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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para el tratamiento de la microangiopatia trombética asociada al hsct
Antecedentes

En los Estados Unidos, hay mas de 17 000 pacientes que se someten a un trasplante de células madre hematopoyéticas
(HSCT o trasplante de médula 6sea) cada afio para el tratamiento de sindromes malignos, de inmunodeficiencia, de
insuficiencia de la médula 6sea o sindromes genéticos/metabdlicos. Si bien la supervivencia para estos pacientes ha
mejorado durante la dltima década, la mortalidad después del HSCT sigue siendo inaceptablemente alta, ya que casi el
50 % de los pacientes no estan vivos siete afios después del trasplante. Las complicaciones del HSCT son una causa
importante de morbilidad en esta poblaciéon de pacientes. Una de estas complicaciones, la microangiopatia trombdtica
que se asocia al HSCT (HSCT-TMA, también se refiere como TA-TMA), también es una causa importante de muerte
después del trasplante. En aquellos que sobreviven a la enfermedad, la HSCT-TMA puede estar asociada con la
morbilidad a largo plazo que afecta a multiples érganos con manifestaciones que incluyen hipertension, enfermedad renal
cronica (CKD), lesion del sistema nervioso central o gastrointestinal e hipertension pulmonar.

Las revisiones retrospectivas mas amplias informan que la incidencia de la HSCT-TMA es de 10-35 % en pacientes
sometidos al HSCT. La HSCT-TMA se define clinicamente como la presencia de anemia hemolitica microangiopatica de
nuevo inicio en un receptor del HSCT: la anemia y la trombocitopenia que no se explican por otro proceso, la elevacion
de la lactato deshidrogenasa (LDH), las necesidades de transfusion excesiva y la esquistocitosis en la sangre. Confiar en
criterios clinicos objetivos, especificos de 6rganos y no invasivos es critico para el reconocimiento oportuno de la HSCT-
TMA después del HSCT. Si bien una biopsia permanece como el "estandar de oro" para diagnosticar la microangiopatia
trombdtica en cualquier poblacién de pacientes, un diagnéstico de tejido puede ser un desafio para los receptores del
HSCT o los receptores que no son HSCT que tienen un alto riesgo de sangrado por recuento bajo de plaquetas y glébulos
rojos e hipertension. La factibilidad limitada del diagndstico de tejido después del HSCT ha llevado al desarrollo de criterios
de diagnostico no invasivos para la HSCT-TMA que se han actualizado varias veces, mas recientemente por el grupo de
Solicitantes y sirven para el diagnéstico clinico de la HSCT-TMA.

La microangiopatia trombdtica que se asocia al trasplante de células madre hematopoyéticas (HSCT-TMA) grave es una
complicacion posterior al trasplante desafiante asociada con la morbilidad a largo plazo y la alta mortalidad. La HSCT-
TMA comparte caracteristicas con otras microangiopatias tromboticas donde la lesidon endotelial afecta el rifidén y a otros
organos. La HSCT-TMA leve puede presentarse en una alta proporcion de receptores del HSCT vy tipicamente tiene un
curso benigno que no requiere terapia o solo la modificacion de la dosis del inhibidor de calcineurina. Sin embargo, una
proporcion de casos desarrollara la HSCT-TMA grave con hipertension y dafio renal que puede progresar a un dafio
vascular mas generalizado con serositis, hipertension pulmonar e insuficiencia organica multisistémica. Se necesita
urgentemente una terapia dirigida para estos pacientes en quienes la mortalidad es a menudo la mas alta. Durante mas
de 30 afios ha habido obstaculos significativos en la busqueda de terapias dirigidas para la HSCT-TMA debido a la
comprension limitada de la patogénesis de esta enfermedad y la naturaleza compleja general de los pacientes que se
someten al HSCT. La comprension limitada de la patogénesis de la HSCT-TMA ha dificultado el desarrollo y la aplicacion
de terapias efectivas.

de Latour, RP, y otros, 2013. British journal of hematology, 161 (2), pp. 279-280 describe el uso del eculizumab en un
paciente con microangiopatia trombética posterior al trasplante.

Si bien el Solicitante ha descubierto, como se describe en la presente, que ciertos tratamientos pueden ser efectivos en
uno o mas de los estados de enfermedad descritos, el Solicitante identificé ademas el problema que actualmente los
métodos disponibles para determinar los niveles de los farmacos en suero descritos no podrian realizarse de manera
oportuna. Dichas limitaciones en la deteccién de los niveles en suero impiden ajustes oportunos en la dosificacion de los
farmacos descritos y el tratamiento efectivo del paciente, lo cual es de particular importancia en el paciente critico. Como
tal, los nuevos métodos para determinar los niveles en suero de los farmacos descritos en pacientes, antes de la invencion
del Solicitante, eran una necesidad insatisfecha en la técnica.

La descripcion instantanea busca abordar una o mas de las necesidades mencionadas en la técnica.
Breve Resumen

Se describen farmacos capaces de inhibir la via del complemento para usar para el tratamiento de la microangiopatia
trombotica que se asocia al trasplante de células madre hematopoyéticas (HSCT) (HSCT-TMA o TA-TMA) en un sujeto
que se ha sometido a un HSCT. También se describen métodos para usar los farmacos capaces de inhibir la via del
complemento para usar para el tratamiento de la microangiopatia trombdética que se asocia al trasplante de células madre
hematopoyéticas (HSCT) (HSCT-TMA o TA-TMA) en un sujeto que se ha sometido a un HSCT.

La invencién proporciona un anticuerpo monoclonal humanizado capaz de inhibir el complemento terminal para usar en

el tratamiento de la microangiopatia trombética que se asocia al trasplante de células madre hematopoyéticas (HSCT) en
un sujeto que se ha sometido a un trasplante de médula ésea, en donde dicho tratamiento comprende la administracién
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de dicho anticuerpo monoclonal humanizado para dicho sujeto, en donde dicho anticuerpo monoclonal humanizado es el
eculizumab y se administra de una manera suficiente para alcanzar un nivel terapéutico del eculizumab en dicho sujeto,
en donde dicho nivel terapéutico comprende un nivel minimo de eculizumab en suero sanguineo mayor que o al menos
99 pg/ml.

Breve Descripcion de los Dibujos

La Figura 1 representa la mortalidad sin recaida en pacientes con y sin HSCT-TMA 1 afio después del HSCT. El método
de riesgo competitivo de Gray se us6 para obtener la incidencia acumulada de la mortalidad sin recaida (NRM). EIl NRM
de 1 afio para sujetos con TMA fue de 43,6 (SE + -8 %) y 7,8 £ 3,8 % en sujetos con HSCT sin TMA (p <0,0001).

La Figura 2 representa la activacion del complemento en HSCT-TMA.

La Figura 3 representa los depdsitos de C4d en arteriolas renales afectadas por la TMA. Muestra representativa de biopsia
renal de un sujeto con evidencia histolégica de HSCT-TMA después del trasplante de células madre hematopoyéticas. A,
tincion con hematoxilina y eosina (aumento H&E, x20) de la corteza renal con glomérulos. Las arteriolas pequefias
(flechas) muestran obliteracion de la luz del vaso debido a células endoteliales desprendidas, proliferacion intimal y
deposito de matriz extracelular indicativo de TMA. La tincion de C4d (aumento de C4d, x20) de la seccion de tejido
correspondiente muestra una tincién positiva difusa en la arteriola pequefia degenerativa con cambios microangiopaticos.
Las tinciones de C4d se realizaron en el laboratorio de patologia clinica en CCHMC mediante el uso de técnicas
certificadas para usar en pruebas clinicas (laboratorio aprobado por CLIA). Los depésitos arteriales C4d se encontraron
casi exclusivamente en pacientes con HSCT-TMA en comparacion con los pacientes con HSCT sin HSCT-TMA (6/8 (75
%) frente a 1/12 (8 %) p = 0,004). Esta fue la primera evidencia de depdsitos de complemento en las arteriolas de sujetos
con TMA después del HSCT, lo que respalda la participacion clasica del complemento en la lesion vascular con HSCT-
TMA y posiblemente explica la hipertension grave observada en pacientes con HSCT-TMA.

La Figura 4 representa la activacion del complemento terminal en pacientes con HSCT con HSCT-TMA y sin HSCT-TMA.

La Figura 5 representa las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier para sujetos con TMA (n = 39) sin proteinuria y sC5b-
9 normal, proteinuria =230 mg/dl y sC5b-9 normal, sin proteinuria y sC5b-9 elevada, y ambas proteinuria 230 mg/dl y sC5b-
9 elevado en el momento del diagndstico de la HSCT-TMA.

La Figura 6 representa la correlacion longitudinal de los niveles de CH50 y eculizumab en suero. Se representa una
correlacion representativa del nivel diario de eculizumab (linea discontinua) en suero con el nivel de CH50 (linea continua).
El nivel de eculizumab previamente informado que se requiere para bloguear el complemento terminal de 99 pg/ml se
establecid en pacientes con un trastorno diferente, el sindrome urémico hemolitico atipico, aHUS. Este grafico muestra
claramente que a medida que los niveles de eculizumab caen por debajo de 99 pg/ml, el nivel de CH50 aumenta
rapidamente en sujetos con HSCT-TMA después de HSCT. Este grafico también ilustra que el nivel de eculizumab no se
mantiene por encima de > 99 ug/ml durante 1 semana mediante el uso del régimen de dosificaciéon actualmente aprobado
para el aHUS y, por lo tanto, se requiere un seguimiento de la dosis farmacocinética en pacientes con HSCT con HSCT-
TMA para determinar la dosis requerida (mg) y el momento para mantener una inhibicién clinicamente significativa de la
via del complemento.

La Figura 7 representa el rendimiento diagnéstico del nivel de CH50 para predecir la concentracion de eculizumab
mediante el uso del método de inmunoensayo enzimatico (n = 6). El nivel de corte éptimo de CH50 asociado con un nivel
minimo de eculizumab > 99 pg/ml se determin6 en base a una curva ROC (a) para maximizar el indice de Youden que se
define como especificidad + sensibilidad-1 (b). De acuerdo con el andlisis, se encontré que el nivel de corte 6ptimo de
CH50 es de 3,5 unidades CAE (b). Todos los valores se clasificaron en dos grupos por encima y por debajo de este nivel
de corte de CH50 como se muestra en el panel c. El eje Y muestra las concentraciones de eculizumab en escala
logaritmica. El eje X muestra el nivel de CH50 por grupo. Las lineas horizontales representan las medianas. El analisis
estadistico posterior se realiz6 para evaluar la diferencia en la concentracion de eculizumab entre los dos grupos mediante
una prueba U de Mann-Whitney. Un nivel de CH50 de 0-3 unidades CAE correspondié con una concentracion de
eculizumab > 99 pg/ml en todas, excepto una medicién (extraida de un paciente durante una fase de eliminacion
extremadamente rapida en la primera semana de tratamiento). Por el contrario, en todos los puntos de tiempo de
muestreo, un nivel de CH50 > 3 unidades CAE correspondié con un nivel por debajo del terapéutico de <99 pg/ml (p =
0,0001).

La Figura 8 representa el rendimiento diagndstico del nivel de CH50 para predecir la concentracion de eculizumab
mediante el uso de otro ensayo disponible, un método hemolitico mediante el uso de eritrocitos de oveja estandarizados
(n = 12). El nivel de corte 6ptimo de CH50 para un nivel minimo terapéutico de eculizumab <99 pg/ml se determin6 en
base a una curva ROC (a) para maximizar el indice de Youden que se define como especificidad + sensibilidad-1 (b). De
acuerdo con el analisis, se encontré que el nivel de corte éptimo de CH50 es de 15,5 unidades de CH50 mediante el uso
de este ensayo hemolitico (b). Todos los valores se clasificaron en dos grupos por encima y por debajo del limite de CH50
como se muestra en el panel c. El eje Y muestra las concentraciones de eculizumab en escala logaritmica. El eje X
muestra el nivel de CH50 por grupo. Las lineas horizontales representan las medianas. El analisis estadistico posterior se
realiz6 para evaluar la diferencia en la concentracion de eculizumab entre los dos grupos mediante la prueba U de Mann-
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Whitney. La Figura 8a son datos obtenidos durante la terapia con eculizumab, y la Figura 8b representa los datos
obtenidos después de la primera y segunda dosis de eculizumab.

La Figura 9 representa el bloqueo del complemento terminal por el eculizumab. En esta figura se presentan los andlisis
representativos del seguimiento de la farmacocinética y farmacodinamica del eculizumab durante las primeras 3 semanas
de tratamiento. Los ejes y superior izquierdo y derecho muestran las concentraciones de eculizumab y los niveles de
actividad total del complemento (CH50), respectivamente, mediante el uso del inmunoensayo enzimatico. El eje y inferior
muestra el nivel sC5b-9. El eje x muestra el tiempo en dias desde el inicio de la terapia con eculizumab con la primera
dosis de eculizumab que se administré el dia 1. La dosis (mg) y el momento de la administracion se indican con flechas
en la parte superior de cada figura. Los circulos azules representan las concentraciones observadas de eculizumab. Los
valores medidos reales se indican al lado de los circulos solo cuando la concentracién de eculizumab esta por debajo de
99 pg/ml. Las lineas discontinuas azules representan los perfiles farmacocinéticos predichos de eculizumab basados en
un andlisis de 1 compartimento. Los circulos rojos representan el nivel de CH50 medido por un ensayo hemolitico. Los
valores reales se enumeran en el grafico solo cuando el nivel CH50 esta por encima de 15 unidades CH50. Los circulos
verdes representan los niveles de sC5b-9 en suero (72 a 244 ng/ml normales, area sombreada). El nivel elevado de sC5b-
9 indica el complemento terminal activado. La figura muestra que el tiempo hasta la normalizacién de sC5b-9 con un nivel
de eculizumab en suero > 99 mg/ml depende de la elevacion de sC5b-9 al inicio de la terapia: los Pacientes 1 y 2 con
elevacion de sC5b-9 por encima de 2 veces la normal (> 488ng/ml) tardaron 11 dias en normalizar el sC5b-9, mientras
que el paciente 3 con sC5b-9 <488 requiri6 4 dias.

La Figura 10 representa un esquema de optimizacion de dosis de eculizumab.
Descripcion Detallada

A menos que se indique de otra forma, los términos deben entenderse de acuerdo con el uso convencional por los expertos
en la técnica relevante.

Como se usa en la presente y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un/una/uno”, "y" y "el/la" incluyen
los referentes plurales a menos que el contexto lo indique claramente de otra forma. Asi, por ejemplo, la referencia a "un
método" incluye una pluralidad de tales métodos y la referencia a "una dosis" incluye la referencia a una o mas dosis y
equivalentes de estas conocidas por los expertos en la técnica, y asi sucesivamente.

El término "alrededor de" o "aproximadamente" significa dentro de un intervalo de error aceptable para el valor particular
que se determina por un experto en la materia, que dependera en parte de como se mide o determina el valor, por ejemplo,
las limitaciones del sistema de medicién. Por ejemplo, "alrededor de" puede significar dentro de 1 o mas de 1 de desviacion
estandar, de acuerdo con la practica en la técnica. Alternativamente, "alrededor de" puede significar un intervalo de hasta
20%, o hasta 10%, o hasta 5%, o hasta 1% de un valor dado. Alternativamente, particularmente con respecto a los
sistemas o procesos bioldgicos, el término puede significar dentro de un orden de magnitud, preferentemente dentro de
5 veces, y mas preferentemente dentro de 2 veces, de un valor. Cuando se describen valores particulares en la solicitud
y en las reivindicaciones, a menos que se indique de otra forma, se debe suponer el término "alrededor de" dentro de un
intervalo de error aceptable para el valor particular.

Como se usa en la presente, el término "tratar" significa la administracion de una composicion a un sujeto que tiene un
trastorno como se describe en la presente, con el propdsito de curar, aliviar, mitigar, remediar, prevenir o mejorar el
trastorno, el sintoma del trastorno, el estado de enfermedad secundario al trastorno o la predisposicion hacia el trastorno.

Como se usa en la presente, el término "cantidad terapéuticamente efectiva" o "cantidad efectiva" significa la cantidad
total de cada componente activo de la composicion farmacéutica o método que es suficiente para mostrar un beneficio
significativo para el paciente, por ejemplo, la curacion de las afecciones cronicas o en un aumento en tasa de curacion de
tales condiciones, o en una reduccién en las afecciones aberrantes. Esto incluye ambos tratamientos, terapéutico y
profilactico. En concordancia, los compuestos se pueden usar en etapas muy tempranas de una enfermedad, o antes del
inicio temprano, o después de una progresion significativa. Cuando se aplica a un ingrediente activo individual,
administrado solo, el término se refiere a ese ingrediente solo. Cuando se aplica a una combinacion, el término se refiere
a cantidades combinadas de los ingredientes activos que resultan en el efecto terapéutico, ya sea administrado en
combinacion, en serie o simultaneamente.

Los términos "individuo”, "huésped", "sujeto" y "paciente" se usan indistintamente para referirse a un animal que es objeto
de tratamiento, observacién y/o experimento. En general, tal individuo, huésped, sujeto o paciente es un ser humano,
aunque otros mamiferos estan dentro del alcance de la invencion.

Otras caracteristicas, objetos y ventajas de la presente invencién seran evidentes en la descripcion detallada que sigue.
Sin embargo, debe entenderse que la descripcidon detallada, aunque indica modalidades de la presente invencion, se
proporciona solo a modo de ilustracion, no de limitacion. Diversos cambios y modificaciones dentro del alcance de la
invencion seran evidentes para los expertos en la técnica a partir de la descripcion detallada.
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Recientemente, el Solicitante documenté anomalias del sistema del complemento en nifios con HSCT-TMA. El
eculizumab, un anticuerpo monoclonal humanizado contra el componente del complemento C5, que sirve para bloquear
la via terminal del complemento, se prescribe cada vez mas en el tratamiento de enfermedades que presentan
microangiopatia trombdética, pero se desconocia su eficacia y los requisitos de dosificacion en pacientes con HSCT-TMA
en el momento de la invencion del Solicitante, ya que nunca antes se habia usado en esta poblacion de pacientes. El
Solicitante fue el primero en describir la eficacia del eculizumab en nifios con HSCT-TMA, y en informar la importancia del
seguimiento a la farmacocinética y farmacodinamica para lograr un bloqueo efectivo del complemento, que se mide por
la actividad del complemento hemolitico total (CH50).

El inhibidor del complemento eculizumab se prescribe cada vez mas en el tratamiento de enfermedades que presentan
microangiopatia trombdética, pero no se ha evaluado en la microangiopatia tromboética que se asocia al trasplante de
células madre hematopoyéticas (HSCT-TMA). La eficacia del eculizumab y los requisitos de dosificaciéon en nifios con
HSCT-TMA no se conocian antes de la invencion del Solicitante.

Durante muchos afios, la HSCT-TMA se ha considerado un trastorno o entidad separado y distinto que ocurre posterior
al HSCT pero sin una enfermedad claramente definida que causa la patogénesis. La HSCT-TMA después del HSCT
comparte algunas caracteristicas clinicas y patolégicas como la trombocitopenia, el aumento de la lactato deshidrogenasa
(LDH), cambios microangiopaticos y dafio renal con otras microangiopatias trombéticas que afectan a la poblacion de
trasplante de médula no 6sea, tales como el sindrome urémico hemolitico atipico (aHUS), la purpura trombocitopénica
trombotica (TTP) y el sindrome preeclapmsia/HELLP. A pesar de las similitudes clinicas y patologicas para estas TMA,
los factores desencadenantes y la patogénesis y la terapia dirigida pueden ser diferentes. Por ejemplo, la TTP es
secundaria a una actividad gravemente reducida de la proteasa de escision del factor von Willebrand (ADAMTS-13). El
sindrome de preeclapmsia/HELLP se presenta durante el embarazo y resulta en una lesion endotelial vascular debido a
la activacion del complemento y generalmente se resuelve después del parto. En el aHUS, que es una enfermedad muy
rara, > 70 % de los pacientes tienen defectos genéticos del complemento que resultan en la activacién de la via alternativa
del complemento y la lesion renal y se benefician del bloqueo terminal del complemento.

Antes de la invencion del Solicitante, no habia evidencia de una ruta de patogénesis especifica para la HSCT-TMA
después del HSCT. Sin pretender limitarse por la teoria, el Solicitante planted la hipétesis que el sistema del complemento
se activo después del HSCT y resultd en una lesién vascular multiorganica. Debido al alto estado inflamatorio en pacientes
con HSCT que reciben quimioterapia o que tienen la enfermedad de injerto contra huésped (GVHD) y/o infecciones, el
Solicitante planteé la hipotesis que podria ocurrir la activacion del complemento y servir como un posible objetivo
diagnéstico y terapéutico. El Solicitante examind los marcadores de la TTP en pacientes con HSCT-TMA para respaldar
la observacion previa de que HSCT-TMA no es simplemente una acumulacion de la TTP después del HSCT. La actividad
de la ADAMTS-13 en suero puede disminuir moderadamente en el contexto de la HSCT-TMA, especialmente en casos
que presentan hemodlisis grave aguda, sin embargo, no disminuye gravemente (<5-10% de actividad) como se observa
en pacientes con TTP y claramente descarta el diagnéstico de la TTP.

La HSCT-TMA a menudo se presenta como un trastorno multivisceral alrededor de 30 dias después del trasplante cuando
los pacientes se injertan con células madre de donantes. La naturaleza multifactorial de la lesién endotelial que comienza
el proceso de la HSCT-TMA después del HSCT la convierte en una enfermedad distinta. Muchos de estos factores, en
particular la GVHD vy las infecciones, pueden estimular multiples vias del complemento y provocar lesiones endoteliales
vasculares sistémicas. Los genotipos del receptor y del donante, o ambos, pueden desempefar un papel importante en
la susceptibilidad de los tejidos a desarrollar la HSCT-TMA. La desregulacién inmune que ocurre en el periodo posterior
al HSCT puede resultar en la formacion de anticuerpos contra los factores del complemento.

Factores de riesgo para la HSCT-TMA

La HSCT-TMA es mas comun después del HSCT alogénico, pero también permanece como una complicacion significativa
del trasplante autologo. Los factores de riesgo asociados en estudios retrospectivos con el desarrollo de la HSCT-TMA
después del HSCT alogénico incluyen a los medicamentos usados en el curso del trasplante y las complicaciones
infecciosas. Los agentes condicionantes que incluyen al busulfano, la fludarabina, el cisplatino y la radiacién pueden
aumentar el riesgo de la HSCT-TMA posterior. Otros medicamentos cominmente informados que se asocian con la
HSCT-TMA incluyen los inhibidores de la calcineurina tacrolimus y ciclosporina y los nuevos inhibidores del blanco de
rapamicina en mamiferos (mTOR). Las infecciones virales a menudo se consideran un "desencadenante" para la HSCT-
TMA, ya que los pacientes que muestran signos de lesion de vasos pequefios también pueden tener infecciones
concomitantes tales como CMV, adenovirus, parvovirus B19, HHV-6 y virus BK.

Sin pretender limitarse a la teoria, el Solicitante plante6 la hipotesis que la desregulacion del sistema del complemento se
asocia con una lesiéon organica en pacientes con HSCT-TMA y que el bloqueo del complemento terminal activado
(inicialmente probado con el unico medicamento clinicamente disponible, eculizumab) puede ser una opcién potencial de
tratamiento potencial para la HSCT-TMA. Antes de la invencion del Solicitante, no habia evidencia en la literatura que el
complemento estuviera involucrado en la patogénesis de la HSCT-TMA. El Solicitante plante6 la hipdtesis que el sistema
de complemento clasico o alternativo puede involucrarse en la HSCT-TMA, lo que resulta en la activacion del
complemento terminal y la lesion del tejido, especialmente en los pacientes con mayor riesgo de peores resultados, y ese
complemento puede activarse en pacientes con HSCT como resultado de una lesion directa del tejido por terapia
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citotoxica, desregulacién inmune o desencadenada por agentes infecciosos en pacientes con y sin predisposicion
genética. También, debido a la muy alta probabilidad de desregulacién inmune después del HSCT vy la interaccion de los
fenotipos/genotipos del donante y del huésped, existia la posibilidad de formacion de anticuerpos anti-complemento como
otra via de lesion tisular mediada por el complemento en la HSCT-TMA. El Solicitante planted la hipétesis que la terapia
de modulacién del complemento con el unico bloqueador del complemento terminal clinicamente disponible eculizumab
puede servir como tratamiento dirigido para la HSCT-TMA (Figura 2). De la misma forma, el Solicitante teoriza que otros
bloqueadores del complemento terminal pueden lograr este efecto de manera similar.

Con los desafios en el uso de criterios de diagnostico clinico disponibles en el momento de esta invencién, el Solicitante
investigd ademas la participacion del complemento y el uso de marcadores del complemento para la estratificacion del
riesgo de la enfermedad para poder optimizar la terapia de bloqueo del complemento en la HSCT-TMA. (Figura 5).
Finalmente, en ausencia de una medicion de eculizumab en suero facilmente disponible, el Solicitante identificé un
marcador sustituto que se correlacionaria con el nivel de eculizumab en el suero del paciente y que proporcionaria un
tiempo de respuesta mucho mas rapido que los métodos disponibles que pueden usarse para el ajuste de la dosis del
farmaco en tiempo real en la atencion clinica.

Composiciones

Se describe un farmaco capaz de inhibir la via del complemento para usar para el tratamiento de la microangiopatia
trombotica que se asocia al trasplante de células madre hematopoyéticas (HSCT) (HSCT-TMA) en un sujeto que se
someti6 a un HSCT.

En un cierto aspecto de la descripcion, el farmaco puede comprender un farmaco o un anticuerpo capaz de inhibir la ruta
del complemento. En un aspecto de la descripcion, el anticuerpo puede comprender un anticuerpo monoclonal capaz de
inhibir la ruta del complemento. En otros aspectos de la descripcién, el farmaco puede comprender un anticuerpo
monoclonal humanizado capaz de inhibir la ruta del complemento. En ciertos aspectos, el farmaco es el eculizumab,
disponible en Alexion Pharmaceuticals, y vendido bajo el nombre comercial Soliris.

En un aspecto, el uso del farmaco puede repetirse todos los dias, o cada dos dias, o cada tres dias. El farmaco puede
usarse en al menos una dosis, o al menos dos dosis, 0 al menos tres dosis, o al menos cuatro dosis, o en ciertos aspectos,
mas de cuatro dosis. En un aspecto, el uso puede realizarse hasta que se obtenga una respuesta hematoldgica o una
respuesta completa a la enfermedad en el sujeto. En ciertos aspectos, el uso puede realizarse durante un periodo de
aproximadamente cuatro a aproximadamente 15 semanas, o mas. En ciertos aspectos, el farmaco se administra
semanalmente. El farmaco puede administrarse mediante cualquier método como se conoce en la técnica, por ejemplo,
por via intravenosa, subcutanea, intramuscular y/o oral.

Métodos

También se describe un método para el seguimiento de la eficacia de un tratamiento con un inhibidor del complemento
contra la microangiopatia trombética que se asocia al HSCT (HSCT-TMA) en un sujeto que se ha sometido a un HSCT,
que puede comprender la etapa de medir la actividad total del complemento (CH50) en una muestra de suero del sujeto.
Al sujeto se le puede administrar un inhibidor del complemento hasta que la medicién de CH50 en el suero del sujeto sea
de aproximadamente 0-3 unidades CAE de acuerdo con lo medido por el inmunoensayo enzimatico, o hasta que la
medicién de CH50 en el sujeto sea menor de 15 unidades CH50 de acuerdo con lo medido por un método hemolitico.

El método puede comprender ademas la etapa de medir la actividad total del complemento (CH50) en un sujeto antes del
tratamiento del sujeto con un inhibidor del complemento para obtener una medicion inicial de CH50.

También se describe un método para tratar la microangiopatia trombética que se asocia al HSCT (HSCT-TMA) en un
sujeto que se ha sometido a un trasplante de médula ésea. El método puede comprender la etapa de administrar un
farmaco o un anticuerpo capaz de inhibir el complemento terminal. EI complemento terminal puede comprender un
anticuerpo monoclonal capaz de inhibir el complemento terminal, o un anticuerpo monoclonal humanizado capaz de inhibir
el complemento terminal, o el anticuerpo puede ser el eculizumab.

La etapa de administracion puede realizarse de manera suficiente para lograr un nivel terapéutico en el sujeto. En ciertos
aspectos de la descripcion, el nivel terapéutico puede comprender un nivel en suero sanguineo mayor que o al menos
aproximadamente de 99 pg/ml, o al menos o mayor que aproximadamente 100 pg/ml, o al menos o mayor que
aproximadamente 200 pg/ml, o al menos o mayor que aproximadamente 300 pg/ml.

La etapa de administracion puede repetirse diariamente, o cada dos dias, o cada tres dias hasta que se alcance en el
sujeto un nivel en suero mayor que o al menos de aproximadamente 99 pg/ml, o al menos o mayor que aproximadamente
100 pg/ml, o al menos o mayor que aproximadamente 200 pg/ml, o al menos o mayor que aproximadamente 300 pg/ml.
La determinacion de la dosificacion en un paciente en base al peso del paciente se entendera faciimente por un experto
en la técnica.
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La etapa de administracion puede realizarse de manera suficiente para lograr un nivel terapéutico de eculizumab en el
sujeto. La etapa de administracion puede comprender al menos una dosis, o al menos dos dosis, o0 al menos tres dosis,
o al menos cuatro dosis, 0, en algunos aspectos, mas de cuatro dosis. El método, puede comprender ademas la etapa de
medir la actividad del complemento total (CH50) para obtener una medicion de CH50, en donde al sujeto se le administra
el inhibidor del complemento hasta que la medicion de CH50 obtenida del paciente sea de aproximadamente 0-3 unidades
CAE de acuerdo con lo medido por el inmunoensayo enzimatico, o en donde la medicion de CH50 es de 0-15 unidades
de CH50 de acuerdo con la medicion mediante el uso de un método hemolitico mediante el uso de eritrocitos de oveja
estandarizados. El método puede comprender ademas las etapas de a) medir la actividad total del complemento (CH50)
antes del tratamiento con un inhibidor del complemento para obtener una medicion inicial de CH50; b) administrar un
inhibidor del complemento; y ¢) medir la actividad total de CH50 después de la administracion del inhibidor del
complemento para obtener una medicion de CH50 posterior al tratamiento, en donde dicho inhibidor del complemento se
administra hasta que dicha medicién de CH50 posterior al tratamiento sea de aproximadamente 0-3 unidades CAE de
acuerdo con lo medido por el inmunoensayo enzimatico, o en donde la medicion de CH50 es de 0-15 unidades de CH50
de acuerdo con la medicion mediante el uso de un método hemolitico mediante el uso de eritrocitos de oveja
estandarizados.

La etapa de administracion puede comprender administrar el eculizumab, y la etapa de administracion puede realizarse
durante un periodo de tiempo suficiente para resolver la HSCT-TMA. En algunos aspectos, la etapa de administracion se
realiza durante un periodo de aproximadamente cuatro a aproximadamente 15 semanas, o hasta 20 semanas, o hasta
25 semanas, o hasta que el eculizumab esté en una dosis suficiente para reducir los niveles de CH50 a 0-3 unidades CAE
de acuerdo con la medicién por el inmunoensayo enzimatico, o en donde la medicion de CH50 es de 0-15 unidades de
CH50 de acuerdo con la medicion mediante el uso de un método hemolitico mediante el uso de eritrocitos de oveja
estandarizados.

La etapa de administracion puede comprender administrar el eculizumab, y la etapa de administracion puede realizarse
durante un periodo de tiempo suficiente para lograr una respuesta hematolégica favorable, en donde una respuesta
hematoldgica favorable comprende la resolucion de marcadores hematologicos de la HSCT-TMA. Los marcadores
pueden incluir, pero no se limitan a, la normalizacion de la LDH, la resolucion de la necesidad de transfusiones de glébulos
rojos y plaquetas, y la desaparicion de esquistocitos, o cualquier otro criterio que pueda entender facilmente un experto
en la materia.

La etapa de administracion puede realizarse durante un periodo de tiempo suficiente para lograr una respuesta completa,
en donde la respuesta completa comprende la normalizacién de los parametros hematoldgicos y la respuesta renal de
dicho sujeto, que incluye, pero no se limita a, duplicar la tasa de filtracion glomerular estimada por la cistatina C (eGFR)
y la mejora de la proteinuria a valores por debajo del intervalo nefrético segun lo definido por la relaciéon aleatoria de
proteina en orina a creatinina por debajo de 2 mg/mg, u otros criterios como entendera facilmente un experto en la técnica.

En ciertos aspectos, el sujeto puede recibir el eculizumab varias veces al dia, diariamente, semanalmente o
mensualmente. Si la dosis inicial o posterior no es terapéutica, se puede administrar una dosis adicional en forma diaria,
semanal o mensual. En tales casos, la dosis adicional puede ser una dosis mayor que la dosis inicial o0 mas reciente
administrada. En ciertos aspectos, la dosis puede aumentarse en aproximadamente 100 mg, o aproximadamente 200 mg,
o aproximadamente 300 mg, o aproximadamente 400 mg, o aproximadamente 500 mg.

Se describe un método para determinar los niveles relativos de un inhibidor del complemento en un sujeto al que se le
administré un inhibidor del complemento. EI método puede comprender la etapa de medir la actividad total del
complemento (CH50) en una muestra obtenida del sujeto. El inhibidor total del complemento puede comprender, por
ejemplo, el eculizumab.

Se describe un método para optimizar un esquema de dosificacion del eculizumab en un sujeto que tiene algun sindrome
de TMA, posterior o no al HSCT. El método puede comprender la etapa de determinar la actividad del complemento total
(CH50) en dicho sujeto que es tratado con una dosis de induccion de eculizumab; en donde si los niveles de CH50 no se
suprimen adecuadamente (como se usa en la presente, "adecuadamente suprimido" significa 0-3 unidades CAE de
acuerdo con la medicion por inmunoensayo enzimatico, o 0-15 unidades CH50 de acuerdo con la medicion mediante el
uso de un método hemolitico mediante el uso de eritrocitos de oveja estandarizados, como se describe en la presente),
se administra una segunda dosis de induccién; en donde si los niveles de CH50 se suprimen adecuadamente, a dicho
paciente se le administra una dosis de induccién semanal; en donde si los niveles de CH50 se suprimen inadecuadamente
después de dicha segunda dosis de induccién, dicha dosis de induccion se incrementa en aproximadamente 100 mg a
aproximadamente 400 mg, preferentemente aproximadamente 300 mg; en donde a dicho sujeto se le administra el
eculizumab hasta que se resuelven los signos hematolégicos de la TMA. El método puede comprender ademas la etapa
de proporcionar una dosis de mantenimiento para mantener la supresion de CH50. La dosis de induccidon puede
seleccionarse entre aproximadamente 900 mg de eculizumab para sujetos que pesen 40 kg o mas, aproximadamente
600 mg de eculizumab para sujetos que pesen aproximadamente 30 kg a aproximadamente 40 kg, aproximadamente 600
mg de eculizumab para sujetos que pesen aproximadamente 20 kg a aproximadamente 30 kg, aproximadamente 600 mg
de eculizumab para sujetos que pesen aproximadamente 10 kg a aproximadamente 20 kg, aproximadamente 300 mg de
eculizumab para sujetos que pesen aproximadamente 5 kg a aproximadamente 10 kg.
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Ejemplos
Via clasica del complemento
Se encuentran depositos de complemento en las arteriolas renales en pacientes con la TMA asociada al HSCT

Para abordar nuestro concepto de lesidon vascular mediada por el complemento después de un HSCT, el Solicitante
examind muestras de tejido renal de pacientes después de un HSCT que desarrollaron HSCT-TMA y aquellos que no lo
hicieron. El Solicitante determiné que los pacientes con evidencia histolégica de HSCT-TMA tienen depdsitos importantes
de C4d en arteriolas renales que representan la lesion vascular mediada por el complemento clasico.

En resumen, se examinaron muestras de tejido renal de 20 pacientes con HSCT para detectar depdsitos del complemento
mediante tincién de C4d (Figura 3). Las muestras se dividieron en un grupo de TMA (n = 8) si tenian evidencia histoldgica
de TMA y un grupo de control de HSCT (n = 12) sin evidencia histolégica de TMA. La tincién de C4d se realizo en el
laboratorio de patologia clinica en CCHMC vy se calificé por dos patodlogos clinicos, cegados al diagnéstico patolégico
original de cada sujeto. La tincion de C4d se evalué en todos los compartimentos histoldgicos del rifion y se calificd como
difusa (> 50 %), focal (10-50 %) y rara (1-10 %) o negativa (0 %). La tincion arteriolar difusa de C4d fue predominante en
pacientes con TMA en comparacién con los controles (p = 0,004). La tincion de C4d de capilares peritubulares raros (PTC)
estuvo presente en la mitad de los sujetos con TMA y estuvo ausente en los controles. La tincion glomerular de C4d fue
comun e inespecifica en ambos grupos (p = 0,35). Se encontrd una rara tincién focal de la membrana basal tubular en un
tercio de los sujetos con TMA y estuvo ausente en los controles.

Tabla 1: tincion de C4d en diferentes compartimentos renales en pacientes con TMA asociada al HSCT

Grupo Arteriolas* PTC Glomérulo Membrana basal
TMA 6/8 (75 %) 4/8 (50 %) 5/8 (63 %) 3/8 (38 %)
Control de HSCT|1/12 (8 %) 0/12 (0 %) 10/12 (83 %) 0/12 (0 %)

*p = 0,004

Las unicas observaciones previas que examinaron los depdsitos de C4d en el rifion después del HSCT se informaron por
Mii y otros que concluyeron que la tincion positiva de Cd4 en los glomérulos renales después del HSCT es probable que
represente la enfermedad de injerto contra huésped (GVHD), pero este estudio no tuvo ningun grupo de control.

La tincion arterial de C4d no se informa en otros trastornos fuera de la observacion del Solicitante en la HSCT-TMA. Por
otro lado, la tincion capilar peritubular (PTC) para el C4d se correlaciona fuertemente con una peor supervivencia del
aloinjerto renal y probablemente refleja la presencia de anticuerpos anti-HLA especificos de donantes que fijan el
complemento. El C4d también se ha correlacionado con lesiones tisulares y peores resultados clinicos en receptores de
otros trasplantes de drganos sdlidos, incluidos aloinjertos de corazén, pancreas e higado, mientras que la tincion
glomerular se informa comunmente en enfermedades mediadas por el complemento conocidas y otras afecciones con
depdsito de inmunocomplejos, como nefritis IUpica.

Via del complemento terminal

Para abordar la posible participacion del complemento terminal en la patogénesis de la HSCT-TMA que respaldaria el
concepto de uso del bloqueador de complemento terminal eculizumab en la HSCT-TMA, el Solicitante examind la
activacion del complemento terminal mediante la medicién del sC5b-9 en el suero de pacientes con HSCT con y sin HSCT-
TMA. La prueba del sC5b-9 se realizé en el laboratorio de hematologia CCHMC mediante el uso de una metodologia
aprobada para pruebas clinicas de pacientes (laboratorio certificado CLIA).

Para medir la activacion del complemento terminal en pacientes con HSCT con TMA y pacientes con HSCT sin TMA se
us6 el inmunoensayo enzimatico (EIA) para el complejo de complemento terminal soluble SC5b-9 en plasma (normal <244
ng/ml). El sC5b-9 se genera mediante el ensamblaje de C5 a C9 como consecuencia de la activacion del sistema del
complemento por la via clasica, lectina o alternativa. El complejo de ataque de membrana (MAC), una forma de sC5b-9,
es un complejo estable que media el dafio irreversible de la membrana de la célula objetivo asociado con la activacion del
complemento. Los complejos que se forman en ausencia de una membrana objetivo se unen a las proteinas del suero
reguladoras que se producen naturalmente, por ejemplo, la proteina S formadora de complejos no citoliticos en plasma.
El sC5b-9 se midié en 37 pacientes con HSCT-TMA en el diagndstico de HSCT-TMA y 20 HSCT sin TMA en el dia 30 (+/-
3 dias) después del HSCT (tiempo de riesgo para desarrollar la HSCT-TMA) y mostro significativamente mas pacientes
con HSCT -TMA que tienen el sC5b-9 elevado (67 % frente a 20 %, p = 0,008) (Figura 4, A). También se comparé el
sC5b-9 en pacientes con TMA que murieron un afio después del trasplante con la HSCT-TMA activa frente a aquellos
pacientes con HSCT-TMA que sobrevivieron y mostraron que significativamente mas pacientes que murieron con la
HSCT-TMA activa tenian sC5b-9 elevado (94 % frente a 47 %, p=0,003) (Figura 4, B) y los niveles fueron mas altos en
aquellos que murieron de HSCT-TMA (289 ng/ml (intervalo 100-415) frente a 445 ng/ml (intervalo 174-971). Estos datos
demuestran que la activacion del complemento terminal contribuye al desarrollo de la HSCT-TMA y se asocia con un mal
resultado general después del HSCT.
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La activacion del complemento es una caracteristica de alto riesgo en la HSCT-TMA

Realizamos un estudio prospectivo en 100 pacientes pediatricos y adultos jévenes para examinar las caracteristicas de
riesgo de la HSCT-TMA con respecto a la activacion del sistema del complemento. Treinta y nueve sujetos (39 %)
cumplieron los criterios publicados para la HSCT-TMA. Los sujetos con HSCT-TMA tuvieron una mortalidad sin recaida
significativamente mayor (43,6 % versus 7,8 %, p <0,0001) a 1 afio después del HSCT en comparacién con aquellos sin
HSCT-TMA (Figura 1). Los niveles elevados de lactato deshidrogenasa (LDH), proteinuria en el analisis de orina de rutina
e hipertension fueron los primeros marcadores de la HSCT-TMA (Figura 5).

La proteinuria (> 30 mg/dL) y la evidencia de activacion terminal del complemento (sC5b-9 elevado) en la sangre en el
momento del diagnostico de la HSCT-TMA se asociaron con una supervivencia muy pobre (16 % al afio), mientras que
todos los sujetos con HSCT-TMA sin proteinuria y una concentracién normal de sC5b-9 en suero sobrevivieron (p <0,01).
En base a estas observaciones prospectivas, el Solicitante concluy6 que el 18 % de todos los pacientes trasplantados
presentaron la HSCT-TMA grave y la activacion del sistema del complemento que afecto su resultado.

Respuesta de la HSCT-TMA al eculizumab

En base a nuestro concepto que la activacion del complemento es responsable de la lesiéon vascular sistémica en
pacientes con HSCT-TMA, el Solicitante tratd un grupo piloto de pacientes con el eculizumab.

Todos los pacientes tratados tuvieron caracteristicas de la HSCT-TMA de alto riesgo, que incluye los niveles elevados de
sC5b-9 en suero en el diagndstico de la HSCT-TMA vy la afectacién multiorganica. Dado que no habia datos disponibles
sobre el uso del eculizumab en la poblacion de HSCT, el Solicitante planteé la hipétesis que el paciente con HSCT
probablemente requerira una dosis de medicamento diferente a la que se usa actualmente para las Unicas indicaciones
aprobadas actualmente de hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN) o aHUS. Se descarté un diagnoéstico de la TTP
antes de comenzar la terapia.

El Solicitante definié6 una respuesta al eculizumab mediante el uso de estos criterios: una respuesta hematoldgica al
eculizumab se defini6 como la normalizacion de la lactato deshidrogenasa (LDH), la resolucidon de la necesidad de
transfusiones de globulos rojos y plaquetas, y la desaparicion de los esquistocitos. Una respuesta completa se definio
como la normalizacion de los parametros hematoldgicos mencionados anteriormente combinada con una duplicacion de
la cistatina C-eGFR y la mejora de la proteinuria a valores por debajo del intervalo nefrético, segun lo definido por una
relacion aleatoria de proteina en orina a creatinina <2 mg/mg.

La plasmaféresis terapéutica se detuvo en todos los pacientes que recibieron antes de comenzar el eculizumab, para no
eliminar el medicamento. El Solicitante teorizé6 que los marcadores alternativos pueden ser indicativos de los niveles
sanguineos de eculizumab. La evaluacion diagndstica funcional del sistema de complemento incluyd, pero no se limité a,
mediciones de sC5b-9, CH50 y de autoanticuerpo factor H del complemento. Si bien las pruebas de nivel de eculizumab
en suero estaban disponibles clinicamente en el laboratorio Cambridge Biomedical, los resultados solo estaban
disponibles en el registro médico en 4-10 dias y no podian utilizarse para la evaluacion oportuna del nivel de farmacos
para una atencion clinica inmediata. Sin embargo, dicha prueba se us6 para una correlacion posterior con otros
marcadores.

En ausencia de datos en la poblacion de HSCT, propusimos alcanzar el nivel de eculizumab de al menos 99 ug/ml (en
base a la dosificacién en aHUS) o por encima para pacientes con HSCT tratados por la HSCT-TMA. Se disponia de datos
que un nivel mas alto de eculizumab en suero no presenta efectos secundarios adicionales. También, en ausencia de
mediciones de eculizumab en suero facilmente disponibles, optamos por identificar un marcador sustituto que se
correlacionara con un nivel de eculizumab > 99 pug/ml en el suero del paciente y tuviera un tiempo de respuesta mucho
mas rapido, util para el ajuste de la dosis del farmaco en tiempo real en la atencion clinica. La primera dosis de eculizumab
se administré en funcion del peso del paciente mediante el uso de la informacion del farmaco eculizumab.

Para examinar nuestro concepto de diferentes requisitos de dosificacion en la HSCT-TMA después del HSCT,
seleccionamos el seguimiento de la actividad hemolitica del complemento total (CH50) y correlacionarlo con los niveles
de eculizumab en suero y la respuesta clinica. Para los primeros 6 pacientes tratados inicialmente, el Solicitante midio el
CH50 antes de comenzar el eculizumab y diariamente a continuacion durante la terapia de induccion clinicamente
disponible mediante el uso del inmunoensayo enzimatico.

La actividad total del complemento hemolitico (CH50) se midié en suero durante la terapia con eculizumab como un
marcador farmacodinamico del bloqueo del complemento inducido por el eculizumab, en los mismos puntos de tiempo
que los niveles del farmaco eculizumab. Existen dos métodos principales para medir el CH50: un método de
inmunoensayo enzimatico y un método hemolitico mediante el uso de eritrocitos de oveja estandarizados, para medir el
CH50 y el Solicitante los examiné a ambos en los pacientes tratados con eculizumab.

El perfil farmacocinético del eculizumab se realiz6 en la Divisién de Farmacologia Clinica, del Centro Médico del Hospital
de Nifios de Cincinnati (CCHMC), y se describié mediante un modelo de un compartimento ya que las concentraciones
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de eculizumab mostraron una disminucidon exponencial con el tiempo. La constante de tasa de eliminacién (kel) y la
concentracién a 0 (CO) se estimaron mediante regresion lineal de minimos cuadrados de las concentraciones
transformadas logaritmicamente frente al tiempo en la fase logaritmica lineal del perfil de disposicién. El volumen aparente
de distribucion (Vd) se estimo en base a la Dosis/CO en el primer tratamiento. El aclaramiento sistémico aparente (CL) se
calculé mediante la formula; CL(L/h) = kel*Vd. Las concentraciones maximas de eculizumab en la n™ dosis (Cmax, n) S€
determinaron mediante la siguiente ecuacion: Cmax, n = Cminn-1 + Dosis/Vd. El andlisis de la curva de las caracteristicas
operativas del receptor (ROC) y el indice de Youden se usaron para encontrar el mejor valor de corte de CH50 que predijo
un nivel minimo terapéutico de eculizumab > 99 pg/ml.

Los niveles de eculizumab y del CH50 que se midieron en los mismos puntos de tiempo se correlacionaron fuertemente
entre si, ya que el nivel de eculizumab en suero disminuyd, el CH50 aumenté (Figura 6). Nuestra siguiente etapa en la
evaluacion farmacodinamica fue examinar el rendimiento diagndstico del nivel de CH50 para predecir una concentracion
de eculizumab > 99 pg/ml mediante el uso de 2 métodos estandar: método de inmunoensayo enzimatico y mediante el
uso de un método hemolitico mediante el uso de eritrocito de oveja estandarizado.

Método de inmunoensayo enzimatico (Figura 7):

Un nivel de CH50 medido por el método de inmunoensayo enzimatico de 0-3 unidades CAE correspondié con una
concentracién de eculizumab > 99 ug/ml (Figura 7). Por el contrario, en todos los puntos de tiempo de muestreo con un
recuento de CH50 de = 4 unidades CAE, las concentraciones de eculizumab de los pacientes estuvieron por debajo de
99 pg/ml (p = 0,0001). EI CH50 <3 unidades CAE correlacionadas con el eculizumab en suero de al menos 99 pg/ml o
mas (el nivel normal de CH50 por este método es de 60-144 CAE).

El inmunoensayo CH50 que se uso es el disponible en el Binding Site, www.thebindingsite.com, Ensayo CH50 (Método
EIA), Nimero de producto MKO095. El kit de prueba Complement Activation EIA (CAE) es un método novedoso para medir
la actividad del complemento clasico total. Este método usa un anticuerpo monoclonal conjugado con enzimas especifico
para el neoantigeno de las proteinas del complemento terminal. Los pocillos de microtitulaciéon estan recubiertos con un
activador del complemento en donde se agrega una dilucion unica del suero del paciente o suero de control. La via clasica
del complemento completo se activa y la cascada de C1q a C9 se forma dentro del pozo de la placa de microtitulacion. El
anticuerpo monoclonal conjugado con peroxidasa de rdbano picante se deja reaccionar con el neoantigeno resultante
unido a los pocillos de la placa. Después de la adicién de cromégeno, la cuantificacion se logra mediante la comparacion
de las absorbancias resultantes, medidas a 450 nm, con una referencia, y verificadas por dos controles.

Método Hemolitico

Después, el Solicitante tratd a otros doce pacientes con la HSCT-TMA de alto riesgo; los niveles de CH50 en estos
pacientes se determinaron mediante el uso del método hemolitico mediante el uso de eritrocitos de oveja estandarizados
(Figura 8). La Figura 8 muestra la correlacion del CH50 con la concentracién de eculizumab > 99 pg/ml mediante el uso
de un método hemolitico mediante el uso de eritrocitos de oveja estandarizados (n = 12). El nivel de CH50 de 0-15
unidades de CH50 correspondié con una concentracion de eculizumab > 99 pg/ml (Figura 8) durante toda la terapia (A) y
durante la primera y segunda dosis analizadas por separado (B). (El nivel normal de CH50 por este método es de 101-
300 unidades CH50).

El método hemolitico de CH50 es el siguiente:
Principio

El método tradicional para la determinaciéon de la actividad del complemento funcional es el ensayo hemolitico total
(CH50). Este ensayo mide la capacidad de la muestra de prueba para lisar el 50 % de una suspensién estandarizada de
eritrocitos de oveja recubiertos con anticuerpos anti-eritrocitos. Tanto la activacién clasica como los componentes del
complemento terminal se miden en esta reaccion.

Método

La prueba del complemento CH50 es un ensayo hemolitico mediante el uso de eritrocitos de oveja sensibilizados,
disponible de Diamedix Corporation. Las células son sensibilizadas por anticuerpos contra los eritrocitos de oveja, y se
forma un complejo antigeno-anticuerpo. Cuando se expone al complemento en suero humano, se producira la lisis de los
eritrocitos y se libera hemoglobina libre. El grado de lisis es proporcional a la concentracion de complemento total en el
suero humano. La hemodlisis resultante se lee a 415 nm y se compara con un suero de referencia de concentracion
conocida.

Requisitos de la muestra

El suero humano se almacena congelado a -20 °C para muestrear dentro de las 24 horas. No se utilizan muestras
hemolizadas. Durante la prueba, la muestra se descongela y se mezcla, luego se mantiene fria a 2-8 °C hasta su uso.
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Reactivos
Células Complementarias EZ (Diamedix Corporation, nimero de catalogo 789-001)

Suero de referencia de complemento EZ (EZ Complement Standard, Diamedix Corporation, niumero de catalogo 789-
006)

EZ Complement Low Control y EZ Complement High Control (Diamedix Corporation, niumeros de catalogo 789-008 y
789-009)

Requisitos de almacenamiento

Las Células del Complemento EZ deben almacenarse a una temperatura de 2 a 8 °C. Los controles y el suero de referencia
se almacenan a 0 °C a -20 °C. Los reactivos son estables hasta la fecha de vencimiento indicada en la caja.

Materiales y equipamiento

Pipetas

Soporte de tubos

Agitador vortice

Temporizador

Centrifuga

Lector de microplacas (415 nm)
Preparacion de la referencia y control de calidad
El suero de referencia y los materiales de control de calidad son suero humano liofilizado. Se reconstituyen antes de su
uso con 300 pl de agua destilada fria y se mezclan suavemente y se dejan permanecer a temperatura ambiente durante
cinco minutos. Los viales permanecen en hielo durante 10 minutos adicionales antes de usar. Una vez reconstituidos, se
prueban en 8 horas.

Procedimiento

1. Se preparan tantos tubos como pacientes haya, asi como uno para QC bajo y alto, Blanco (lisis espontanea) y
referencia (estandar).

2. Se permite que los tubos permanezcan a temperatura ambiente durante al menos 1 hora antes de comenzar la
prueba.

3. Prepare el QC y el suero de referencia como se indicé anteriormente.
4. Agite con vortice los tubos durante 10 segundos para resuspender las células.
5. Retire las tapas de todos los tubos.

6. Agregue 5 pl de muestra de paciente, los controles y el suero de referencia al tubo debidamente etiquetado, vuelva
a colocar la tapa y agite vigorosamente para mezclar.

7. Eltubo Blanco también debe mezclarse.

8. Permita que los tubos reposen a temperatura ambiente (18-30 °C) durante 1 hora.
9. Mezcle los tubos invirtiéndolos 3-4 veces.

10. Centrifugue los tubos durante 10 minutos a 1800 rpm.

11. Pipetee 200 pl de cada muestra por duplicado en una placa de 96 pocillos.

12.Leer a 415 nm.
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Validacién

La absorbancia del Blanco (lisis espontanea) debe ser menor que 0,150. Los valores de control de calidad deben estar
dentro del intervalo esperado.

Analisis

La absorbancia del tubo Blanco se restara de las absorbancias de las muestras de prueba para corregir el grado de lisis
espontanea que puede ocurrir en las muestras de prueba.

Los resultados se calculan mediante el uso de la siguiente férmula para obtener unidades CH50:
Absorbancia de la muestra X Valor CH50 = Valor CH50 de la muestra
Absorbancia de referencia

Control de calidad

Hay dos niveles de control de calidad que se proveen con el kit.

Documentacién de los datos de control de calidad:

Se usa una hoja de trabajo para cada ejecucién para documentar el control de calidad, el numero de lote del kit y la fecha
de vencimiento. Los intervalos de cada control estan disponibles para su revision en la hoja de trabajo. El sistema de
informes de laboratorio de Cerner se usa para informar el control de calidad y los resultados de los pacientes para cada
ensayo realizado.

Intervalo de referencia
Ausente o bajo 0-100
Normal 101 - 300
Alto >301
Formato de informe Los resultados se informan en unidades CH50. La prueba es lineal de cero a 400 unidades CH50.
Intervalo de medicién

Los estudios de linealidad mostraron que el ensayo es lineal a 400 unidades CH50 en comparacién con el material
"estandar de oro".

En sumario, el nivel de CH50 adecuadamente suprimido para uso clinico estara por debajo de 4 CAE si se mide por el
método de inmunoensayo enzimatico y por debajo de 15 unidades de CH50 si se mide por el método hemolitico mediante
el uso de eritrocitos de oveja estandarizados. Estos niveles se denominaran "CH50 adecuadamente suprimido en el
esquema de optimizacion de dosificacion de eculizumab”.

El Solicitante publico inicialmente hallazgos en seis nifios que se trataron por la HSCT-TMA con eculizumab mediante el
uso de modificaciones de dosis en base a la farmacocinética del farmaco. La actividad del complemento hemolitico total
(CH50) se midi6 como un punto final farmacodinamico al mismo tiempo que los niveles de eculizumab. Cuatro de seis
nifios tuvieron resolucion de la HSCT-TMA una vez que se lograron los niveles terapéuticos de eculizumab y se logro el
bloqueo completo del complemento. Dos pacientes no lograron alcanzar los niveles terapéuticos de eculizumab, incluso
después del aumento de la dosis, y posteriormente murieron. El bloqueo del complemento, medido por el CH50, se
correlaciond con los niveles terapéuticos del eculizumab y la respuesta clinica.

Los seis pacientes consecutivos con la HSCT-TMA grave que se trataron con el eculizumab (Alexion, CT, EE. UU.) en el
Centro Médico del Hospital Infantil de Cincinnati (CCHMC) entre enero de 2012 y mayo de 2013 se incluyeron inicialmente
en el analisis. La Junta de Revision Institucional aprobd la revision de la tabla retrospectiva. La demografia del paciente,
las caracteristicas de la terapia y las complicaciones del HSCT se extrajeron del registro médico. La HSCT-TMA se
diagnosticé mediante el uso de los criterios diagnésticos actuales e incluy6 una elevacion de la lactato deshidrogenasa
(LDH) por encima de lo normal para la edad, la haptoglobina por debajo del limite inferior de lo normal, los esquistocitos
en frotis de sangre periférica, anemia, trombocitopenia, una prueba de Coombs negativa y lesién renal aguda que se
define como una duplicacion de la creatinina en suero o una disminucion del 50 % en la tasa de filtracion glomerular de
cistatina C estimada (eGFR, normal 80-120 ml/min) de la referencia de pre-HSCT de cada sujeto. La proteinuria se
identifico mediante el uso de una relacion aleatoria de proteina en orina a creatinina (normal <0,2 mg/mg, intervalo
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nefrético > 2 mg/mg). Los resultados de la biopsia renal, si estan disponibles, se revisaron para determinar la histologia
de la TMA. El tutor legal de cada sujeto firmé el consentimiento informado para el tratamiento con eculizumab.

Tratamiento y seguimiento del eculizumab

El intercambio de plasma terapéutico (TPE) se detuvo en pacientes que lo recibieron antes de comenzar a usar el
eculizumab para no eliminar el farmaco, ya que el TPE elimina el medicamento. La primera dosis de eculizumab se
administr6é de acuerdo con las recomendaciones para nifios con sindrome urémico hemolitico atipico (aHUS) (Tabla 2).
El eculizumab se infundio a través del acceso venoso central durante 30-60 minutos. Debido a que los receptores de los
HSCT inmunocomprometidos no responden a la vacunacion meningocécica, todos los pacientes se mantuvieron con
profilaxis con ciprofloxacina o penicilina VK hasta que se eliminé el eculizumab y se normalizaron los niveles de CH50.
Los niveles de eculizumab en suero se analizaron al menos dos veces por semana después de cada dosis, que incluye
un nivel minimo antes de cada dosis. Los niveles del farmaco de eculizumab se realizaron en Cambridge Biomedical, Inc.
(Boston, MA) como prueba clinica y una concentracion minima > 99 ug/mL se considero6 terapéutica. Los niveles se
informaron con un tiempo de respuesta de 4 a 10 dias y, a menudo, no estaban disponibles de inmediato, por lo que el
ajuste de la dosis varié de la siguiente manera: si se informé un nivel minimo antes de la siguiente dosis semanal y fue
terapéutico, la dosis se administré de acuerdo con el esquema de la Figura 10. Si el paciente debia recibir la siguiente
dosis semanal y se informaba la concentracion minima de eculizumab y se encontraba por debajo del nivel terapéutico,
la dosis posterior se aumentara en 300 mg/dosis. Si se informé un resultado por debajo del nivel terapéutico 4-5 dias
después de la dosis anterior, se administrara una dosis adicional entre semana. Si los resultados no estaban disponibles
para el ajuste de la dosis, la misma dosis de induccién de eculizumab se continué semanalmente hasta que se
documentara que la concentracion minima de eculizumab estaba por encima del nivel terapéutico.

La terapia de induccion continué hasta que los pacientes lograron una respuesta hematoldgica y documentaron niveles
terapéuticos de eculizumab, en cuyo punto se inici6 un programa de mantenimiento (Figura 10). Los pacientes tuvieron
que demostrar una normalizacién de los parametros hematolégicos y una mejora en los pardmetros renales para
considerar suspender el eculizumab.

Resultados

Los seis pacientes informaron inicialmente complicaciones significativas relacionadas con la HSCT-TMA. Los pacientes
cinco y seis estaban gravemente enfermos con insuficiencia organica multisistémica antes del inicio del eculizumab.

La mediana de la edad del paciente fue de 5 afios (intervalo 2,4-10,9 afios). La HSCT-TMA se diagnostico dentro de los
100 dias (intervalo 6-69 dias) del trasplante en cinco pacientes. Un paciente se diagnostico un afio después del trasplante
después de presentar la HSCT-TMA aguda e insuficiencia renal que requirié hemodialisis. En el momento del diagnéstico
de la HSCT-TMA, todos los pacientes tenian insuficiencia renal con una mediana de cistatina C-eGFR en suero de 18,5
ml/min (intervalo 15-48 mi/min) y proteinuria de intervalo nefrético con una mediana de proporcion de proteina en orina al
azar/creatinina de 11 mg/mg (intervalo 4,5-81,6 mg/mg). Dos pacientes requirieron terapia de reemplazo renal. Todos los
pacientes tenian hipertension grave que requeria de seis a nueve medicamentos antihipertensivos al inicio de la terapia
con eculizumab. El nivel de actividad de la ADAMTS13 fue normal (> 67 %) en todos los pacientes, lo que descarto la
TTP.

La actividad del complejo del complemento terminal (sC5b-9) se elevd en cuatro de los cinco pacientes evaluados. El
paciente con un nivel normal de sC5b-9 estaba recibiendo intercambio plasmatico terapéutico (TPE) cuando se obtuvo la
muestra de sangre y se demostro que tenia el sC5b-9 elevado en la muestra que estaba en el depdsito mientras no estaba
en TPE. El autoanticuerpo CFH no se detectd en ninguno de los pacientes. Dos pacientes disminuyeron los niveles de
C4, y uno disminuy® los niveles de CFH. Todos los pacientes tuvieron la proteina CFHR1 detectable, lo que descarta una
eliminacion homocigética del CFHR3-CFHR1. Uno de los tres pacientes evaluados tuvo una eliminacion heterocigética
del CFHR3-CFHR1. La biopsia renal que se realiz6 en el paciente dos mostré la TMA grave con tincion difusa de C4d en
las arteriolas afectadas. El paciente seis tenia la TMA renal confirmada en la autopsia.

Respuesta clinica al eculizumab

Los pacientes 1-4 tuvieron respuestas clinicas completas al eculizumab después de alcanzar los niveles terapéuticos de
eculizumab. Se requirid6 una mediana de 7 dosis (intervalo 4-13 dosis) de eculizumab para resolver la HSCT-TMA. Se
observé una respuesta hematoldgica a una mediana de 28,5 dias (intervalo 15-45 dias) después del inicio del eculizumab.
Todos los que respondieron tuvieron una mejora dramatica en la hipertension con una reducciéon en el numero de
medicamentos antihipertensivos de 6-9 al comienzo de la terapia con eculizumab a 0-2 medicamentos al finalizar la terapia
con eculizumab. La mediana del tiempo para la respuesta completa de todos los parametros de la HSCT-TMA, que incluye
la duplicacion de la cistatina C-eGFR y la mejora de la proteinuria por debajo de 2 mg/mg fue de 69,5 dias (intervalo 29-
141 dias) después del inicio de eculizumab. Todos los respondedores estan actualmente bien en una mediana de 38,5
semanas (intervalo 29-63 semanas) posterior a la HSCT-TMA. Los pacientes uno y cuatro recuperaron completamente la
funcioén renal como lo demuestra la cistatina C-eGFR normal > 100 mi/min y la ausencia de proteinuria e hipertension. Los
pacientes dos y tres, que tuvieron una lesion renal grave prolongada debido a la HSCT-TMA al comienzo de la terapia
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con eculizumab, permanecen con la enfermedad renal crénica y una cistatina C-eGFR <50 ml/min, pero estan fuera de la
hemodidlisis y normotensos con la terapia con losartan.

Los pacientes cinco y seis murieron con insuficiencia organica multisistémica y HSCT-TMA activa a pesar de la terapia
con eculizumab. Ambos pacientes estaban gravemente enfermos con dafio renal grave al momento de comenzar la
terapia con eculizumab y ninguno logré niveles minimos terapéuticos sostenidos de eculizumab ni bloqueo del
complemento, que se midié por CH50 (ver mas abajo). Los seis pacientes toleraron la terapia con eculizumab sin efectos
secundarios o reacciones atribuibles, y no hubo infecciones meningocécicas u otras infecciones bacterianas.

Farmacocinética del eculizumab

En la Figura 9 se muestran muestras representativas de la dosis y los niveles de eculizumab durante las primeras tres
semanas de tratamiento. En general, cuatro de seis pacientes tuvieron niveles de eculizumab por debajo del nivel
terapéutico después de la primera dosis. Notablemente, la primera dosis de eculizumab para el paciente tres fue mayor
(600 mg) que la recomendada (300 mg) para su peso de 9 kg, lo que produjo un nivel terapéutico después de la primera
dosis. Los niveles minimos terapéuticos de eculizumab> 99 ug/ml finalmente se lograron en los cuatro respondedores
(pacientes uno a cuatro) mediante el uso de dosis adicionales o dosis que fueron mas altas que las recomendadas
actualmente. Los niveles minimos de eculizumab permanecieron por debajo del nivel terapéutico en los dos casos que no
respondieron (pacientes cinco y seis). El paciente cinco no alcanzé un nivel minimo terapéutico durante las cinco semanas
de tratamiento, a pesar del aumento significativo de la dosis a 900 mg dos veces por semana, comenzando el dia 24 del
tratamiento. El paciente seis recibié dos dosis de induccion semanales de 900 mg, de acuerdo con lo recomendado para
su peso, antes de morir sin alcanzar los niveles terapéuticos de eculizumab. En ambos pacientes que no respondieron, el
nivel de eculizumab estuvo por debajo del terapéutico tres dias después de la primera dosis, pero los resultados de
concentracion de eculizumab en suero estaban pendientes, por lo que la dosificacion no pudo ajustarse de manera
oportuna. Las constantes de la tasa de eliminacion y el aclaramiento sistémico del eculizumab mostraron una variabilidad
significativa entre los pacientes, con un aclaramiento mas rapido en los pacientes cinco y seis que estaban mas enfermos
al momento del tratamiento, y quizas mas catabdlicos que los pacientes que respondieron (datos no mostrados).

Relacion entre los niveles de eculizumab y de CH50

Los niveles de eculizumab y CH50 se midieron en los mismos puntos de tiempo y se correlacionaron fuertemente entre
si (Figura 6-7). Especificamente, un recuento de CH50 de 0-3 unidades CAE correspondié a una concentracion de
eculizumab > 99 pg/ml, excepto por una medicion del paciente seis, que se extrajo durante una fase de eliminacién
extremadamente rapida en la primera semana. Por el contrario, en todos los puntos de tiempo de muestreo con un
recuento de CH50 de =4 unidades CAE, las concentraciones de eculizumab de los pacientes estuvieron por debajo del
nivel terapéutico a <99 pg/ml (p = 0,0001).

El bloqueo completo de la actividad del complemento (CH50 <3 unidades CAE) se logré en los cuatro respondedores
(pacientes uno a cuatro) después de la segunda dosis de terapia. El bloqueo del complemento fue incompleto en los dos
casos que no respondieron (pacientes cinco y seis).

Hasta la fecha, el Solicitante receté eculizumab a 18 pacientes con HSCT-TMA de alto riesgo (edad 2,4-30 afios); 3
pacientes siguen recibiendo terapia. De los otros 15 pacientes, 10 pacientes (66,7 %) pudieron resolver la HSCT-TMA y
5 murieron por complicaciones del HSCT con HSCT-TMA activa. Esta cohorte de pacientes extendida respalda la
observacion inicial que los pacientes con HSCT requieren una dosis farmacodinamica de bloqueo del complemento para
mantener los niveles terapéuticos estables y todos los pacientes requieren una dosis de eculizumab mas intensa que la
recomendada para otras enfermedades. El nivel de CH50 es una prueba de laboratorio muy precisa y rapida para optimizar
la dosificacion del eculizumab y las mediciones de sC5b-9 indican cuando debe esperarse una respuesta clinica. Todos
los pacientes que murieron con HSCT-TMA activa no pudieron lograr la dosificacion terapéutica de eculizumab incluso
con el aumento de la dosis. La tasa de respuesta global a la terapia se mantiene en 66,7 % en esta cohorte extendida de
pacientes. Es de destacar que uno de los pacientes actualmente en tratamiento ha logrado la normalizacion de sC5b-9
con una dosis personalizada de eculizumab, pero permanece con signos hematolégicos y renales activos de HSCT-TMA
y tiene un nivel elevado de C3a. Esto demuestra que algunos pacientes pueden requerir un bloqueo del complemento
mas alto en la cascada del complemento (es decir, a nivel de C3) con futuros agentes ademas de o en lugar del
eculizumab.

Discusion

El Solicitante informa el uso del inhibidor del complemento terminal, eculizumab, en el tratamiento de la HSCT-TMA grave.
El Solicitante observéd que 66,7% de los pacientes tuvieron una resolucion completa de la HSCT-TMA grave después de
alcanzar los niveles terapéuticos de eculizumab. En el estudio prospectivo de HSCT-TMA del Solicitante, la supervivencia
de dichos pacientes con HSCT-TMA de alto riesgo fue de 20% sin terapia de bloqueo del complemento. Los pacientes
que no respondieron fallecieron sin alcanzar los niveles terapéuticos del farmaco o el bloqueo del complemento, a pesar
del aumento de la dosis. Todos los pacientes con HSCT-TMA requirieron dosis mas altas de eculizumab y/o
administraciones mas frecuentes para alcanzar y mantener los niveles terapéuticos de eculizumab en comparacion con
el régimen de dosificacion actualmente recomendado para pacientes con aHUS. Una terapia mas temprana o mas
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agresiva, mediante el uso de un aumento oportuno de la dosis puede permitir que el tratamiento sea mas efectivo para
los pacientes que no responden. Es importante destacar que el Solicitante observé que la respuesta clinica y los niveles
de eculizumab se correlacionaron bien con la actividad total del complemento (CH50), un marcador farmacodinamico de
bloqueo del complemento que se mide facilmente. La medicion de la concentracion de eculizumab en suero no esta
ampliamente disponible y los resultados pueden tardar > 1 semana en regresar. Por lo tanto, la prueba de CH50 ofrece
una evaluaciéon mas rapida del bloqueo del complemento y la correlacién con el nivel terapéutico de eculizumab, lo que
permite ajustes practicos de la dosis de manera mas oportuna.

La farmacocinética del eculizumab se analiz6é en base a un modelo de un compartimento. Sin embargo, la constante de
la tasa de eliminacién no fue constante después de cada tratamiento, sino que disminuyd con el tiempo y se estabilizo a
medida que disminuia la pendiente de las concentraciones de eculizumab transformadas logaritmicamente, que se hizo
mas superficial después de mudltiples tratamientos. Trece de 18 pacientes (72 %) mostraron concentraciones de
eculizumab <99 pg/ml 3-4 dias después de la primera dosis de eculizumab. La supresion de CH50 fue inadecuada y se
asocié con un nivel por debajo del nivel terapéutico de eculizumab de <99 pg/ml, lo que identifica la necesidad de
tratamiento adicional en estos pacientes. Por el contrario, una supresion adecuada de CH50 se correlacion6 fuertemente
con un nivel terapéutico de eculizumab > 99 pg/ml y una respuesta clinica, lo que indica un bloqueo exitoso del
complemento y una dosificacién adecuada del farmaco.

El estudio del Solicitante proporciona datos importantes sobre el tiempo de respuesta clinica al eculizumab en pacientes
con HSCT-TMA. La respuesta mas rapida y completa se logré en pacientes que comenzaron la terapia con eculizumab
inmediatamente después del diagnostico de HSCT-TMA y lograron niveles terapéuticos estables de eculizumab. Sin
embargo, pudimos lograr una respuesta hematoldgica y un control de la hipertension incluso en pacientes con un curso
prolongado de HSCT-TMA que habia sido refractario al intercambio terapéutico de plasma. En casos con HSCT-TMA
prolongada antes de la terapia con eculizumab, la recuperacion renal fue incompleta y el tiempo de recuperacion fue mas
largo, lo que sugiere que el uso temprano de eculizumab puede maximizar el beneficio en casos de HSCT-TMA grave.

Con base en nuestras observaciones, se pueden utilizar al menos cuatro a seis semanas de terapia con un nivel minimo
de eculizumab terapéutico documentado o un bloqueo adecuado del complemento documentado por un nivel indetectable
de CH50 antes de que se considere que un paciente no responde. Si se determina que un paciente es un eliminador
rapido después de la primera dosis (es decir, 3-4 dias después del inicio de la terapia), se debe considerar una dosis de
induccion de eculizumab adicional para lograr un nivel minimo terapéutico lo mas rapido posible. Otra opcidn es aumentar
la primera dosis de eculizumab en 300 mg por encima de la actual se recomienda la primera dosis de induccion,
especialmente en pacientes criticos que pueden ser altamente catabdlicos. Mientras que los pacientes con hemoglobinuria
paroxistica nocturna (HPN) y aHUS a menudo se comprometen a una terapia de por vida con eculizumab, el Solicitante
pudo suspender la terapia con eculizumab en todos los respondedores después de lograr una respuesta hematoldgica y
renal. El curso exitoso mas corto fue de 4 semanas y la terapia mas larga fue de 15 semanas. No hubo recurrencias de
HSCT-TMA en respondedores después de suspender la terapia.

Todos los pacientes que se evaluaron en la cohorte tuvieron niveles elevados de sC5b-9, lo que documenta una via de
complemento terminal activada. Recientemente demostramos que tanto la desregulacién de la via alternativa como la
clasica se pueden observar en la HSCT-TMA. Afortunadamente, el complemento que se activa por la via alternativa o
clasica puede bloquearse por el bloqueador terminal del complemento eculizumab, lo que convierte a este medicamento
en una terapia apropiada independientemente de la via del complemento involucrada en la patogénesis de la HSCT-TMA.
En conclusion, el eculizumab es una opcidn terapéutica prometedora para pacientes con HSCT-TMA que tienen un alto
riesgo de muerte. El inicio temprano de la terapia puede prevenir el dafo irreversible de los 6rganos y la toxicidad es baja.
La dosificacion de eculizumab en pacientes con HSCT-TMA debe guiarse por pruebas farmacocinéticas o
farmacodinamicas, y deben explorarse esquemas de dosificacion mas agresivos en los pacientes mas enfermos y
catabolicos. EI CH50 sirve como un marcador farmacodinamico preciso y facilmente disponible del bloqueo del
complemento, lo que permite un ajuste rapido de la dosis, tal vez sin necesidad de seguir el nivel del farmaco.
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REIVINDICACIONES

Un anticuerpo monoclonal humanizado capaz de inhibir el complemento terminal para usar en el tratamiento de la
microangiopatia trombética asociada al trasplante de células madre hematopoyéticas (HSCT) (HSCT-TMA) en un
sujeto que se ha sometido a un trasplante de médula ésea, en donde dicho tratamiento comprende administrar
dicho anticuerpo monoclonal humanizado a dicho sujeto, en donde dicho anticuerpo monoclonal humanizado es
el eculizumab y se administra de una manera suficiente para alcanzar un nivel terapéutico de eculizumab en dicho
sujeto, en donde dicho nivel terapéutico comprende un nivel minimo de eculizumab en suero sanguineo mayor que
o al menos de 99 pg/ml.

El anticuerpo monoclonal humanizado para usar de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicha etapa de
administracion se repite todos los dias, o cada dos dias, o cada tres dias hasta que se alcance un nivel minimo de
eculizumab en suero sanguineo mayor que o al menos de 99 pg/ml en dicho sujeto.

El anticuerpo monoclonal humanizado para usar de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, en donde la
administracion de eculizumab comprende al menos dos dosis, o al menos tres dosis, o al menos cuatro dosis, 0
mas de cuatro dosis.

El anticuerpo monoclonal humanizado para usar de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, en donde dicha
etapa de administracion se realiza durante un periodo de tiempo suficiente para lograr una respuesta hematolégica
favorable, en donde una respuesta hematoldgica favorable comprende la resolucion de marcadores hematoldgicos
de la TMA, preferentemente en donde dicha etapa de administracion se realiza durante un periodo de tiempo
suficiente para lograr una respuesta completa, en donde dicha respuesta completa comprende la normalizacion
de los parametros hematoldgicos de dicho sujeto, preferentemente en donde una respuesta hematolégica
favorable comprende una o mas de la normalizaciéon de la lactato deshidrogenasa (LDH), la resolucion de la
necesidad de transfusiones de glébulos rojos y plaquetas, y la desaparicion de esquistocitos.

El anticuerpo monoclonal humanizado para usar de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en donde dicha
etapa de administracion se realiza durante un periodo de tiempo suficiente para lograr una respuesta completa, en
donde dicha respuesta completa comprende la normalizacion de los parametros hematoldgicos de dicho sujeto,
una respuesta renal medida como una duplicacion de la tasa de filtracion glomerular estimada en cistatina C
(eGFR) y la mejora de la proteinuria a valores por debajo del rango nefrético segun lo definido por la relacion
aleatoria de proteina en orina a creatinina por debajo de 2 mg/mg.
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Figura 1
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Figura 5
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Figura 7
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Figura 10
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| Continuar con el programa de dosificacién actual hasta que se resuelvan los signos hematolégicos de la TMA

| Avance a la dosis de mantenimie:to y continde con el tratamiento 3-4 con CH50 <10 % normal
| Detener eculizu:ab y monitorear los sintomas de la TMA
8 Peso del paciente Dosis de induccion Dosis de mantenimiento

40 kg y mas 900 mg 1200 mg cada 2 semanas
30 kg a menos de 40 kg 600 mg SO0 mg cada 2 semanas
20 kg a menos de 30 kg 600 mg 600 mg cada 2 semanas
10 kg a menos de 20 kg 600 mg 300 mg cada 2 semanas
5 kg a menos de 10 kg 300 mg 300 mg cada 2 semanas

*la supresion adecuada de CH50 es 0-3 por la prueba de inmunoensayo enzimatico o 0-15 por la prueba de hemdlisis.

NOTA: Si el paciente recibe un intercambio terapéutico de plasma (TPE), este procedimiento debe interrumpirse antes de
comenzar la terapia con eculizumab para no eliminar el medicamento de la sangre.
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