaciones, el tratamiento con la variante de FXa aumenta PF1 + 2 en un
sujeto al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 100%, 1,5 veces, 2 veces, 3 veces, 4
veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 25 veces, 30 veces, al menos 50 veces o mas en
presencia de un inhibidor directo de FXa en comparacion con la ausencia de una variante de FXa.

De acuerdo con algunas divulgaciones, revertir los efectos de un inhibidor directo de FXa en un sujeto mediante la
administracion de una variante de FXa aumenta el nivel del complejo de trombina-antitrombina 1ll (TAT) en la
sangre o plasma del sujeto. En algunas divulgaciones, el tratamiento con la variante de FXa aumenta la TAT en
un sujeto al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 100%, 1,5 veces, 2 veces, 3 veces,
4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 25 veces, 30 veces, al menos 50- veces o mas
en presencia de un inhibidor directo de FXa en comparacion con la ausencia de una variante de FXa.

De acuerdo con algunas divulgaciones, revertir los efectos de un inhibidor directo de FXa en un sujeto mediante la
administracion de una variante de FXa reduce el tiempo de tromboplastina parcial activada (aPTT) en el sujeto. En
algunas divulgaciones, el tratamiento con la variante de FXa reduce el tiempo de tromboplastina parcial activada
(aPTT) en un sujeto al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 0 99% en presencia de un
inhibidor directo de FXa en comparacién con la ausencia de tratamiento con la variante de FXa. En otras
divulgaciones, el tratamiento con la variante de FXa reduce el aPTT en un sujeto aproximadamente 5%-10%, 10%-
15%, 15%-20%, 20%-25%, 25%-30%, 30%-35%, 35%-40%, 40%-45%, 45%-50%, 50%-55%, 55%-60%, 60%-
65%, 65%-70%, 70%-75%, 75%-80%, 80%-85%, 85%-90%, 90%-95% 0 95%-100%.

De acuerdo con algunas divulgaciones, revertir los efectos de un inhibidor directo de FXa en un sujeto mediante la
administracion de una variante de FXa reduce el tiempo parcial de tromboplastina (PTT) en el sujeto. En algunas
divulgaciones, el tratamiento con la variante de FXa reduce el tiempo parcial de tromboplastina (PTT) en un sujeto
al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, o0 99% en presencia de un inhibidor directo de
FXa en comparacién con la ausencia de tratamiento con la variante de FXa. En otras divulgaciones, el tratamiento
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con la variante de FXa reduce el PTT en un sujeto aproximadamente 5%-10%, 10%-15%, 15%-20%, 20%-25%,
25%-30%, 30%-35%, 35%-40%, 40%-45%, 45%-50%, 50%-55%, 55%-60%, 60%-65%, 65%-70%, 70%-75%,
75%-80%, 80%-85%, 85%-90%, 90%-95% 0 95%-100%.

En otras divulgaciones, se puede confiar en los criterios de valoracion clinicos para determinar si la hemostasia se
ha restaurado adecuadamente en un sujeto tratado con una variante de FXa para revertir los efectos de un inhibidor
directo de FXa. Por ejemplo, cuando un sujeto se presenta con hemorragia aguda, la eficacia hemostatica clinica
se puede calificar como "muy buena" cuando se produce la interrupcion inmediata de la hemorragia existente
después del tratamiento con la variante de FXa; "satisfactorio" cuando hay un retraso de 1-2 horas en la interrupcion
de la hemorragia; "cuestionable" cuando hay un retraso mayor a 2 horas en la interrupcion de la hemorragia; y
"ninguno” cuando no existe un efecto sobre la hemorragia. Cuando se determina que el tratamiento con la variante
de FXa es menos que satisfactorio, se puede administrar una dosis adicional de la variante de FXa para lograr una
hemostasia adecuada. En otro ejemplo, cuando un sujeto se somete a un procedimiento de intervencion, la eficacia
clinica hemostatica se puede calificar como "muy buena" cuando se alcanza la hemostasia normal durante el
procedimiento; "satisfactorio” cuando la hemostasia intraprocedural es levemente anormal segun se juzga por la
cantidad o calidad de la pérdida de sangre (por ejemplo, supuracion leve); "cuestionable" cuando la hemostasia
intraprocedural es moderadamente anormal segun se juzga por la cantidad o calidad de la pérdida de sangre (por
ejemplo, hemorragia controlable); y "ninguno” cuando la hemostasia intraprocedural es severamente anormal
segun se juzga por la cantidad o calidad de la pérdida de sangre (por ejemplo, hemorragia refractaria severa).

Una dosis terapéuticamente eficaz de un inhibidor directo de FXa depende de numerosos factores que son bien
conocidos por un médico experto en la materia. Una concentracion plasmatica terapéutica tipica de rivaroxaban
es de aproximadamente 500 nM. Sin embargo, de acuerdo con la invencion, se puede administrar una variante de
FXa para su uso de acuerdo con la invencion para contrarrestar concentraciones mas bajas o mas altas de
inhibidor. La concentracion plasmatica de rivaroxaban en un sujeto a tratar con una variante de FXa puede ser
menor o mayor que la concentracion terapéutica tipica, por ejemplo, de acuerdo con la invencion,
aproximadamente 100 nM, aproximadamente 200 nM, aproximadamente 300 nM, aproximadamente 400 nM,
aproximadamente 500 nM, aproximadamente 600 nM, aproximadamente 700 nM, de acuerdo con la divulgacion,
aproximadamente 800 nM, aproximadamente 900 nM o aproximadamente 1.000 nM.

Una concentracién plasmatica terapéutica tipica de apixaban es de aproximadamente 250 nM. En ciertas
realizaciones, la variante de FXa para uso de acuerdo con la invencidon se administra a un sujeto con una
concentracion plasmatica de apixaban de aproximadamente 100 nM, aproximadamente 200 nM, aproximadamente
300 nM, aproximadamente 400 nM, de acuerdo con la divulgacion de aproximadamente 500 nM, aproximadamente
600 nM, aproximadamente 700 nM, aproximadamente 800 nM, aproximadamente 900 nM o aproximadamente
1.000 nM.

Del mismo modo, de acuerdo con la divulgacion, se puede usar una variante de FXa para contrarrestar un inhibidor
directo de FXa en casos de sobredosis, como cuando la concentracion plasmatica del inhibidor es al menos 20%,
al menos 30%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al
menos 95%, al menos 99% o al menos 1,5 veces, al menos 2 veces, a al menos 3 veces, al menos 4 veces, al
menos 5 veces, al menos 6 veces, al menos 7 veces, al menos 10 veces, al menos 15 veces, al menos 20 veces,
al menos 25 veces, al menos 30 veces, o al menos 50 veces mas que la concentracion plasmatica terapéutica
tipica.

Las variantes de FXa son sorprendentemente efectivas para contrarrestar un inhibidor directo de FXa hasta una
concentracion plasmatica que es inferior a la concentracion plasmatica del inhibidor directo de FXa. De acuerdo
con la divulgacion, la variante de FXa contrarresta el efecto de un inhibidor directo de FXa en una relacion de
concentracion plasmatica de variante a inhibidor de aproximadamente 1 a 10, aproximadamente 1 a 25,
aproximadamente 1 a 50, aproximadamente 1 a 100, aproximadamente 1 a 250, aproximadamente 1 a 500,
aproximadamente 1 a 1.000, aproximadamente 1 a 2.500, aproximadamente 1 a 5.000 o aproximadamente 1 a
10.000. En ciertas realizaciones, la variante de FXa para uso de acuerdo con la invencién contrarresta el efecto de
un inhibidor directo de FXa hasta una concentracién plasmatica de al menos 10 veces, al menos 25 veces, al
menos 50 veces, al menos 100 veces, al menos 250 veces, al menos 500 veces, al menos 1.000 veces, al menos
2.500 veces, al menos 5.000 veces o al menos 10.000 veces menos que la concentracion plasmatica del inhibidor
directo de FXa.

En otras realizaciones de la invencién, la concentracion plasmatica de una variante de FXa suficiente para revertir
el efecto de un inhibidor directo de FXa se calcula multiplicando la concentracion plasmatica del inhibidor directo
por un factor de conversion que varia de aproximadamente 0,1 x 10 a aproximadamente 1000 x 10, de acuerdo
con la divulgacion de aproximadamente 4 x 10 a aproximadamente 40 x 10, aproximadamente 20 x 10* a
aproximadamente 200 x 10 u otros intervalos. En otras divulgaciones, el factor de conversion puede ser
aproximadamente 0,1 x 104, 0,5 x 104, 1 x 10*, 2 x 104, 3 x 104, 4 x 10,5 x 104, 6 x 10%,7 x 104, 8 x 104, 9
x 104,10 x 104, 11 x 104, 12 x 10, 13 x 104, 14 x 104, 15 x 10, 16 x 104, 17 x 10, 18 x 104, 19 x 10, 20 x
104, 21 x 104, 22 x 104, 23 x 10, 24 x 10, 25 x 104, 26 x 10, 27 x 104, 28 x 104, 29 x 10, 30 x 10%, 31 x
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104, 32 x 104, 33 x 104, 34 x 10, 35 x 10, 36 x 104, 37 x 10, 38 x 104, 39 x 10, 40 x 10, 45 x 10*, 50 x
10, 55 x 104, 60 x 10, 65 x 10, 70 x 10, 75 x 10, 80 x 10, 85 x 104, 90 x 104, 95 x 10, 100 x 104, 110 x
10, 120 x 10, 130 x 10*, 140 x 10, 150 x 10, 160 x 10, 170 x 10, 180 x 10, 190 x 10+, 200 x 10+, 250 x
10, 300 x 10, 350 x 10+, 400 x 10, 450 x 10, 500 x 10, 550 x 10+, 600 x 10, 650 x 10+, 700 x 10+, 750 x
10, 800 x 10, 850 x 10, 900 x 10% 950 x 10* o 1000 x 10, y puede variar entre estos numeros. La
concentracion en plasma del inhibidor directo de FXa se puede medir de acuerdo con el conocimiento del experto
en la materia, por ejemplo, por radioinmunoensayo (RIA) u otro procedimiento.

El logro de una concentracion plasmatica objetivo de la variante de FXa suficiente para revertir la sobredosis de
un inhibidor directo de FXa esta dentro del conocimiento de los expertos en la materia. En un ejemplo no limitativo,
las estimaciones de los parametros farmacocinéticos relevantes, como el volumen plasmatico del sujeto u otros
parametros, se pueden hacer en funcion del género, la altura y el peso del sujeto, u otros factores, y se pueden
usar para calcular la cantidad de FXa que se debe administrar para lograr la concentracion objetivo. Después de
administrar la variante de FXa, las concentraciones plasmaticas se pueden controlar de acuerdo con el
conocimiento de los expertos en la materia y esta informacion se utiliza para mantener la concentracion en
cualquier intervalo deseado.

Las composiciones y procedimientos de la divulgacion incluyen una "cantidad terapéuticamente eficaz" o una
"cantidad profilacticamente eficaz" de una variante de FXa. Una "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a
una cantidad eficaz, a las dosis y durante los periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado terapéutico
deseado. Una cantidad terapéuticamente eficaz de la variante de FXa puede variar de acuerdo con factores como
el estado de la enfermedad, la edad, el género y el peso del individuo, y la capacidad de la variante de FXa para
provocar una respuesta deseada en el individuo. Una cantidad terapéuticamente eficaz es también aquella en la
que los efectos terapéuticamente beneficiosos compensan los efectos tdxicos o perjudiciales de la variante de FXa.
Una "cantidad profilacticamente eficaz" se refiere a una cantidad eficaz, a las dosificaciones y durante los periodos
de tiempo necesarios, para lograr el resultado profilactico deseado. Por ejemplo, se puede administrar una dosis
antes de una cirugia planificada.

Los regimenes de dosificacion se pueden ajustar para proporcionar la respuesta 6ptima deseada (por ejemplo,
una respuesta terapéutica o profilactica). Por ejemplo, se puede administrar un solo bolo, se pueden administrar
varias dosis divididas con el tiempo o la dosis se puede reducir o aumentar proporcionalmente segun lo indiquen
las exigencias de la situacion terapéutica. Es especialmente ventajoso formular composiciones parenterales en
forma de unidad de dosificacion para facilitar la administracion y la uniformidad de la dosificacion. La forma de
unidad de dosificacion como se usa en la presente memoria descriptiva se refiere a unidades fisicamente discretas
adecuadas como dosificaciones unitarias para los sujetos mamiferos a tratar; cada unidad contiene una cantidad
predeterminada de compuesto activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociacion con el
vehiculo farmacéutico requerido. Las especificaciones para las formas de unidad de dosificacion de la divulgacion
estan dictadas por y dependen directamente de (a) las caracteristicas Unicas de la variante de FXa y el efecto
terapéutico o profilactico particular que se lograra, y (b) las limitaciones inherentes en la técnica de preparacién de
composiciones, tal como una variante de FXa para el tratamiento de individuos.

En ciertas realizaciones de la invencion, una cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz de una variante de
FXa administrada es de aproximadamente 0,0001 a 50 mg/kg, de aproximadamente 0,001 a 50 mg/kg, de
aproximadamente 0,001 a 5 mg/kg, de aproximadamente 0,001 a 0,5 mg/kg, aproximadamente 0,001 a 0,05 mg/kg,
aproximadamente 0,01 a 5 mg/kg o aproximadamente 0,01 a 0,5 mg/kg.

En ciertas realizaciones de la invencién, una concentracién sérica terapéutica o profilacticamente eficaz de una
variante de FXa de la divulgacion es aproximadamente 0,0003 a 300 nM, aproximadamente 0,003 a 300 nM,
aproximadamente 0,03 a 300 nM, aproximadamente 0,003 a 30 nM, aproximadamente 0,03 a 30 nM o
aproximadamente 0,3 a 3 nM. La concentracion de la variante de FXa, por ejemplo, en sangre o plasma, puede
medirse por cualquier procedimiento conocido en la técnica.

Debe observarse que los valores de dosificacion pueden variar con la concentracion de inhibidor de FXa. Debe
entenderse ademas que, para cualquier sujeto particular, los regimenes de dosificacion especificos deben
ajustarse con el tiempo de acuerdo con la necesidad individual y el juicio profesional de la persona que administra
o supervisa la administracion de las composiciones, y que los intervalos de dosificacion establecidos en la presente
memoria descriptiva son simplemente ejemplares y no estan destinados a limitar el ambito o la practica de la
composicion reivindicada.

Otro aspecto de la presente divulgacion proporciona kits que comprenden una variante de FXa o una composicion
que comprende dicha variante de FXa. Un kit puede incluir, ademas de la variante o composicién FXa, agentes
diagndsticos o terapéuticos adicionales. Un kit también puede incluir instrucciones de uso en un procedimiento
terapéutico, asi como material de empaque como, entre otros, hielo, hielo seco, espuma de poliestireno, espuma,
plastico, celofan, plastico retractil, plastico de burbujas, carton y mani de almidén. En una realizacion, el kit incluye
la variante de FXa o una composiciéon que lo comprende y uno o mas agentes terapéuticos que se pueden usar en
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un procedimiento descrito en la presente memoria.

De acuerdo con la invencion, la variante de FXa se puede administrar, por ejemplo, en una composicion que la
comprende, una o varias veces a un sujeto hasta que se restablezca la hemostasia adecuada o el inhibidor o
inhibidores directos de FXa ya no sean eficaces. De acuerdo con la divulgacion en la que se usan administraciones
multiples, pueden administrarse cada hora, diariamente o en cualquier otro intervalo apropiado, incluyendo por
ejemplo dosis diarias multiples. Se pueden administrar dosis multiples en un esquema de dosificacion tal como
cada 10 minutos, cada 15 minutos, cada 20 minutos, cada 30 minutos, cada hora, cada dos horas, cada tres horas,
cada cuatro horas, tres veces al dia, dos veces al dia, una vez al dia, una vez cada dos dias, una vez cada tres
dias y una vez a la semana. La variante de FXa también se puede administrar de forma continua, por ejemplo, a
través de una minibomba. La variante de FXa se puede administrar, por ejemplo, a través de una via parenteral
(por ejemplo, por via intravenosa, subcutanea, intraperitoneal o intramuscular). La variante de FXa generalmente
se administrara como parte de una composicién farmacéutica como se describe a continuacion.

En otra realizacién de la invencion, la variante de FXa puede coadministrarse con otro procoagulante que incluye
otra variante de FXa, Factor IX, Factor Xla, Factor Xlla, Factor VIIl, Factor Vlla, FEIBA y concentrado de complejo
de protrombina (PCC).

La administracion conjunta de una variante de FXa de la divulgacién con un agente terapéutico adicional (terapia
de combinacion) abarca administrar una composicion farmacéutica que comprende la variante de FXa y el agente
terapéutico adicional, asi como administrar dos 0 mas composiciones farmacéuticas separadas, es decir, una que
comprende la variante de FXa y otra que comprende los agentes terapéuticos adicionales. La administracion
conjunta o terapia combinada incluye ademas administrar la variante de FXa y el(los) agente(s) terapéutico(s)
adicional(es) simultaneamente o secuencialmente, o ambas. Por ejemplo, la variante de FXa se puede administrar
una vez cada tres dias, mientras que el agente terapéutico adicional se administra una vez al dia al mismo tiempo
que la variante de FXa, o en un momento diferente. Se puede administrar una variante de FXa antes o después
del tratamiento con el agente terapéutico adicional. De manera similar, la administracion de una variante de FXa
de la divulgacion puede ser parte de un régimen de tratamiento que incluye otras modalidades de tratamiento,
incluida la cirugia. La terapia combinada se puede administrar para prevenir la recurrencia de la afeccion. La terapia
combinada se puede administrar de varias veces cada hora a la semana. Las administraciones pueden estar en
un esquema de dosifiacion tal como cada 10 minutos, cada 15 minutos, cada 20 minutos, cada 30 minutos, cada
hora, cada dos horas, cada tres horas, cada cuatro horas, tres veces al dia, dos veces al dia, una vez al dia, una
vez cada dos dias, una vez cada tres dias, una vez a la semana, o puede administrarse de forma continua, por
ejemplo, a través de una minibomba. La terapia de combinacién se puede administrar, por ejemplo, a través de
una via parenteral (por ejemplo, por via intravenosa, subcutanea, intraperitoneal o intramuscular).

En un aspecto adicional, la invencién proporciona una composicion que comprende una variante de FXa para su
uso de acuerdo con la invencién para contrarrestar un inhibidor directo de FXa en un sujeto. La composicion puede
comprender un portador, vehiculo u otros ingredientes farmacéuticamente aceptables que sean fisiolégicamente
compatibles. Ejemplos no limitativos de tales portadores, vehiculos y otros ingredientes incluyen solventes (por
ejemplo, agua, etanol, solucién salina, solucién salina tamponada con fosfato), detergentes, tensioactivos, medios
de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos o antifungicos, agentes isotonificantes, agentes retardantes
de absorcion, azucares (por ejemplo, sacarosa, dextrosa, lactosa), polialcoholes (por ejemplo, glicerol, manitol,
sorbitol), sales (por ejemplo, cloruro de sodio, cloruro de potasio), agentes humectantes, agentes emulsionantes,
conservantes, tampones y agentes capaces de mejorar la estabilidad o efectividad de la variante de FXa.

Una composicion para su uso de acuerdo con la divulgacion puede estar en cualquier forma adecuada para la
administracion a un sujeto, tal como soluciones liquidas (por ejemplo, soluciones inyectables e infusibles). Las
composiciones se pueden proporcionar en un formato premezclado listo para la administracion a un sujeto, por
ejemplo, en un vial o jeringa precargada. Dichos formatos no requieren reconstitucion con diluyente antes de la
administracion. Alternativamente, las composiciones se pueden proporcionar en forma liofilizada que requiere
reconstitucion con diluyente (por ejemplo, agua estéril o solucion salina) antes de la administracion. Si ocurre lo
anterior, se puede proporcionar diluyente con el liofilizado en un recipiente separado. De acuerdo con el
conocimiento de los expertos en la materia, las composiciones pueden formularse para almacenamiento bajo
refrigeracion o a temperatura ambiente. La forma de la composicién depende, al menos en parte, del modo de
administracion previsto. En ciertas divulgaciones, el modo de administracion es parenteral, incluido, por ejemplo,
la administracion intravenosa, subcutanea, intraperitoneal o intramuscular.

Las composiciones terapéuticas usualmente deben ser estériles y estables en las condiciones de fabricacion y
almacenamiento. La composicion puede formularse como una solucién, microemulsion, dispersion, en liposomas
u otra estructura ordenada adecuada para una alta concentracion de farmaco. Las soluciones inyectables estériles
se pueden preparar incorporando la variante de FXa en la cantidad requerida en un solvente apropiado con uno o
una combinacion de ingredientes enumerados anteriormente, seguin se requiera, seguido de esterilizacion filtrada.
Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el compuesto activo en un vehiculo estéril que contiene
un medio de dispersion basico y los otros ingredientes requeridos de los enumerados anteriormente. En el caso
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de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, los procedimientos preferidos de
preparacion son el secado al vacio y la liofilizacion que produce un polvo del ingrediente activo mas cualquier
ingrediente adicional deseado de una solucion filtrada previamente estéril del mismo. La fluidez adecuada de una
soluciéon se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento como la lecitina, mediante el
mantenimiento del tamafo de particula requerido en el caso de dispersion y mediante el uso de tensioactivos. La
absorcién prolongada de las composiciones inyectables puede lograrse incluyendo en la composicién un agente
que retrase la absorcion, por ejemplo, sales de monoestearato y gelatina.

La presente divulgacion contempla ademas que cualquiera de las composiciones de la presente memoria puede
administrarse a un sujeto que esta siendo tratado con un inhibidor directo de FXa.

Se entiende que los ejemplos y realizaciones descritos en la presente memoria descriptiva Unicamente tienen fines
ilustrativos y que diversas modificaciones o cambios a la luz de los mismos seran evidentes para los expertos en
la materia y deben incluirse dentro de, y pueden realizarse sin apartarse de, el verdadero ambito de la divulgacion.

Ejemplos
Ejemplo 1: Sensibilidad de FXa''®- hacia rivaroxaban

Para probar la sensibilidad de FXa''®- hacia rivaroxaban, se establecieron ensayos de inhibicién. El rivaroxaban
fue un inhibidor eficaz de FXa de tipo silvestre que exhibia una constante de inhibicion (K;) de 0,582 nM (Figura
1A). Debido a la naturaleza similar a zimdgeno de FXa''®, el rivaroxaban unido con una afinidad reducida de -15
veces a esta variante (K; = 9,3 nM) (Figura 1B). En contraste, cuando la variante se ensamblé en el complejo de
protrombinasa (es decir, después de la adicion de FVa y vesiculas de fosfolipidos), el K; para rivaroxaban casi se
restablecio a un valor comparable al de la enzima de tipo silvestre (wt FXa, K = 2,67 nM (Figura 2A); FXa'"®, K; =
3,4 nM (Figura 2B).

Ejemplo 2: Variantes de FXa contrarrestan Rivaroxaban y Apixaban

El ensayo de generacion de trombina (TGA) se uso6 para evaluar si las variantes de FXa similares a zimégeno
pueden revertir los efectos de los inhibidores directos de FXa en un entorno mas fisiolégico. El TGA mide la
produccion de trombina en plasma a lo largo del tiempo después del inicio de la coagulacion y se realizé6 como se
describié previamente (consulte Bunce et al., (2011) Blood 117, 290-298, incorporado por referencia en la presente
memoria descriptiva en su totalidad). La generacién de trombina en plasma humano normal se midié durante 90
minutos a 37 °C en presencia o ausencia de rivaroxaban 500 nM. Para evaluar si FXa''®- puede revertir el efecto
de rivaroxaban, se agregaron cantidades crecientes de FXa''®- al plasma que contenia rivaroxaban 500 nM. La
generacion de trombina se inicié con factor tisular 2,0 pM/fosfolipido 4 uM, asi como con CaCl, y un sustrato
fluorégeno de trombina.

Los datos demostraron que el perfil de generacion de trombina del plasma en presencia de rivaroxaban 500 nM se
redujo sustancialmente en comparacion con el plasma en ausencia de rivaroxaban. En contraste, las
concentraciones crecientes de FXa''®- de 0,03 a 1 nM restauraron la generacion de trombina (Figura 3). Estos
datos muestran que concentraciones inesperadamente bajas de FXa''®- en el intervalo nanomolar y subnanomolar
pueden revertir los efectos del inhibidor. El analisis de respuesta a la dosis de FXa'"%" en presencia de rivaroxaban
500 nM (una concentracion plasmatica terapéutica tipica) muestra que la altura maxima de la generacion de
trombina (Figura 4A y C) y la trombina total producida (ETP) (Figura 4 B y D) esencialmente alcanzé un maximo
y se restableciéo completamente a niveles normales entre 1-3 nM de FXa''® en estas condiciones. Experimentos
adicionales mostraron que incluso en presencia de una alta concentracién de rivaroxaban (7,5 pM;
supraterapéutico), FXa''®- todavia era bastante efectivo a una dosis relativamente baja (< 3,0 nM) para restaurar
la trombina pico (Figura 5A), asi como la trombina total generada (Figura 5B).

Se realizaron también experimentos similares para evaluar si las variantes de FXa de tipo zimoégeno podrian revertir
los efectos de otro inhibidor directo de FXa: el apixaban. En estos experimentos, también se comparé la eficacia
de FXa'® con otra variante de FXa similar al zimégeno, FXa''6T. FXa''éT es similar a FXa''6-, sin embargo, tiene
una actividad intrinsecamente menor, tiene una vida media plasmatica mas larga y tiene una actividad reducida de
3-5 veces en comparacion con FXa''®- cuando se ensambla en el complejo de protrombinasa. De acuerdo con los
datos de rivaroxaban, FXa'"®- podria restaurar la trombina maxima (Figura 6A) y la trombina total (Figura 6B)
generada en presencia de apixaban 250 nM (una concentracion plasmatica terapéutica tipica) de una manera
dependiente de la dosis, que parece alcanzar un maximo entre 1-3 nM de FXa''®-. FXa''®T también fue eficaz para
revertir los efectos de apixaban; sin embargo, parece que se necesitan concentraciones mas altas de esta variante
para restaurar completamente la generacion de trombina (Figura 6). Ambas variantes seguian siendo eficaces
incluso en presencia de una mayor concentracion de apixaban (2 uM). Sin embargo, en estas condiciones, parece
que se necesitan concentraciones mas altas de ambas variantes para restaurar completamente la generacion de
trombina (Figura 7A y B).
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Ejemplo 3: FXa''®- contrarresta rivaroxaban y apixaban en sangre total

Se uso6 tromboelastometria de sangre total para evaluar la capacidad de la variante de FXa''®- para revertir los
efectos de los inhibidores directos de FXa en sangre total. En este sistema, se extrae sangre de voluntarios sanos.
Los primeros 2 ml de sangre se descartaron y los 5 ml posteriores de sangre se recogieron en un aspirador (BD,
Franklin Lakes, NJ). El inhibidor de tripsina de maiz y el citrato de sodio se encontraban en el tubo de recoleccion,
antes de la recoleccion de la muestra de sangre, para lograr una concentracion final de citrato de 0,105 M y un
inhibidor de tripsina de maiz de 25 pug/ml (Haematologic Technologies, Burlington, VT) en la sangre. Se analizaron
dos conjuntos de reacciones para cada donante. La reaccion inicial se inicié 5 minutos después de la recoleccion
de sangre. La segunda reaccion inicié 1 hora después del inicio de la primera reaccién (1 hora 5 minutos después
de la recoleccion).

La sangre se analizé6 usando Tromboelastometria ROTEM®delta (Tem International GmbH, Munich, Alemania).
Para la reaccion: (1) 6 pl de vehiculo, proteina y/o inhibidor se agregaron a la copa vacia, (2) 20 pl de CaCl; 0,2 M
(concentracion final 11,6 mM) y (3) 20 pl de Innovin (concentracion final en la reaccion 1:10.000; fuente de factor
tisular) se afadieron a la copa. La sangre total recogida como se describié anteriormente se afiadié a la reaccion
(300 pl) y se permitid que los registros continuaran durante aproximadamente 30-60 minutos. Los datos recopilados
se analizaron utilizando el software del fabricante (Rotem Gamma Software Version 1.1.1).

Se examind la capacidad de FXa''®- para acelerar la formacion de coagulos de sangre total en presencia de
rivaroxaban o apixaban usando tromboelastometria rotacional (ROTEM). Tanto los inhibidores directos de FXa
solos como a dos concentraciones diferentes tienen un efecto sustancial sobre la formacion de coagulos de sangre
total: a dosis bajas (concentraciones terapéuticas), la formacion de coagulos de sangre total se elimina
parcialmente (Figura 8A y Figura 9A), mientras que a dosis altas (concentraciones supraterapéuticas), la
formacion de coagulos de sangre total se elimina casi por completo (Figura 8B y Figura 9B). El FXa''®- podria
revertir los efectos de rivaroxaban o apixaban sobre la formacion de coagulos de sangre total. En presencia de
rivaroxaban 500 nM o apixaban 250 nM, FXa'"®- 0,3 nM podria restaurar total o casi completamente la coagulacion
de la sangre total (Figura 8A y Figura 9A). Cuando se usaron concentraciones mas altas de los inhibidores directos
de FXa (~2 uM), la coagulacion de la sangre total restaurada parcialmente FXa''®- 0,3 nM y la FXa''®- 3 nM
restauraron completamente (Figura 8B y Figura 9B). Estos datos demostraron que una variante similar al
zimégeno FXa puede revertir eficazmente el efecto anticoagulante de rivaroxaban o apixaban en ensayos de
coagulacién de sangre total y basados en plasma a concentraciones terapéuticas y supraterapéuticas del inhibidor.

Los resultados de estos estudios se confirmaron y ampliaron probando si FXa''®- podria contrarrestar el efecto
anticoagulante de rivaroxaban cuando ambos agentes se administraron in vivo. En estos experimentos, los ratones
C57BL/6 se infundieron con rivaroxaban (1 mg/kg) o tampén a través de la vena de la cola. Los ratones se
prepararon para exponer la vena yugular y la vena cava. Aproximadamente 10 minutos después, se infundio FXa''6-
(1 o 2 mg/kg) mediante inyeccion directa en la vena yugular. Cinco minutos después de la inyeccion, se recogio
sangre a través de la vena cava en citrato e inhibidor de tripsina de maiz. La sangre recolectada fue luego analizada
por ROTEM usando factor de tejido diluido (Innovin, dilucién 1:42,000). La sangre total de los ratones a los que se
administré tampon solo coaguldé durante aproximadamente 2 minutos (Figura 12). La administracion de 1 mg/kg
de rivaroxaban prolongé sustancialmente el tiempo de coagulacién a aproximadamente 10 minutos (Figura 12).
La administracion adicional de FXa'"®- acort6 el tiempo de coagulacion en presencia de rivaroxaban de una manera
dependiente de la dosis (Figura 12).

Ejemplo 4: FXa''®- contrarresta rivaroxaban en un ensayo de generacién de trombina

El efecto de FXa''®- sobre la inversion de rivaroxaban en plasma se examiné en un ensayo de generacion de
trombina (TGA) usando el sistema de trombografia automatizada calibrada (CAT) (Thrombinoscope BV,
Maastricht, Paises Bajos). Se obtuvo plasma humano normal de George King Biomedical (Overland Park, KS). En
la reaccion, se afiadieron 20 pl de reactivo PPP LOW que contenia fosfolipidos 4 uM y factor tisular 1 pM a 70 pl
de plasma humano normal citratado agrupado (tratado con rivaroxaban 250 nM, dentro del intervalo de
concentracion plasmatica terapéutica) en una ronda Immulon 2HB. placa inferior de 96 pocillos con reacciones
duplicadas. Inmediatamente antes del inicio de la reaccién, se afiadieron 10 pl de vehiculo o FXa'"- al plasma a
concentraciones finales que varian de 0,03125 nM a 0,5 nM FXa''®, dado un volumen de reaccion total de 120 pl.
Las reacciones se iniciaron mediante la adiciéon de 20 ul de tampon FluCa que contenia cloruro de calcio y sustrato
fluorogénico. La fluorescencia de las reacciones plasmaticas se ley6 a 37 °C a intervalos de 20 segundos en un
fluorémetro de ascenso Fluoroskan y se comparé con las reacciones de calibrador de trombina de referencia para
determinar las concentraciones de trombina. La intensidad de la sefal de fluorescencia (FU) se monitored
continuamente a 37 °C utilizando el CAT. Se analizaron las curvas de generacion de trombina (trombina nM frente
a tiempo) para extraer el tiempo de retraso, la altura del pico, el tiempo hasta el pico y el area bajo la curva que
representa el potencial de trombina enddgena (ETP) utilizando el software Thromboscope (version
Thrombinoscope BV).
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Se observo una inhibicién dependiente de la dosis de la generacion de trombina en plasma humano normal con
tratamiento con rivaroxaban in vitro (5-200 nM) (Figura 10A). El rivaroxaban resulté en un aumento en el tiempo
de retraso junto con una disminucion en el pico de trombina y una disminucion en la ETP. La adicion de FXa''6- al
plasma humano inhibido con rivaroxaban (250 nM) dio como resultado una inversién dependiente de la dosis de la
inhibicion de la trombina (Figura 10B): se restablecio la generacién pico de trombina, la fase de retraso fue mas
corta y aumento la ETP. A una dosis baja de 0,03125 nM FXa''é-, la generacion de trombina se restablecié a niveles
comparables al plasma humano normal tratado con vehiculo.

Ejemplo 5: FXa''®- contrarresta rivaroxaban en un modelo de hemorragia de clip de cola de raton

La capacidad de FXa''®- para superar los efectos de rivaroxaban in vivo se evalué en un modelo de hemorragia
aguda en ratones normales. Los resultados demostraron que una variante de FXa similar al zimégeno podria
revertir el efecto anticoagulante de un inhibidor directo de FXa.

Para establecer una dosis de rivaroxaban que prolongaria la hemorragia, los ratones C57BI/6 machos (The
Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) recibieron una inyeccion intravenosa Unica de rivaroxaban a una dosis de
10, 25 o 50 mg/kg. Treinta minutos después, los ratones se anestesiaron con isoflurano y se colocaron en una
plataforma calentada, y la temperatura corporal de los ratones se mantuvo a 37 °C antes del corte de la cola. Las
colas se sumergieron en 50 ml de solucién salina tamponada con fosfato precalentada (PBS) a 37 °C durante 2
minutos. Se realizé un corte de cola de 3 mm y se recogié sangre en PBS durante un periodo de 10 minutos. Se
determind una evaluacion cuantitativa de la cantidad de hemorragia por el contenido de hemoglobina de la sangre
recogida en PBS. Los tubos se centrifugaron para recoger eritrocitos, se resuspendieron en 5 ml de tampon de
lisis (8,3 g/l de NH4Cl, 1,0 g/l de KHCO3 y 0,037 g/l de EDTA), y la absorbancia de la muestra se midié a 575 nm.
Los valores de absorbancia se convirtieron en pérdida de sangre total (ul) usando una curva estandar. La
administracion de rivaroxaban resulté en un aumento dependiente de la dosis en la pérdida de sangre después de
un corte de cola (Figura 11).

En este modelo, una dosis de 50 mg/kg de rivaroxaban resulté en un aumento de la pérdida de sangre después
de la transeccion de la cola. Los ratones se dosificaron con 50 mg/kg de rivaroxaban y 30 minutos mas tarde se
dosificaron por via intravenosa 50 o 200 ug/kg de FXa''®- a 37 °C antes del corte de la cola. Los ratones se
anestesiaron luego con isoflurano y se colocaron en una plataforma calentada, y la temperatura corporal de los
ratones se mantuvo a 37 °C antes del corte de la cola. Las colas se sumergieron en 50 ml de solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) precalentada a 37 °C durante 2 minutos. Se realiz6 un corte de la cola de 3 mmy se
recogio sangre en PBS durante un periodo de 10 minutos y la evaluacion de la cantidad de hemorragia se
determind por el contenido de hemoglobina como se describe. En este modelo, la administracion de la variante
hemostatica FXa'"- disminuyo la pérdida de hemorragia excesiva inducida con rivaroxaban (Figura 11).

Ejemplo 6: FXa''5. contrarresta rivaroxaban en un modelo de hemorragia de ratén demostrado mediante
microscopia intravital

Como se visualiza usando microscopia intravital, se demostré que rivaroxaban inhibe la formacién de trombos en
la microcirculaciéon del masculo cremaster de ratéon después de una lesion inducida por laser. La administracion
adicional de FXa''®- podria contrarrestar el efecto anticoagulante de rivaroxaban en este sistema.

Mediante el uso de técnicas estandar, el musculo cremaster de ratones se expuso y se visualizé usando
microscopia intravital. Luego se indujo una lesion vascular en el misculo usando un laser. Después de la lesion,
se visualiz6 la formacion de coagulos usando diferentes anticuerpos marcados con fluorescencia que reconocen
especificamente la fibrina y las plaquetas. La coagulacion esta indicada por la presencia de sefial fluorescente de
ambos tipos de anticuerpos.

Después de la lesion por laser, un ratén no tratado formo rapidamente un coagulo en el sitio de la lesiéon que fue
estable durante varios minutos (Figura 13A). En el cuadro de video, el coagulo es visible como la coincidencia de
la sefal fluorescente asociada con los anticuerpos contra la fibrina y las plaquetas (regidn central gris claro que se
superpone a la regiéon gris mas oscura). Sin embargo, la administracion de 1 mg/kg de rivaroxaban a un ratén
retraso la acumulacion de plaquetas en el sitio de la lesidn y eliminé cualquier signo de fibrina (Figura 13B). En el
cuadro de video, solo se puede apreciar una extension reducida de plaquetas segun lo indicado por la region gris
oscuro, que refleja la presencia de sefal fluorescente asociada con anticuerpos antiplaquetarios. Por el contrario,
cuando a un raton se le administrd 1 mg/kg de rivaroxaban seguido de 0,5 mg/kg de FXa''®, se form¢ rapidamente
un coagulo en el sitio de la lesion (Figura 13C). En el cuadro de video, el coagulo esta indicado por el patron
caracteristico de la sefal fluorescente asociada con anticuerpos contra plaquetas vy fibrina.

A menos que se defina lo contrario en la presente memoria descriptiva, los términos cientificos y técnicos utilizados

en relacion con la presente divulgacion tendran los significados que cominmente entienden los expertos en la
materia. Ademas, a menos que el contexto requiera lo contrario, los términos singulares incluiran pluralidades y
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los términos plurales incluiran el singular. En general, la nomenclatura utilizada en conexion con las técnicas de
cultivo de células y tejidos, biologia molecular, inmunologia, microbiologia, genética y quimica e hibridacion de
proteinas y acidos nucleicos descritas en la presente memoria descriptiva son las bien conocidas y cominmente
utilizadas en la técnica.

Los procedimientos y técnicas de la presente divulgacion se realizan generalmente de acuerdo con procedimientos
convencionales bien conocidos en la técnica y como se describe en varias referencias generales y mas especificas
que se citan y discuten a lo largo de la presente memoria descriptiva a menos que se indique lo contrario. Véase,
por ejemplo, Sambrook J. y Russell D. Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Clonacién Molecular: Un Manual
de Laboratorio), 32 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (2000); Ausubel et al., Short
Protocols in Molecular Biology: A Compendium of Methods from Current Protocols in Molecular Biology (Protocolos
cortos en Biologia Molecular: Un Compendio de Métodos a partir de los Protocolos Actuales en Biologia Molecular),
Wiley, John & Sons, Inc. (2002); Harlow and Lane. Using Antibodies: A Laboratory Manual (El uso de Anticuerpos:
Un Manual de Laboratorio), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1998); y Coligan et
al., Short Protocols in Protein Science (Protocolos Cortos en la Ciencia de las Proteinas), Wiley, John & Sons, Inc.
(2003), incorporados por referencia en la presente memoria descriptiva. Las reacciones enzimaticas y las técnicas
de purificacion se realizan de acuerdo con las especificaciones del fabricante, como se logra cominmente en la
técnica o como se describe en la presente memoria descriptiva. La nomenclatura utilizada en relacion con, y los
procedimientos y técnicas de laboratorio de quimica analitica, quimica organica sintética y quimica farmacéutica y
medicinal descritas en la presente memoria descriptiva son los bien conocidos y comunmente utilizados en la
técnica.

A lo largo de la presente memoria descriptiva y reivindicaciones, se entendera que la palabra "comprende" o
variaciones tales como "comprende" o "que comprende” implican la inclusién de un numero entero o grupo de
numeros enteros pero no la exclusidon de ningun otro numero entero o grupo de enteros.
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<120> COMPOSICIONES Y PROCEDIMIENTOS PARA CONTRARRESTAR LA INHIBICION DEL FACTOR
XA

<130> PC072006A

<150> US 61/759,332
<151>2013-01-31

<160> 3

<170> PatentIn versién 3.5
<210>1

<211> 488

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
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REIVINDICACIONES

Una variante del Factor Xa que comprende una sustitucion en el aminoacido correspondiente a la posicion
235 en la SEQ ID NO: 1 seleccionado del grupo de aminoacidos que consiste en: Thr o Leu, o una
composicion farmacéutica de la misma, para su uso en la reduccion o prevencion de hemorragias en un sujeto
tratado con un inhibidor directo del Factor Xa.

La variante del Factor Xa o composicién farmacéutica de la misma para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 1, en la que el uso efectla la reversion urgente de la coagulopatia adquirida debido a la terapia
de inhibicion de FXa en un sujeto con hemorragia grave aguda.

La variante del Factor Xa o la composicién farmacéutica de la misma para su uso de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, en el que hay una reduccion en la hemorragia de al menos 5%-10%,
10%-15%, 15%-20%, 20%-25%, 25%-30%, 30%-35%, 35%-40%, 40%-45%, 45%-50%, 50%-55%, 55%-60%,
60%-65%, 65%-70%, 70%-75%, 75%-80%, 80%-85%, 85%-90%, 90%-95% 0 95%-100%.

La variante del Factor Xa o la composicién farmacéutica de la misma para su uso de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, en el que la variante del Factor Xa se administra antes de una cirugia
planificada, después de una lesion o después de una sobredosis de inhibidor directo del Factor Xa.

La variante del Factor Xa o la composicién farmacéutica de la misma para su uso de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, en el que la variante del Factor Xa se administra mas de una vez.

La variante del Factor Xa o la composicién farmacéutica de la misma para su uso de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, en el que se administra al menos un procoagulante adicional,
opcionalmente, en la que el procoagulante se selecciona del grupo que consiste en: una variante del Factor
Xa diferente, Factor IX, Factor Xla, Factor Xlla, Factor VIII, Factor Vlla, FEIBA y concentrado de complejo de
protrombina (PCC).

La variante del Factor Xa o la composicién farmacéutica de la misma para su uso de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, en la que la concentracién plasmatica del inhibidor directo de FXa es
una cantidad supraterapéutica.

La variante del Factor Xa o la composicién farmacéutica de la misma para su uso de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, en el que la variante del Factor Xa se administra en un intervalo de dosis
de 0,0001 a 50 mg/kg, 0,001 a 50 mg/kg, 0,001 a 5 mg/kg, 0,001 a 0,5 mg/kg, 0,001 a 0,05 mg/kg, 0,01 a5
mg/kg, o0 0,01 a 0,5 mg/kg.

La variante del Factor Xa o la composicién farmacéutica de la misma para su uso de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, en el que la variante Factor Xa se administra para lograr una
concentracion sérica en un intervalo de 0,0003 a 300 nM, 0,003 a 300 nM, 0,03 a 300 nM, 0,003 a 30 nM,
0,03a30nM, 00,3a3nM.

La variante del Factor Xa o la composicién farmacéutica de la misma para su uso de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, en el que la variante del Factor Xa contrarresta el efecto del inhibidor
directo de FXa hasta una concentracién plasmatica que es al menos 10 veces, al menos 25 veces, al menos
50 veces, al menos 100 veces, al menos 250 veces, al menos 500 veces, al menos 1.000 veces, al menos
2.500 veces, al menos 5.000 veces o al menos 10.000 veces menor que la concentraciéon plasmatica del
inhibidor directo de FXa.

La variante del Factor Xa o la composicién farmacéutica de la misma para su uso de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, en el que la variante del Factor Xa contrarresta el efecto del inhibidor
directo de FXa hasta una concentracién plasmatica que se calcula multiplicando la concentracién plasmatica
del inhibidor directo de FXa por un factor de conversion que varia de 0,1 x 10 a 1000 x 10

La variante del Factor Xa o la composicién farmacéutica de la misma para su uso de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, en la que el inhibidor directo de FXa es rivaroxaban o apixaban.

La variante del Factor Xa o la composicién farmacéutica de la misma para su uso de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, en la que la concentracion plasmatica de rivaroxaban es al menos 100
nM, 200 nM, 300 nM, 400 nM, 500 nM, 600 nM, 700 nM o 800 nM.

La variante del Factor Xa o la composicién farmacéutica de la misma para su uso de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, en la que la concentracién plasmatica de apixaban es al menos 50 nM,
100 nM, 150 nM, 200 nM, 250 nM, 300 nM, 350 nM o 400 nM.
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