ES 2898 424 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 898 424
Eint. a1

GO1N 33/58 (2006.01)
A61K 31/557 (2006.01)
GO1N 33/68 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 22.03.2016 ~ PCT/EP2016/056236
Fecha y numero de publicacién internacional: 06.10.2016 WO016156107

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  22.03.2016 E 16715801 (3)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 22.09.2021  EP 3278112

Tl'tulo: Una composicidon que comprende prostaciclina o sus andlogos para tratamiento de
pacientes criticamente enfermos de modo agudo

Prioridad: @ Titular/es:

29.03.2015 DK 201500197 ENDOTHEL PHARMA APS (100.0%)

15.06.2015 DK 201500342 c/o Brinkmann Kronborg Henriksen Amaliegade 15
Fecha de publicacién y mencién en BOPI de la 1256 Copenhagen K, DK

traduccion de la patente:

07.03.2022 @ Inventor/es:

OSTROWSKI, SISSE RYE y
JOHANSSON, PAR INGEMAR

Agente/Representante:
SAEZ MAESO, Ana

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 898 424 T3

DESCRIPCION

Una composiciéon que comprende prostaciclina o sus analogos para tratamiento de pacientes criticamente enfermos
de modo agudo

Campo

La presente invencion se refiere a usos novedosos de prostaciclina y sus analogos, para el tratamiento de pacientes
que sufren de enfermedad critica aguda. La invencion se refiere también a un método para la identificacion de
pacientes con una entidad de enfermedad recientemente identificada, con objeto de iniciar el tratamiento tan pronto
como sea posible, prehospitalario asi como intrahospitalario, después del golpe dafiino.

Antecedente

La enfermedad critica aguda tal como trauma, sepsis y paro cardiaco resucitado afecta a millones de personas a nivel
mundial anualmente, con un incremento proyectado de 40 % en muertes a nivel global, debidas a lesiones en el
periodo de 2002 a 2030. Aproximadamente un cuarto de los pacientes criticamente enfermos de modo agudo
desarrolla aberraciones homeostaticas severas, dando como resultado alteracion en la habilidad de coagulacion
(coagulopatia); teniendo tales pacientes criticamente enfermos de modo agudo con coagulopatia, ratas de mortalidad
3-4 veces mas altas comparadas con sus contrapartes no coagulopaticos (40-50 % vs. 10-15 %). De manera
importante, aparte de la mortalidad temprana relacionada con exsanguinacion, pacientes criticamente enfermos de
modo agudo con coagulopatia tienen un riesgo incrementado en varias veces de desarrollar y morir de falla multiple
de organo en los dias y semanas que siguen al golpe dafiino. Lamentablemente, el resultado para pacientes
criticamente enfermos de modo agudo con coagulopatia ha permanecido inalterado desde los afios 1970s, a pesar de
una mejora general en las capacidades de cuidado intensivo, apuntando hacia una falta de identificacion del(los)
mecanismo(s) patofisioldgico(s) responsable(s) por el pobre resultado [Artenstein et al 2013; Marshall 2014].
Actualmente, no se registran farmacos/agentes farmacolégicos o intervenciones terapéuticas para tratar de manera
especifica la coagulopatia en pacientes criticamente enfermos de modo agudo.

La falla microcirculatoria es un distintivo de enfermedad critica aguda, que es causado por numerosos golpes dafiinos
al sistema vascular, incluyendo el endotelio, es decir, la capa individual de células que se alinea en el interior de todos
los vasos sanguineos en el cuerpo. Aunque hay un consenso emergente de que el dafio del endotelio es un factor
contribuyente critico al desarrollo de la falla de 6rgano y al pobre resultado en pacientes criticamente enfermos de
modo agudo [Opal y van der Poll 2015], actualmente no hay registro de farmacos o terapias para tratar especificamente
el dafio del endotelio en pacientes criticamente enfermos de modo agudo. Asi, existe una necesidad no satisfecha
urgente por pruebas de diagndstico e intervenciones terapéuticas capaces de devolver y tratar los cambios dafinos
observados en el sistema vascular, incluyendo el endotelio, en pacientes criticamente enfermos de modo agudo
[Marshall 2014; Simmons y Pittet 2015].

El endotelio

El endotelio es la capa delgada colectiva de células (células endoteliales) que se alinea en el interior de todos los
vasos sanguineos y linfaticos, a lo largo del cuerpo. Es uno de los "érganos" mas grandes en el cuerpo humano, que
tiene un peso total de aproximadamente 1 kg y cubre un area de superficie total de aproximadamente 4-7,000 m?. La
superficie luminal de las células endoteliales esta cubierta por una capa superficial rica en carbohidratos, cargada
negativamente con espesor de 0.2-1.0 ym, el glicocalix endotelial, que también representa una estructura grande en
el sistema vascular, conteniendo un volumen fijo de plasma no circulante de aproximadamente 1 litro en adultos,
correspondiendo a un tercio del volumen de plasma intravascular. El glicocalix suministra al endotelio una superficie
antiadhesiva y anticoagulante que protege las células endoteliales y mantiene la funcidon de barrera vascular. El
glicocalix es una estructura similar a la malla, que comprende moléculas con armazon de proteoglicano y glicoproteina,
que aglutina e incorpora diferentes moléculas solubles derivadas del plasma y endotelio, con las mas altas cantidades
de constituyentes derivados de plasma hacia la superficie luminal.

El endotelio esta involucrado de manera critica en el mantenimiento de la delicada homeostasis entre la sangre
circulante y todos los érganos vitales. Al atravesar todos y cada uno los drganos en el cuerpo, el endotelio es crucial
en el mantenimiento de la homeostasis entre la sangre circulante y todos los érganos vitales y células en el cuerpo vy,
por ello, el dafio al endotelio es un factor clave del pobre resultado observado en pacientes criticamente enfermos de
modo agudo. El endotelio controla el balance vasomotor, la integridad vascular, la adhesion y trafico de células
sanguineas, la vigilancia inmune, inflamacién y angiogénesis, y es instrumental para el balance de la hemostasis a
través de su liberacion, expresion y soporte de sistemas y elementos que promueven o inhiben la hemostasis.

En un estado saludable, el endotelio esta anticoagulado por constituyentes del glicocalix y las células endoteliales en
si mismas. Por dafio endotelial, estos constituyentes son liberados al flujo de sangre, mientras retienen sus efectos
anticoagulantes, contribuyendo de esa forma a la coagulopatia de enfermedad critica aguda. Al mismo tiempo, el
endotelio dafiado se torna protrombético y desencadena la formacion de trombosis microvascular, dando como
resultado alteracion en la entrega de oxigeno a los tejidos, falla de érgano y finalmente la muerte [Johansson y
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Ostrowski 2010]. Ademas, el dafo endotelial interrumpe las uniones cefidas intercelulares responsables del
mantenimiento de la funcion de barrera endotelial entre el flujo sanguineo y los tejidos. Esto da como resultado fuga
capilar, que ademas conduce a hipotension y privacion de oxigeno, y por ello contribuye directamente a falla multiple
de dérganos y la muerte [Opal y van der Poll 2015].

Hasta ahora, la mayoria de investigacion sobre pacientes criticamente enfermos de modo agudo con coagulopatia ha
estado limitada al estudio de los factores circulantes de rutas individuales tales como los sistemas de coagulacion,
complemento e inflamatorio, medidos faciimente en el plasma de pacientes. Sin embargo, reconociendo que el plasma
circulante es solo una parte del sistema vascular complejo, que incluye las células sanguineas (plaquetas, leucocitos
células rojas de la sangre), microparticulas y todos los vasos que contiene la sangre, los inventores tienen como
hipétesis que las aberraciones observadas de plasma reflejan una respuesta universal, desarrollada con la evolucion,
a la enfermedad critica aguda, que esta asociada con cambios concurrentes en el endotelio vascular y las células
sanguineas circulantes [Johansson y Ostrowski 2010].

Prostaciclina

La prostaciclina es una prostaglandina de ocurrencia natural liberada por células endoteliales saludables. En humanos,
la generacion de prostaciclina por el endotelio vascular es de aproximadamente 0.08-0.10 ng/kg/min con una
concentracion maxima de 3.4 pg/l en la circulacion [Davies y Hagen 1993]. La prostaciclina ejecuta su funcion a través
de una cascada de sefializacion paracrina que involucra receptores acoplados con la proteina G (GPCR) sobre células
endoteliales cercanas y plaquetas.

Las dos acciones farmacoldgicas principales de prostaciclina y sus analogos son vasodilatacion e inhibicion de la
agregacion de plaquetas, lo cual se refleja por las indicaciones médicas actuales para los analogos de prostaciclina
[incluyendo, pero sin limitarse a, lloprost, Epoprostenol, Epoprostenol sodio, treprostenil sodio, selexipag, Beraprost,
etc. administrados por via intravenosa (i.v.), subcutanea (s.c.) u oral (p.o.)]:

1) hipertension pulmonar primaria (pacientes de clase IlI-IV NYHA)

2) hipertension pulmonar secundaria (pacientes de clase l1I-IV NYHA con el espectro de escleroderma de enfermedad,
quienes no responden adecuadamente a terapia convencional)

3) anticoagulacion durante hemodialisis o terapia de reemplazo renal cuando esta contraindicada la heparina

4) enfermedad arterial periférica con riesgo inminente de amputacion, cuando el tratamiento quirdrgico y angioplastia
no son posibles

5) trombangitis obliterans progresiva (mb. Burger) con isquemia limbica critica cuando no es posible el tratamiento
quirargico y angioplastia.

Un estudio en voluntarios humanos reporté que la prostaciclina, en dosis menores de 8 ng/kg/min, no tuvo efecto
significativo sobre la presidon sanguinea sistolica o diastdlica, mientras una dosis de 8 ng/kg/min redujo la presion
sanguinea diastdlica. El estudio no encontro efecto sobre la presion sanguinea sistolica en dosis de hasta 16 ng/kg/min
[O'Grady et al 1980]. Sin embargo, varios estudios han reportado que la prostaciclina, en dosis de 5-10 ng/kg/min, baja
la presion sanguinea sistélica de manera dependiente con la dosis en pacientes criticamente enfermos de modo agudo
[Bihari et al 1987; Radermacher et al 1995].

En voluntarios saludables, 1-4 ng/kg/min de infusién de prostaciclina no tuvo influencia en la presién sanguinea y en
pacientes que sufrian de dafio cerebral traumatico [Grande et al 2000; Naredi et al 2001], infarto agudo de miocardio
tratado mediante intervencion coronaria percutanea (PCI) [Holmvang et al 2012], choque séptico [Kiefer et al 2001;
Lehmann et al 2000] o cirugia de CABG [Morgera et al 2002], 0.5-2 ng/kg/min de infusién de prostaciclina no influyd
negativamente en la presiéon sanguinea.

En conclusién, se encontré que la prostaciclina dilata todos los lechos vasculares de manera dependiente con la dosis,
pero los efectos hemodinamicos de infusion de baja dosis de prostaciclina (hasta 4 ng/kg/min) son despreciables en
voluntarios saludables y en pacientes criticamente enfermos de modo agudo.

Inhibicién de agregacion de plaquetas

La inhibicion por prostaciclina de la agregacion de plaquetas es mediada a través de GPCR expresado en plaquetas
(IP), que por unién de prostaciclina da sefial a adenilil ciclasa para que produzca cAMP, el cual activa PKA para
disminuir las concentraciones de calcio intracelular. La elevacion en cAMP inhibe directamente la activacion de
plaquetas (secrecion y agregacion) y contrarresta los incrementos en calcio citosdlico resultante de la activacion de
plaquetas por agonistas de plaquetas.

Histéricamente, la prostaciclina ha sido considerada como el inhibidor de agregacion de plaquetas endégeno mas
potente en el organismo humano [Moncada et al 1976; O'Grady et al 1980]. Sin embargo, como para el efecto
vasodilatador, el efecto de antiagregacion es altamente dependiente de dosis [Moncada et al 1976; O'Grady et al
1980]. De importancia primordial para la intervencion sugerida, los inventores han investigado el potencial
antitrombatico de prostaciclina con ensayos funcionales hemostaticos de sangre entera, que prueban tener correlacion
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con condiciones de sangrado clinico y requerimientos de transfusion (tromboelastografia (TEG) y agregometria de
impedancia (Multiplate)) y sorprendentemente descubrieron que una infusion de baja dosis de prostaciclina no tuvo
efectos antitromboticos mensurables.

En adicién a las acciones farmacolégicas dependientes de la dosis de prostaciclina (vasodilatacion e inhibicion de
agregacion de plaquetas), hay evidencia emergente de que la prostaciclina liberada de modo enddgeno tiene una
funcién citoprotectora paracrina que es imitada por los analogos de prostaciclina. Esta nocion es considerada
importante para la intervencion sugerida, dado que la enfermedad critica aguda interrumpe la liberacion normal de
prostaciclina por las células endoteliales, dejando a los pacientes con un mal funcionamiento del endotelio vascular
interrumpido de manera sistémica.

Citoproteccion

La accidn citoprotectora de prostaciclina es mediada a través de los receptores IP de prostaciclina expresada en un
amplio intervalo de células que incluyen células endoteliales.

Al nivel endotelial, la citoproteccion de prostaciclina da como resultado la preservacion y/o promocion de la integridad
endotelial y quiescencia endotelial, favoreciendo un fenotipo anticoagulante, antiadhesivo, antiapoptético y
antiinflamatorio del endotelio. La prostaciclina promueve directamente el reclutamiento de células progenitoras
endoteliales, lo cual aumenta la reendotelilizacion endotelial del endotelio lesionado, inhibe la apoptosis endotelial y
previene el desacoplamiento mitocondrial de fosforilacién de oxidacion en la cadena respiratoria en condiciones con
tension celular, con lo cual se preservan la estructura y funcion mitocondrial y se reduce la apoptosis. También, la
prostaciclina mejora la integridad endotelial y la funcién de barrera vascular sobrerregulando la caderina vascular
endotelial (VE), que es responsable por el mantenimiento de uniones estrechas entre las células endoteliales.
Finalmente, la prostaciclina promueve la quiescencia endotelial aumentando la expresién endotelial de otras (aparte
de prostaciclina) rutas anticoagulantes naturales que, todas en algun grado, ejercen funciones citoprotoras.

En adicién a la accién directa de prostaciclina sobre células endoteliales, la influencia de prostaciclina sobre otras
células y tejidos protege indirectamente al endotelio. Asi, la vasodilatacion inducida por la prostaciclina mediada a
través de la relajacion del musculo suave vascular protege al endotelio asegurando la perfusion microvascular y el
suministro de oxigeno a células y tejidos (potencialmente hipoxicos). También, la prostaciclina estabiliza las
membranas lisozomal y celular en células inmunoldgicas, lo cual reduce la inflamacién previniendo de este modo la
activacion transitoria y el dafio potencial del endotelio [Zardi et al 2005; Zardi et al 2007]. Finalmente, la inhibicién de
agregacion de plaquetas inducida por prostaciclina preserva indirectamente la quiescencia endotelial, dado que las
plaguetas activadas promueven la activacion endotelial.

En conclusion, la prostaciclina ejerce acciones citoprotectoras ampliamente difundidas, que dan como resultado la
preservacion y/o promociéon de la integridad y quiescencia endotelial favoreciendo un fenotipo anticoagulante,
antiadhesivo, antiapoptético y antiinflamatorio del endotelio, contrarrestando asi el estado patolégico del endotelio en
sindrome endoteliopatico sistémico.

Definiciones

Se entiende que el término "enfermedad critica aguda", incluye cualquier condicidon que da como resultado que el
paciente necesite de inmediato terapia de cuidado intensivo. La condicion puede ser causada por cualquier golpe
dafino agudo y extenso al cuerpo, incluyendo, pero no limitado a, trauma fisico, trauma de dafio por quemadura,
infeccion (bajo ella sepsis, sepsis severa, choque séptico), sindrome sistémico de respuesta inflamatoria (SIRS),
infarto agudo de miocardio u otros eventos tromboembdlicos.

El término "terapia de cuidado intensivo", también aqui el término "cuidado de soporte de 6rgano”, puede incluir, pero
no esta limitado a, terapia de ventilacién (por ejemplo ventilacion mecanica), hemodialisis, terapia vasopresora, terapia
de fluido, terapia de transfusion sanguinea con administracién de concentrados de células rojas de la sangre, plasma
recientemente congelado, concentrados de plaquetas, concentrados de sangre entera o factor de coagulacion, terapia
sistémica con antibiético y/o antiviral y/o antifingico y/o antiprotozoico, nutriciéon parenteral, infusion de granulocitos,
infusion de células T, infusion de células del tallo, terapia anticoagulante y/o antitrombética incluyendo heparinas de
bajo peso molecular, administracion de corticoesteroides, control glicémico estrecho, etc.

El término "trauma", como se usa en esta memoria, indica cualquier choque o herida corporal producida por una lesion
fisica repentina, tal como un accidente, lesién o impacto a tejido vivo, causada por un agente extrinseco tal como
trauma explosivo, trauma romo, trauma penetrante, trauma causado por lesién quimica (derrame, pelea o intoxicacion),
radiaciéon o quemaduras.

El término "choque" es usado en el significado clinico convencional, es decir, choque es una emergencia médica en
la cual los 6rganos y tejidos del cuerpo no reciben un adecuado flujo de sangre. Esto priva de oxigeno (llevado en la
sangre) a los 6rganos y tejidos y permite la formacion de productos de desecho. El choque es causado por cinco
categorias mayores de problemas: cardiogénico (indicando problemas asociados con el funcionamiento del corazén);
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hipovolémico/hemorragico (indicando que el volumen total de sangre disponible para la circulacién, es bajo);
neurogénico (causado por lesién severa al sistema nervioso central), séptico (causado por infeccion arrolladora,
usualmente por bacterias) o anafilactico/alérgico (causado por liberacion sistémica de histamina desde células
inmunes y excesiva vasodilatacion).

El término "tratamiento con prostaciclina o sus analogos", como se usa en esta memoria, indica tratamiento intravenoso
de pacientes criticamente enfermos de modo agudo o continuado de pacientes criticamente enfermos, con
prostaciclina o sus analogos.

Los términos "tratamiento” y "tratar", como se usan en esta memoria, se refieren al manejo y cuidado de un paciente
con el propésito de combatir una condicion, enfermedad o desorden agudos. Se pretende que el término incluya el
espectro completo de tratamientos para una condicién dada de la cual el paciente sufre, tal como administraciéon de
prostaciclina o sus analogos con el propoésito de: mejorar, aliviar o mitigar sintomas o complicaciones; retardo en el
progreso de la condicion, enfermedad o desorden; curacion o eliminacion de la condicion, enfermedad o desorden; y/o
reduccion del riesgo de o prevencion de la condicion, enfermedad o desorden, incluyendo la prevencion de la
recurrencia de la enfermedad, en donde se entiende que "prevenir" o "prevencion" se refieren al manejo y cuidado de
un paciente con el proposito de impedir el desarrollo de la condicion, enfermedad o desorden, e incluye la
administracion de las composiciones farmacéuticas para prevenir el inicio de sintomas o complicaciones. El individuo
que va a ser tratado es un ser humano. Un individuo que va a ser tratado, de acuerdo con la presente invencién, puede
tener diferentes edades y puede ser femenino o masculino.

El término "trombomodulina” o TM o CD141 o BDCA-3, es una proteina integral de membrana expresada sobre la
superficie de células endoteliales, que sirve como un cofactor para trombina. Reduce la coagulacion de la sangre
convirtiendo la trombina en una enzima anticoagulante desde una enzima procoagulante. Es codificada por el gen
THBD.

El término "trombomodulina soluble" o "sTM" se refiere a una forma soluble de trombomodulina presente en la sangre
y otros fluidos corporales en humanos. Un elevado nivel circulante de trombomodulina soluble en la sangre puede
reflejar un aumento en la pérdida o liberacion de trombomodulina desde el endotelio o reduccién en el metabolismo o
excrecion (esta ultima es un hallazgo tipico en pacientes con enfermedad croénica de rifion). Un bajo nivel circulante
de trombomodulina refleja que la pérdida o liberacion de trombomodulina es baja/normal.

El término "nivel de trombomodulina" usado en esta memoria se refiere al nivel de trombomodulina en la sangre
circulante de un humano, incluyendo el nivel en sangre entera, plasma o suero. Un nivel dado de trombomodulina
medida en plasma con el resultado en ng/ml plasma, puede no corresponder al nivel de trombomodulina medido en la
sangre entera con el resultado ng/ml de sangre entera, dado que la fraccion en plasma de la sangre entera es soélo de
aproximadamente 55 %.

El término "trombomodulina elevada" (Figura 7) se refiere a una concentracion de trombomodulina en plasma por
encima de 4 ng/ml, en una muestra de sangre tomada de paciente criticamente enfermo de modo agudo, tan pronto
como es posible. Con tan pronto como es posible se indica que la muestra de sangre deberia ser tomada minutos a
horas después del golpe dafiino, sea antes de la hospitalizacion, en la admision en el hospital o con la ocurrencia de
la enfermedad critica aguda en el hospital. La trombomodulina revela un area bajo la curva operativa caracteristica del
receptor (ROC) de 0.744 (0.712-0.776) en la prediccién de mortalidad al dia 28. El nivel de 4 ng/ml revela una
sensibilidad (rata verdadero-positivo) de 0.781 y una 1 - especificidad (rata falso-positivo) de 0.407 y el indice mas alto
posible de Youdens (un parametro estadistico individual que captura el desempefio de una prueba de diagndstico).

La eleccion de un nivel umbral mas bajo de trombomodulina da como resultado un incremento en la rata verdadero-
positivo (sensibilidad) y rata falso-positivo (1 - especificidad); mientras la eleccién de un nivel umbral mas alto de
trombomodulina da como resultado una reduccion en la rata verdadero-positivo (sensibilidad) y rata falso-positivo (1 -
especificidad) (Tabla 3). Un mas bajo o mas alto nivel umbral de trombomodulina resultara asi en un menor Indice de
Youden y por ello menor desempefio de la prueba de diagndstico.

Deberia notarse que un nivel de trombomodulina de 4 ng/ml en plasma puede no corresponder al nivel de
trombomodulina medido en sangre entera, dado que la fraccion de plasma de sangre entera es de solo
aproximadamente 55 %.

El término "trombomodulina baja" (Figura 7) se refiere a una concentracion en plasma de trombomodulina por debajo
de 4 ng/ml, en una muestra de sangre tomada de un paciente criticamente enfermo de modo agudo, tan pronto como
es posible. Con tan pronto como es posible se indica que la muestra de sangre deberia ser tomada minutos a horas
después del golpe dafino, sea antes de la hospitalizacion, en la admision en el hospital o con la ocurrencia de la
enfermedad critica aguda en el hospital. Un nivel mas bajo de trombomodulina en un paciente criticamente enfermo
de modo agudo esta asociado con un incremento en el cambio de un buen resultado clinico.

El término "cuidado estandar" (Figura 7) se refiere, pero no esta limitado a, el cuidado y/o tratamiento normales que
un paciente recibe en el hospital, tal como terapia ventilacion (por ejemplo ventilacion mecanica), hemodialisis, terapia
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vasopresora, terapia de fluido, terapia de transfusion sanguinea con administracion de concentrados de células rojas
de la sangre, plasma recientemente congelado, concentrados de plaquetas, concentrados de sangre entera o de factor
de coagulacion, terapia sistémica con antibidtico y/o antiviral y/o antifingica y/o antiprotozoica, nutricion parenteral,
infusion de granulocitos, infusion de células T, infusion de células del tallo, terapia anticoagulante y/o antitrombdtica
incluyendo heparinas de bajo peso molecular, administracion de corticoesteroides, control glicémico estrecho, etc.

El término "tratamiento pronto" (Figura 7) se refiere en esta memoria, a tratamiento tan pronto como es posible con
prostaciclina o sus analogos, 6éptimamente ya antes de la hospitalizacién o dentro de unos minutos u horas después
de la admision en el hospital o dentro de unos minutos u horas con la ocurrencia de golpe daiino en el hospital. La
infusioén intravenosa con prostaciclina o sus analogos en la dosis, deberia comenzar tan pronto como sea posible
después de que los resultados de la prueba de trombomodulina han estado disponibles, es decir, dentro de 30 min -
6 horas después de conocidos los resultados, antes de la hospitalizacion o en el hospital.

El término "nivel T mas bajo" (Figura 7) se refiere a un nivel de trombomodulina mas bajo que la linea base, donde la
linea base se refiere al primer momento inicial donde se mide la trombomodulina. Asi, en todos los momentos después
de la linea base donde se mide la trombomodulina, la decisién de continuar o suspender el tratamiento con
prostaciclina para las siguientes 24 horas, depende del nivel actual de trombomodulina, comparado con el nivel de
linea base de trombomodulina. Asi, la terapia es personalizada para el paciente individual.

El término "CC mejorada" (Figura 7) o "condicion clinica mejorada” se refiere a una mejora en la condicion clinica del
paciente y/o una reduccion en el requerimiento del paciente por cuidado de soporte de érgano, que se basa en la
impresion del equipo de doctores/médicos que atienden o en criterios mas objetivos, tales como puntajes de severidad
de la enfermedad como, pero no limitado a, puntaje de Evaluacion de Falla Secuencial de Organos (SOFA). Una
reduccion en el requerimiento de cuidado de soporte de érgano podria ser, pero no esta limitada a, disminucion en la
necesidad de tratamiento vasopresor, disminucion en la necesidad de soporte con ventilador y disminucién en la
necesidad de oxigeno, disminucién en la necesidad de didlisis, etc.

El término "continuar prostaciclina y cuidado estandar" (Figura 7) indica que el tratamiento con prostaciclina deberia
continuar por otras 24 horas, en adicion al cuidado estandar. Esta decision se basa en el nivel de trombomodulina y
la condicion clinica del paciente.

El término "antes de la hospitalizacion" se refiere a la fase antes de que el paciente llegue al hospital, sea en la escena
del accidente o golpe dafiino (mientras el paciente recibe tratamiento de salvamento de cuidado de emergencia o es
estabilizado para el transporte hasta el hospital) o durante el transporte hasta el hospital (en carro, helicoptero, avion,
bote, tren, etc.). El tratamiento antes del hospital se refiere a cualquier tratamiento que inicia antes de que el paciente
llegue al hospital.

El término "individuo" se refiere a un sujeto humano.
El término "paciente" se refiere a un sujeto humano que esta enfermo y/o requiere tratamiento médico.

El término "medicina personalizada" se refiere en esta memoria a un tratamiento individualizado, donde los pacientes
con elevados niveles de trombomodulina son tratados con prostaciclina o sus analogos, mientras los pacientes con
bajos niveles de trombomodulina (quienes pueden parecer clinicamente similares a los pacientes con elevados niveles
de trombomodulina) no son tratados con prostaciclina o sus analogos.

El término "prostaciclina" se refiere a la molécula de lipido prostaciclina (PGI2), que es un miembro de la familia de los
eicosanoides. La definicion, como se usa en esta memoria, también incluye analogos de prostaciclina, variantes de
prostaciclina o agonistas de receptores de prostaciclina que pueden tener afinidad por receptores de prostaciclina, y
pueden ser capaces de mediar funciones similares a las funciones mediadas por prostaciclina es decir, los analogos
o variantes de prostaciclina son equivalentes funcionales de prostaciclina.

Los términos "analogo" o "variante" son entendidos como cualquier analogo o variante de un compuesto capaz de
tratar una cierta condicién del cuerpo humano, particularmente analogos y/o variantes de prostaciclina, que son
equivalentes funcionales del compuesto.

Los términos "analogo de prostaciclina”, "variante de prostaciclina" o "agonista del receptor de prostaciclina" tienen
afinidad por receptores de prostaciclina y pueden ser capaces de mediar funciones similares a las funciones mediadas
por prostaciclina, es decir, los analogos de prostaciclina, variantes de prostaciclina y agonistas de receptor de
prostaciclina son equivalentes funcionales de prostaciclina. Estos compuestos incluyen, pero no estan limitados a,
lloprost, Epoprostenol, Epoprostenol sodio (flolan), Selexipag, Beraprost, Beraprost sodio, Treprostinil, Treprostenil
sodio, Treprostinil pegilado, Treprostinil dietanolamina, 2-{4-[(5,6-difenilpirazin-2-il)(isopropil)amino]butoxi}-N-
(metilsulfonil) acetamida (profarmaco de agonista de receptor de prostaciclina de accion prolongada), acido {4-[(5,6-
difenilpirazin-2-il)(isopropil)amino]butoxi} acético, acido 8-[1,4,5-trifenil-1H-imidazol-2-il-oxi] octanoico (agonista de
receptor IP), carbaciclina (analogo de prostaciclina), isocarbaciclina (analogo de prostaciclina), cicaprost (analogo de
prostaciclina), acido 7,8-dihidro-5-(2-(1-fenil-1-pirid-3-il-metiminoxi)-etil)-a-naftiloxiacético (receptor especifico de IP no
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prostanoide), acido 2-[3-[2-(4,5-difenil-2-oxazolil)etil] fenoxi] acético (agonista parcial de prostaciclina no prostanoide),
acido [3-[4-(4,5-difenil-2-oxazolil)-5-oxazolil] fenoxi] acético (agonista parcial de prostaciclina no prostanoide), 17[alfa],
20-dimetil-[DELTA]6,6a-6a-carba PGI1 (agonista parcial de prostaciclina no prostanoide), 15-desoxi-16[alfa]-hidroxi-
16[beta],20-dimetil-[DELTA]6,6a-6a-carba PGI1 (agonista parcial de prostaciclina no prostanoide).

Los términos "analogo de prostaciclina”, "variante de prostaciclina" o "agonista de receptor de prostaciclina" se refieren
a un farmaco que puede iniciar una respuesta fisiolégica o farmacoldgica caracteristica de prostaciclina. Los analogos
de prostaciclina, variantes de prostaciclina y agonistas de receptor de prostaciclina de acuerdo con la presente
invencion incluyen, pero no estan limitados a, compuestos que tienen afinidad por el receptor de prostaciclina y son
capaces de activar una respuesta de receptor de prostaciclina de una manera similar a la prostaciclina.

El término "proteccion” se refiere a la inversion, reduccion, mejora, alivio o mitigacion de la degradacion del endotelio
y su glyocalyx, el endotelio y/o glicocalix en si mismos; retardo del progreso del dafio celular endotelial, degradacion
del glicocalix; incremento de la renovacion celular endotelial e incremento de la produccion del glicocalix y
componentes del glicocalix, y/o disminucién del riesgo de, o prevencion del dafio de células endoteliales y degradacion
del glicocalix.

Se pretende que el término "efectos moduladores endoteliales" indique un tratamiento farmacolégico orientado al
mantenimiento o puesta del endotelio en un estado quiescente inactivado, antiadhesivo, anticoagulante y
antiinflamatorio, de ese modo preservando, restaurando o promoviendo la integridad vascular y capacidad de
respuesta funcional normal del endotelio.

El término "modulador endotelial" abarca cualquier agente o compuesto que influye en el endotelio para mantener o
desarrollar hasta un estado que de manera éptima preserva y asegura la integridad y capacidad de respuesta funcional
normal. En un estado con integridad vascular mantenida, el endotelio ejerce también propiedades quiescentes
inactivadas, antiadhesivas, anticoagulantes y antiinflamatorias.

El término "dosis", como se usa en esta memoria, indica una dosis suficiente para producir el efecto deseado en
relaciéon con las condiciones para los cuales es administrado, en particular una cantidad de un compuesto que es
capaz de modular, proteger y/o tratar el endotelio y de ese modo para el sindrome endoteliopatico sistémico.
Normalmente, la dosis deberia ser capaz de prevenir o disminuir la severidad o dispersion de la condicién o indicacion
que esta siendo tratada. La dosis exacta dependera de las circunstancias, tales como la condiciéon que es tratada, el
programa de administracion, la semivida del compuesto capaz de modular, proteger y/o tratar el endotelio y la salud
general del sujeto.

El término "trombelastografia" o "TEG" se refiere a un ensayo de hemostasis en sangre entera viscoelastica disponible
comercialmente empleando sangre con citrato o no anticoagulada. El equipo de analisis de TEG usa una pequefa
muestra de sangre entera en una taza rotativa y una clavija suspendida en la sangre mediante un alambre de torsion,
cuyo movimiento es monitoreado. Para acelerar la formacion de coagulo, puede afiadirse a la taza una cantidad
estandarizada de un activador de coagulacién (por ejemplo, caolin, factor de tejido), justo antes de la colocacion de la
clavija en la taza. El ensayo de TEG es adecuado para la determinacion de parametros importantes en la actividad de
coagulacion (tiempo de inicio del coagulo, dinamica de la formacién de coagulo), fuerza del coagulo (amplitud maxima
(MA)) y degradacion del coagulo (fibrindlisis). La aproximacion de sistemas de TEG para monitorear la hemostasis del
paciente se basa en la premisa de que el resultado final de proceso homeostatico es el coagulo. Las propiedades
fisicas del coagulo determinan si el paciente tendra hemostasis normal, o estard en un riesgo aumentado de
hemorragia o trombosis.

El término "Multiplate" se refiere a un sistema de analisis de funcidon de plaquetas en sangre entera a base de
agregometria de impedancia, disponible comercialmente, que emplea sangre anticoagulada. El equipo analizador
Multiplate usa una pequefia muestra de sangre entera en una camara con dos pares de electrodos de platino. Se
afladen agonistas estandarizados de plaquetas a la sangre en la camara, para investigar rutas especificas de
activacion/sefalizacion de plaquetas. El ensayo por Multiplate se basa en la unién de plaquetas a dos electrodos de
platino, dando como resultado un incremento de la resistencia eléctrica entre los electrodos. El cambio de resistencia
(Ilamado impedancia) es registrado continuamente y es proporcional a la cantidad de plaquetas que se adhieren a los
electrodos y por ello es proporcional a la agregacion de plaquetas.

El término "antiadhesivo" se refiere al efecto de compuesto(s) que reduce(n) la habilidad de las plaquetas para
adherirse al endotelio y formar finalmente trombos.

El término "anticoagulante" se refiere al efecto de compuesto(s) que reduce(n) o inhibe(n) la actividad del factor de
coagulacion procoagulante en la sangre y por ello reduce(n) o inhibe(n) la coagulacion de la sangre.

El término "antitrombotico” se refiere al efecto de compuesto(s) que reduce(n) la habilidad de las plaquetas para
agregarse y adherirse, e interactuar en el proceso de formacién de coagulo y por ello formar trombos.
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El término "antiagregacion" se refiere al efecto de compuesto(s) que reduce(n) la habilidad de las plaquetas para
agregarse e interactuar en el proceso de formacion de coagulo y por ello formar trombos.

El término "coagulopatia" (también llamada habilidad alterada de coagulacion, desorden de coagulacion o desorden
de sangrado) es cualquier defecto en el mecanismo corporal para la coagulacion y formacién de coagulo, causando
una predisposicion a la formacion de coagulo demasiado lenta (hipocoagulabilidad) o demasiado rapida
(hipercoagulabilidad). Clinicamente, la coagulopatia puede presentarse con incremento en la tendencia de sangrado
e incremento de eventos tromboembdlicos/incremento en el riesgo de trombosis.

El término "glicocalix" se refiere en esta memoria a la capa rica en carbohidratos, que cubre las células endoteliales
en individuos saludables. El glicocalix comprende proteoglicanos que pueden estar solubles o enlazados a la
membrana celular endotelial.

El término "falla de érgano" se refiere a una funcion alterada de érgano en un paciente enfermo de modo agudo, que
requiere intervencion médica para lograr homeostasis de la sangre y/o para compensar la pérdida de funcion del
organo que esta fallando. Los 6rganos incluyen, pero no estan limitados a, corazén y vasos (falla cardiaca, colapso
vascular, hipotension, falla de 6rgano), pulmones (falla respiratoria), higado (falla del higado), rifiones (falla renal),
cerebro (encefalopatia).

El término "falla multiple de érgano" (abreviado MOF) o "sindrome de disfuncién multiple de 6rgano" (abreviado MODS)
es la funcion alterada de mas de un 6rgano en un paciente enfermo de modo agudo que requiere intervencion médica,
para lograr la homeostasis y/o para compensar la pérdida de funcién de los 6rganos que estan fallando.

El término "pérdida de trombomodulina" o "liberacién de trombomodulina”, como se usa en esta memoria, se refiere al
proceso en el cual la trombomodulina unida a la célula es retirada de la célula y se torna soluble en la sangre y/o la
fase de plasma de la sangre. Este evento refleja el dafio celular endotelial.

El término "pérdida" del glicocalix es denominado en esta memoria como la degradacion del glicocalix y liberacion de
sus componentes que por ello se tornan solubles en la sangre y/o la fase de plasma de la sangre

El término "lesion por reperfusion”, como se usa en esta memoria, se refiere al dafio en el tejido causado cuando el
suministro de sangre retorna al tejido después de un periodo de isquemia. La ausencia de oxigeno y nutrientes de la
sangre crea una condicion en donde la restauracion de la circulacion da como resultado la inflamacion y dafio oxidativo
a través de la induccion de tension oxidativa, mas que la restauracion de la funciéon normal.

El término "fibrindlisis" indica un proceso en donde se rompe un coagulo de fibrina, el producto de coagulacion.

El término "sepsis" es usado en el significado clinico convencional, haciendo referencia a un estado inflamatorio de
todo el cuerpo (llamado sindrome sistémico de respuesta inflamatoria (SIRS)) y la presencia de una infeccién conocida
o sospechada. La "sepsis severa" es definida como disfuncion de érgano o hipoperfusion de tejido inducida por sepsis
(manifestandose por ejemplo como hipotensién, lactato elevado, disminucion en la salida de orina o estado mental
alterado). "Choque séptico" es sepsis severa mas presion sanguinea persistentemente baja, independientemente de
la administracion de fluidos intravenosos. La sepsis puede conducir a sepsis severa, choque séptico, sindrome de
disfuncion multiple de érgano/falla multiple de 6rgano (MODS/MOF) y muerte.

El término "sindrome sistémico de respuesta inflamatoria” o "SIRS" es usado en el significado clinico convencional,
haciendo referencia a inflamacion sistémica en respuesta a una lesién sin proceso infeccioso confirmado. El SIRS
puede ser diagnosticado cuando 2 o mas de los siguientes criterios estan presentes: 1) temperatura corporal menor
de 36 °C (96.8 °F) o mayor de 38°C (100.4 °F); 2) rata cardiaca mayor de 90 golpes por minuto; 3) Taquipnea (alta
rata respiratoria), con mas de 20 respiraciones por minuto o una presion arterial parcial de diéxido de carbono menor
de 4.3 kPa (32 mm Hg) y 4) recuento de células blancas en la sangre menor de 4000 células/mm?3 (4 x 10° células/l)
o mayor de 12,000 células/mm? (12 x 10° células/l) o la presencia de mas de 10 % de neutrdfilos inmaduros (formas
de banda). Cuando se sospecha o prueba una infeccion (por cultivo, tincién, o cadena de reacciéon de polimerasa
(PCR)), junto con SIRS, esto es por definicion sepsis.

El término "inflamacion sistémica” es funcion alterada de érgano en un paciente enfermo de modo agudo, debido a la
respuesta no especifica conservada del cuerpo (vasculatura, sistema inmune, tejidos) a infecciones, antigenos no
infecciosos, trauma, quemadura, destruccidon/regeneracion/dafio de érgano/tejido, isquemia, hemorragia, intoxicacion,
y/o malignidad.

El término "ELISA" se refiere a "Ensayo inmunosorbente enlazado a enzima". En el método de ELISA, el
antigeno/anticuerpo (Ab) enlazado es detectado por un anticuerpo enlazado (primaria o secundariamente) a una
enzima (Ab*) cuya actividad puede ser determinada. La actividad del Ab* sirve como un estimado cuantitativo de la
cantidad del antigeno/anticuerpo investigado en el espécimen bioldgico.
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El término "sistemas de puntaje" se refiere a sistemas de puntaje desarrollados para estandarizar la evaluacion de un
pronostico de paciente (riesgo de muerte), severidad de la enfermedad o progreso de la enfermedad. Dependiendo
del puntaje, es aplicado en la admision, durante la estadia en UCl/hospital y/o en momentos especificos después de
la admision (por ejemplo después de 6 meses). Los puntajes suministran asi evaluaciones estandarizadas de riesgo
de mortalidad, morbilidad, severidad de la enfermedad, progreso de enfermedad clinica y resultado.

El término "puntaje de severidad de lesion" o "ISS" se refiere a un sistema de puntaje anatémico que suministra un
puntaje total para pacientes de trauma con lesiones miltiples. A cada lesidn se asigna un puntaje de Escala Abreviada
de Lesion (AIS) y es asignado a una de seis regiones del cuerpo (cabeza, cara, pecho, abdomen, extremidades
(incluyendo pelvis), externa). Solo se usa el puntaje AIS mas alto en cada regién del cuerpo. Para calcular el puntaje
ISS, se eleva al cuadrado el puntaje de las 3 regiones del cuerpo mas severamente lesionadas y se suman
conjuntamente para producir el puntaje 1SS: AISx? + AlSy? + AlSz? = ISS. El puntaje ISS toma valores de 0 a 75. Sia
una lesion se asigna un AIS de 6 (lesion de no supervivencia), se asigna al ISS automaticamente 75. El ISS es
virtualmente el Unico sistema de puntaje anatdmico en uso y tiene correlacion lineal con la mortalidad, morbilidad,
estadia en el hospital y otras medidas de severidad. El ISS es aplicado una vez en la admisién pero no en momentos
posteriores durante la estadia en el hospital.

El término "escala de coma de Glasgow" o puntaje "GCS" se refiere a una escala de puntaje neurolégico que de
manera objetiva registra el estado de consciencia de un paciente para la evaluacion inicial y subsiguiente. Fue usado
inicialmente para evaluar el nivel de consciencia después de lesion en la cabeza, pero la escala es usada ahora para
primeros auxilios, servicios de emergencia médica (EMS), enfermeras y doctores, dado que es aplicable a todos los
pacientes médicos agudos y con trauma. En hospitales es usado también en el monitoreo de pacientes mientras estan
en la unidad de cuidado intensivo (UCI). El GCS es aplicado en la admision y posteriormente en cualquier momento
durante la estadia en el hospital, para evaluacion del nivel actual de o cambios en la conciencia.

El GCS tiene puntajes entre 3 y 15 (la suma de puntos dados para cada uno de los tres parametros de evaluacion),
siendo 3 el peor, y 15 el mejor. Un GCS de 13 o mayor tiene correlacion con una lesién cerebral suave, 9-12 es una
lesidon moderada, <8 es una lesion cerebral severa, 3 es inconsciencia profunda.

El GCS esta compuesto por tres parametros: Mejor Respuesta del Ojo, Mejor Respuesta Verbal, y Mejor Respuesta
Motriz:

Mejor Respuesta del Ojo (max 4 puntos) . Sin abertura del ojo
. Abertura del ojo al dolor
. Abertura del ojo a comando verbal

. Ojos abiertos espontaneamente

= W0 N =

Mejor Respuesta Verbal (max 5 puntos) . Sin respuesta verbal

. Sonidos incomprensibles
. Palabras inapropiadas

. Confundido

. Orientado

Mejor Respuesta Motriz (max 6 puntos) . Sin respuesta motriz
. Extension al dolor
. Flexién al dolor

. Retiro del dolor

a b 0NN 2l b w N

. Dolor localizado

El término "Puntaje Il de Fisiologia Aguda Simplificada" o "SAPS II" se refiere a un sistema de puntaje disefiado para
medir la severidad de enfermedad para pacientes = 15 afios admitidos a Unidades de Cuidado Intensivo (UCI).

La medicion tiene que ser completada 24 horas después de la admision en la UCI, dando como resultado un puntaje
de punto entero (suma de peores valores de subpuntaje) entre 0 y 163 y una mortalidad predicha entre 0 % y 100 %
(la mortalidad corresponde a 10 %, 25 %, 50 %, 75 % y 90 % en pacientes con un puntaje de 29, 40, 52, 64 y 77,
respectivamente). No puede calcularse nuevo puntaje durante la estadia en la UCI, pero si un paciente sale de la UCI
y es admitido nuevamente, puede calcularse un nuevo puntaje SAPS Il

El puntaje se basa en el peor valor de los siguientes parametros fisioldgicos dentro de las pasadas 24 horas:
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Parametro Unidad Puntaje
Edad AfRos
Rata cardiaca gpm

Presion sanguinea sistélica mm Hg
Temperatura °CoF
Escala de coma Glasgow Puntaje

Ventilaciéon mecanica o CPAP |Si, no

PaO, mm Hg
FiO, %
Salida de orina ml

Nitrogeno de urea en la|mg/dl

sangre
Sodio mEq/l
Potasio mEq/l
Bicarbonato mEq/l
Bilirrubina mg/dI
Células sanguineas blancas  |x10%I
Enfermedades cronicas Cancer con metastasis, malignidad hematolégica o
SIDA
Tipo de admision Quirdrgica médica, quirirgica médica o no programada
Suma X puntos

El término "evaluacion secuencial de falla de 6rgano" o puntaje "SOFA" se refiere a un sistema de puntaje aplicado
para determinar la extension de funcién de érgano o grado de falla del érgano de una persona. El puntaje se basa en

5 seis subpuntajes diferentes, cada uno de los sistemas respiratorio, cardiovascular, hepatico, coagulaciéon, renal y
neurolégico. El punto dado a cada subpuntaje es sumado para dar el puntaje SOFA total. Tipicamente, el puntaje es
determinado en la admision a la UCI y después de ello diariamente, para evaluar el progreso de la enfermedad. El
puntaje es aplicable a todos los tipos de pacientes de UCI, incluyendo pacientes con trauma, sepsis, paro cardiaco
resucitado, cirugia mayor, etc.

10
Sistema de SOFA |Puntaje puntos
érgano sup
Parametro 1 2 3 4
Nervioso GCS 13-14 |10-12 6-9 <6
Respiratorio PaO,/FiO, [mm Hg] |<400 |<300 <200 y [<100 y
ventilador ventilador
Cardiovascular \(MAP [mm Hg] y/o MAP |dop <5 o dob [dop >5 o epi | dop >15 o epi
vasopresor  (dop, (<70 (cualquier <0.1 onor <0.1 |>0.1 o nor >0.1
epi, nor) dosis)
Renal Creatinina [umol/l] o |110- 171-299 300-440 0/>440 o <200
salida de orina 170 <500 mi/d mi/d
Higado Bilirrubina [umol/l]  |>20-32 |>33-101 >102-204 >204
Coagulacion Conteo de (<150 |<100 <50 <20
plaquetas [10%1]
El término "categoria de desempefio cerebral" o "CPC" se refiere a una escala para determinar la salida neurolégica
después de paro cardiaco. El CPC es aplicado en cualquier momento después del paro cardiaco a un minimo de
tiempo-puntos estandarizado. El paciente es calificado de 1-5, dependiendo de la presentacion clinica.
15
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Buen desempefio cerebral: consciente, alerta, capaz de trabajar, podria tener déficit
neurolégico o psicolégico suave

Discapacidad cerebral moderada: consciente, suficiente funciéon cerebral para
actividades independientes de la vida diaria. Capaz de trabajar en ambiente protegido.

Discapacidad cerebral severa: consciente, dependiente de otros para soporte diario
debido a funcién cerebral alterada. Varia desde el estado ambulatorio hasta demencia
o paralisis severas.

Coma

Muerte cerebral: apnea, arreflexia, silencio EEG, etc.

El término "escala modificada de Rankin" o "mRS" se refiere a una escala usada cominmente para la medicién del
grado de discapacidad o de dependencia en las actividades diarias, de personas que han sufrido una apoplejia, paro
cardiaco, u otras causas de discapacidad neuroldgica. El paciente es calificado con 1-6 dependiendo de la

presentacion clinica.

mRS 1
mRS 2

mRS 3

mRS 4

mRS 5

mRS 6

Sin sintomas en absoluto

Sin discapacidad significativa. Capaz de llevar a cabo actividades usuales, a pesar de
algunos sintomas.

Ligera discapacidad. Capaz de ocuparse de sus propios asuntos sin asistencia, pero
incapaz de llevar a cabo todas las actividades previas.

Discapacidad moderada. Requiere alguna ayuda, pero es capaz de caminar sin
asistencia.

Discapacidad severa. Requiere cuidado y atencién constantes de enfermera, confinado

en cama, incontinente.

Muerte

El término "puntaje APACHE" o "APACHE II", se refiere a puntaje de Evaluacion de Salud de Fisiologia Aguda y
Cronica (APACHE) Il. APACHE Il es un sistema de calificacion disefiado para medir la severidad de enfermedad para
pacientes con = 15 afios, admitidos en Unidades de Cuidado Intensivo (UCI). La medicion tiene que completarse 24
horas después de la admision a la UCI, dando como resultado un puntaje de punto entero (basado en el peor valor de
subpuntajes) entre 0 y 71. Los puntajes elevados corresponden a enfermedad mas severa y un mayor riesgo de
muerte. El puntaje APACHE Il no puede ser convertido directamente en un riesgo porcentual de mortalidad, pero
puede ser usado para calcular un riesgo de mortalidad, si la indicacion del paciente para admisiéon en UCI es tenida
en cuenta. No puede calcularse un nuevo puntaje durante la estadia en UCI, pero si un paciente sale de la UCl y es
admitido nuevamente, puede calcularse un nuevo puntaje APACHE II. El puntaje se basa en el peor valor de los

siguientes parametros fisioldgicos, dentro de las pasadas 24 horas:

Parametro Unidad Puntaje
Edad AfRos
Escala de coma de Glasgow |Puntaje
Temperatura °CoF
Por medio de presion |mm Hg
sanguinea arterial (MAP)

Rata cardiaca gpm
Rata respiratoria gpm
FiO2 %
PaO, mm Hg
Sodio mEq/l
Potasio mEq/I
Creatinina mg/dI
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Parametro Unidad Puntaje
Falla renal aguda Si, no
Hematocrito %

Células blancas de la sangre |x 1091

¢Insuficiencia severa del |Higado: cirrosis probada con biopsia con hipertension
sistema de 6rgano o esta portal; episodios de sangrado Gl superior pasados,
inmunocomprometido? atribuidos a hipertension portal; o episodios previos de
falla hepatica, encefalopatia, o coma.
Cardiovascular: falla cardiaca clase IV New York Heart
Associacion (NYHA).
Respiratoria: enfermedad croénica restrictiva, obstructiva o
vascular, dando como resultado severa restriccion al
ejercicio (es decir, incapaz de subir escaleras o ejecutar
labores domésticas); hipoxia cronica, hipercapnia,
policitemia secundaria, hipertension pulmonar severa (>
40 mm Hg); o dependencia respiratoria documentadas.
Renal: recibe dialisis cronica.
Inmunocomprometido: el paciente ha recibido terapia que
suprime la resistencia a la infeccion (por ejemplo,
inmunosupresion, quimioterapia, radiacion, esteroides de
largo plazo o de elevada dosis, o leucemia avanzada,
linfoma o SIDA)

Suma X
puntos

Resumen

La invencion es divulgada en la presente descripcion, dibujos y en las reivindicaciones. En particular, las realizaciones
divulgadas en los ejemplos de la presente invencién son consideradas particularmente preferidas.

La presente invencion se refiere a un método para el diagndstico, usos de trombomodulina como un marcador
bioldégico, un método de tratamiento; prostaciclina o un analogo de la misma para uso en novedosos tratamientos y
composiciones que comprenden prostaciclina o un analogo de la misma para uso en novedosos tratamientos, todos
de acuerdo con las realizaciones descritas en esta seccion en particular, y a través de la presente divulgacion.

En un primer aspecto e implementacion se divulga un método para el diagnéstico para un individuo diagnosticado con
una enfermedad critica aguda, si el individuo es un candidato para tratamiento de combinacién de cuidado estandar
para la enfermedad critica aguda, en combinacién con administracion de prostaciclina o un analogo de la misma,
comprendiendo el método:

medicion de una concentracion de linea base de trombomodulina soluble en sangre o plasma del individuo;
determinacion de si la concentracion de linea base de trombomodulina soluble en sangre o plasma esta por encima
de un nivel umbral de por lo menos 4 ng/ml; y

diagndstico al individuo como un candidato para tratamiento de combinacion, si la concentracion de linea base esta
por encima del nivel umbral.

En el primer aspecto e implementacion se divulga un método de acuerdo con el primer aspecto e implementacion, en
donde el nivel umbral es por lo menos 4 ng/ml.

Ademas, en esta memoria se describe que el método es un método para el diagnostico de dafio endotelial severo en
el individuo diagnosticado con la enfermedad critica aguda; en donde el individuo es diagnosticado con dafio endotelial
severo en adicion a la enfermedad critica aguda, si la concentracion de linea base esta por encima del nivel umbral.

También se describe en esta memoria un método en donde el método es un método para el diagnéstico de sindrome
endoteliopatico sistémico en un individuo diagnosticado con una enfermedad critica aguda; en donde el individuo es
diagnosticado con sindrome endoteliopatico sistémico, cuando el individuo es diagnosticado con una enfermedad
critica aguda y dafio endotelial severo.

En un segundo aspecto se divulga el uso de trombomodulina como un marcador biolégico en un método para el
diagndstico para un individuo diagnosticado con una enfermedad critica aguda, si el individuo es un candidato para
tratamiento de combinacion con cuidado estandar para la enfermedad critica aguda, en combinacion con
administracion de prostaciclina o un analogo de la misma, comprendiendo el método:
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medicion de una concentracion de linea base de trombomodulina soluble en sangre o plasma del individuo;
determinacion de si la concentracion de linea base de trombomodulina soluble en sangre o plasma esta por encima
de un nivel umbral de por lo menos 4 ng/ml; y

diagnéstico del individuo como un candidato para tratamiento de combinacion, si la concentracion de linea base esta
por encima del nivel umbral.

Ademas, se describe un método para el diagndstico de sindrome endoteliopatico sistémico en un individuo
diagnosticado con una enfermedad critica aguda; en donde el individuo es diagnosticado con sindrome endoteliopatico
sistémico, cuando el individuo es diagnosticado con una enfermedad critica aguda y dafio endotelial severo.

También, en esta memoria se divulga una composicion que comprende prostaciclina o un analogo de la misma, para
uso en un método para el tratamiento de una enfermedad critica aguda en un individuo diagnosticado con la
enfermedad critica aguda, e incremento concurrente del nivel medido de trombomodulina en sangre o plasma del
individuo, comprendiendo el método:

(a) medicion de una concentracion de linea base de trombomodulina soluble en sangre o plasma del individuo;

(b) determinacion de si la concentracion de linea base de trombomodulina soluble en sangre o plasma esta por encima
de un nivel umbral de por lo menos 4 ng/ml;

(c) administracion de una dosis de 0.5 - 4 ng/kg/min de prostaciclina o un analogo de la misma al individuo
continuamente durante un primer periodo de tiempo, si la concentracion de linea base de trombomodulina soluble en
sangre o plasma esta por encima del nivel umbral de por lo menos 4 ng/ml;

(d) medicidn al final del primer periodo de tiempo de una concentracion de trombomodulina soluble en sangre o plasma
del individuo;

(e) determinacion de si la concentracion de trombomodulina soluble es menor en por lo menos una disminucion de 10
%, comparada con la concentracion de linea base de trombomodulina determinada previamente al inicio de la
administracion de prostaciclina;

(f) evaluacion de si ha ocurrido una mejora clinica de la enfermedad critica aguda en el individuo, durante el primer
periodo de tiempo; y

(9) si se observan tanto una disminucion de concentracion como una mejora clinica, suspension de la administracion
de prostaciclina mientras se continta el cuidado estandar para la enfermedad critica aguda; o

(h) de otro modo continuacion de la administracion de prostaciclina durante un segundo periodo de tiempo, que no
excede el primer periodo de tiempo

en donde los pasos (d) a (h) son repetidos hasta que se suspende la administracion de prostaciclina al individuo
siguiendo el paso (g).

También, en esta memoria se divulga una composicion que comprende prostaciclina o un analogo de la misma, en
donde la dosis es 1 - 2 ng/kg/min , y /o en donde el analogo de prostaciclina es lloprost o Flolan.

En realizaciones, la composicién que comprende prostaciclina o un analogo de la misma de acuerdo con el uso
anterior, es en donde el primer periodo de tiempo es por lo menos 48 horas o por lo menos 72 horas, y o el segundo
periodo de tiempo es 12 horas o0 24 horas, y 0 en el paso (e) la disminucién es de por lo menos 20 %.

En una realizacioén preferida, la concentracion de linea base es medida inmediatamente después o poco después del
reconocimiento de la enfermedad critica aguda.

En una realizacion mas preferida, la concentracion de linea base es medida dentro de 5 minutos y hasta 6 horas
después del reconocimiento de la enfermedad critica aguda.

En otra realizacion preferida, la administracion de prostaciclina es iniciada inmediatamente o poco después de que al
completarse el paso (b) se ha determinado que la concentracion de linea base de trombomodulina soluble en sangre
o plasma esta por encima del nivel umbral.
En otra realizacién, la administracién de prostaciclina es iniciada dentro de 5 min a 12 horas, después de que al
completarse el paso (b) se ha determinado que la concentracion de linea base de trombomodulina soluble en sangre
o plasma esta por encima del nivel umbral.

En un aspecto, el incremento concurrente en un nivel medido de trombomodulina en sangre o plasma del individuo es
el resultado de dafio endotelial severo.

En otro aspecto, el incremento concurrente en un nivel medido de trombomodulina en sangre o plasma del individuo
es el resultado de sindrome endoteliopatico sistémico.

En una realizacion preferida, a la enfermedad critica aguda es seleccionada de entre trauma, trauma de dafio por
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quemadura, sepsis, sepsis severa, choque séptico, infarto agudo de miocardio, paro cardiaco, sindrome sistémico de
respuesta inflamatoria (SIRS), cirugia mayor aguda, terapia antichoque, o un evento tromboembodlico.

En una realizacion preferida, la administracion de prostaciclina o un analogo de la misma es por infusién intravenosa.

Ademas, en esta memoria se describe un método para tratamiento de una enfermedad critica aguda en un individuo
diagnosticado con la enfermedad critica aguda e incremento concurrente de un nivel medido de trombomodulina en
sangre o plasma del individuo, comprendiendo el método:

(a) medicion de una concentracion de linea base de trombomodulina soluble en sangre o plasma del individuo;

(b) determinacion de si la concentracion de linea base de trombomodulina soluble en sangre o plasma esta por encima
de un nivel umbral de por lo menos 2.5 ng/mi;

(c) administracion de una dosis de 0.5 - 4 ng/kg/min de prostaciclina o un analogo de la misma al individuo;

En una implementacién adicional, la mediciéon de trombomodulina, es conducida mediante un ensayo de punto de
cuidado (POC).

Descripcion de los dibujos y tablas

La Figura 1 muestra una presentacion esquematica del sindrome endoteliopatico sistémico al nivel vascular.

La Figura 1 es una presentacion esquematica de sindrome endoteliopatico sistémico que ilustra, a nivel vascular, cémo
un paciente criticamente enfermo de modo agudo con un golpe dafiino creciente experimentara dafio progresivo al
endotelio, dando como resultado pérdida/liberacion endotelial de trombomodulina y el consiguiente incremento en la
trombomodulina soluble circulante (sTM, burbujas). El dafio endotelial progresivo dara clinicamente resultado en la
funcion de barrera vascular alterada, fuga capilar, sangrado, hipotension, falla multiple de érgano y, finalmente, muerte.
Las Figuras 2a - 2d son graficas que muestran los resultados de prueba que ilustran el efecto de infusion de Flolan®
en voluntarios saludables.

La Figura 2a muestra una grafica de una trombomodulina soluble (ng/ml) en la linea base (0 h), al final de (2 h) y
después de (4 h, 5 h, 6 h, 8 h, 24 h) de 2 horas de 4 ng/kg/min de infusién de Flolan® en voluntarios saludables. *,
diferencia significativa de la linea base.

La Figura 2b muestra una grafica de proteina C ( %) en la linea base (0 h), al final de (2 h) y después de (4 h,5h, 6
h, 8 h, 24 h) de 2 horas de 4 ng/kg/min de infusién de Flolan® en voluntarios saludables. *, diferencia significativa
frente a la linea base.

La Figura 2c muestra una grafica de inhibidor de activador de plasminégeno (PAI)-1 (ng/ml) en la linea base (0 h), al
final de (2 h) y después de (4 h, 5 h, 6 h, 8 h, 24 h) de 2 horas de 4 ng/kg/min de infusién de Flolan® en voluntarios
saludables. *, diferencia significativa frente a la linea base.

La Figura 2d muestra una grafica de antitrombina (microgramos/ml) en la linea base (0 h), al final de (2 h) y después
de (4 h,5h,6h, 8h, 24 h) de 2 horas de 4 ng/kg/min de infusién de Flolan® en voluntarios saludables. *, diferencias
significativas frente a la linea base.

Las Figuras 3a a 3c son graficas que muestran los resultados de prueba que ilustran el efecto de infusion de llomedin®
en voluntarios saludables.

La Figura 3a muestra una grafica de trombomodulina soluble (ng/ml) en la linea base (linea base), durante (30 min),
al final de (2 h) y después de (2 h post) de 2 horas de 1 ng/kg/min de infusion de llomedin® infusion en voluntarios
saludables. *, diferencia significativa frente a la linea base; (*), frontera de diferencia significativa frente a la linea base.
La Figura 3b muestra una grafica de proteina C ( %) en la linea base (linea base), durante (30 min), al final de (2 h) y
después de (2 h post) de 2 horas de 1 ng/kg/min de infusion de llomedin® en voluntarios saludables. *, diferencia
significativa frente a la linea base; (*), frontera de diferencia significativa frente a la linea base.

La Figura 3c muestra una grafica de prostaciclina (pg/ml) en la linea base (linea base), durante (30 min), al final de (2
h) y después de (2 h post) de 2 horas de 1 ng/kg/min de infusion de llomedin® en voluntarios saludables. *, diferencia
significativa frente a la linea base; ¥, diferencia significativa del punto de tiempo previo.

La Figura 4 es una grafica que muestra los resultados de prueba que ilustran el efecto de infusiéon de llomedin en
pacientes con infarto agudo de miocardio que soportan intervencion coronaria percutanea.

La Figura 4 muestra una grafica que ilustra E-selectin soluble (ng/ml) en la linea base (linea base), al final de 24 horas
(24 h) y después de (48 h) de 24 horas de terapia activa (0.5 ng/kg/min de infusién de llomedin®) o placebo (infusion
salina al 0.9 %) en pacientes AMI PCI. , diferencia significativa entre grupo activo y placebo.

Las figuras 5a - 5¢ son graficas que muestran los estados de prueba que ilustran el efecto de infusion de llomedin en
pacientes que soportan la cirugia de Whipple.

La Figura 5a muestra una grafica que ilustra terapia con trombomodulina soluble (ng/ml) preoperativa (0 h),
postoperativa (post-op) y 6 horas de modo postoperativo ( 6 h) activa intra- y postoperativa (infusion de 1 ng/kg/min
de llomedin®) o placebo (infusion salina al 0.9 %) de pacientes Whipple. *, diferencia significativa frente a la linea
base; ¥, diferencia significativa entre grupo activo y placebo.

La Figura 5b muestra una grafica que ilustra terapia con nucleosomas (%) preoperativa (0 h), postoperativa (post-op)
y 6 horas de modo postoperativo (6 h) intra- y postoperativa activa (infusién de 1 ng/kg/min llomedin®) o placebo
(solucion salina al 0.9 %) de pacientes Whipple. *, diferencia significativa frente a la linea base; f, diferencia
significativa entre grupos activo y placebo.
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La Figura 5¢ muestra una grafica que ilustra terapia con sindecano-1 (ng/ml) preoperativa (0 h), postoperativa (post-
op) y 6 horas de modo postoperativo (6 h) activa intra- y postoperativa (1 ng/kg/min de infusién de llomedin®) o placebo
(infusion salina al 0.9 %) en pacientes Whipple. *, diferencia significativa frente a la linea base.

La Figura 6 muestra una grafica que ilustra una curva operativa caracteristica de receptor (ROC) de trombomodulina
para predecir la mortalidad en pacientes criticamente enfermos de modo agudo, que sufren de trauma, infarto de
miocardio, paro cardiaco, sepsis/sepsis severa/choque séptico. Trombomodulina AUC para predecir la mortalidad al
dia 28: AUC 0.744 (0.712-0.776), p < 0.0001. El Indice mas alto de Youden revela un nivel umbral de 4.0 ng/ml de
trombomodulina en plasma. Sensibilidad 0.781, 1 - especificidad 0.407.

La Figura 7 muestra un diagrama de flujo que ilustra una realizacion ejemplar de un método para decidir el tratamiento
con prostaciclina o un analogo de la misma en pacientes que presentan enfermedad criticamente aguda, en
combinacién con elevados niveles de trombomodulina.

La Figura 8 muestra un diagrama de flujo que ilustra la invenciéon como ejemplar, descrita en la Figura 7 en términos
de sus unidades constituyentes de identificacion, tratamiento y control.

La Figura 9 muestra puntajes de ELISA para trombomodulina en sangre versus plasma. Correlaciones entre
concentraciones de trombomodulina (ng/ml) medidas en plasma diluido 1:2 (estandar de oro) y sangre completa, no
diluida (Figura 9a), diluida 1:2 (Figura 9b), o diluida 1:4 (Figura 9c).

La Figura 10 muestra una grafica que ilustra la curva operativa caracteristica de receptor (ROC) de sindecano-1.

La Figura 11 muestra una grafica que ilustra la curva operativa caracteristica de receptor (ROC) de adrenalina.

La Tabla 1 detalla un estudio de demografia y severidad de enfermedad en pacientes en UCI.

La Tabla 2 detalla un estudio de mediana de niveles de trombomodulina en plasma/suero (ng/ml) en 2,118 pacientes
criticamente enfermos de modo agudo

La Tabla 3 detalla un estudio del nivel de trombomodulina versus sensibilidad de prueba para el grupo de pacientes
de la Tabla 2.

La Tabla 4 detalla resultados para pacientes de trauma. La Tabla 4a detalla resultados para severidad de lesion de
pacientes, en la admisién en 635 pacientes de trauma, dependientes del nivel de sTM (trombomodulina soluble). La
Tabla 4b detalla resultados basados en 270 pacientes de trauma.

La Tabla 5 detalla resultados para pacientes de paro cardiaco sobre la base de n=169 pacientes resucitados de paro
cardiaco. La Tabla 5a detalla la proporcion de pacientes OHCA con sTM > 2.5-5-5 ng/ml en la admision. La Tabla 5b
detalla los cambios absolutos y proporcionales (mediana) en sTM de la admision y 24 h y 72 h mas adelante, en
sobrevivientes y no sobrevivientes al dia 28. La Tabla 5c detalla el valor predictivo de sTM en diferentes puntos de
tiempo para salida cognitiva pobre (CPC = 3 / mRS = 4), evaluada mediante analisis de ROC.

La Tabla 6 detalla resultados sobre la base de 571 pacientes STEMI sobre la proporcién de pacientes OHCA con sTM
> 2.5-5-5 ng/ml en la admisién a UCI.

La Tabla 7 detalla resultados sobre la base de dos cohortes diferentes (n=749 y n=184) de pacientes con sepsis/sepsis
severa/choque séptico, que muestra la proporciéon de pacientes sépticos con sTM > 2.5-5-5 ng/ml en la admisién a
UCI.

La Tabla 8 detalla un estudio de datos demograficos y niveles de trombomodulina en plasma y sangre entera de 10
voluntarios saludables.

Descripcion detallada

La presente invencion se refiere al tratamiento de pacientes criticamente enfermos de modo agudo. Los pacientes que
estan criticamente enfermos de modo agudo sufren de, por ejemplo, trauma severo incluyendo lesién por quemadura,
infeccion severa incluyendo sepsis y choque séptico, infarto agudo de miocardio, paro cardiaco resucitado, cirugia
mayor y/u otras condiciones que requieren cuidado de soporte de érgano/terapia de cuidado intensivo para sobrevivir,
es decir, terapia ventilatoria, infusion continua de fluidos o transfusién sanguinea, terapia vasopresora, etc.

Los inventores han descubierto que, independientemente del tipo de golpe dafiino, algunos pacientes criticamente
enfermos de modo agudo despliegan evidencia de una condicion médica unificadora comin que esta asociada con el
incremento en la mortalidad. En documentos de investigacion previos, por ejemplo [Johansson y Ostrowski, 2010], los
presentes inventores han sugerido que esta condicion médica unificadora comun es un diagnoéstico distinto que los
inventores han etiquetado ahora dafio endotelial sistémico.

Basados en sus hallazgos en miles de pacientes criticamente enfermos de modo agudo, los inventores descubrieron
que una gran fraccion de estos pacientes presentaron dafio endotelial sistémico, que a través de todos los pacientes
fue el marcador mas fuerte de mortalidad. Los presentes inventores han sugerido que la combinacion de enfermedad
critica aguda y dafio endotelial sistémico representa una novedosa entidad de enfermedad que los inventores llaman
ahora sindrome endoteliopatico sistémico, caracterizado por funcién de barrera vascular alterada y fuga capilar,
sangrado, hipotension, falla multiple de 6rgano y muerte en pacientes criticamente enfermos de modo agudo
[Johansson y Ostrowski 2010]. Se considera que un paciente tiene sindrome endoteliopatico sistémico cuando el
paciente sufre de enfermedad critica aguda y es diagnosticado con dafio endotelial sistémico.

La Figura 1 ilustra al nivel vascular, como un paciente criticamente enfermo de modo agudo con un incremento en

golpe dafino experimentara dafio progresivo al endotelio, dando como resultado pérdida/liberacion endotelial de
trombomodulina y consiguiente incremento en trombomodulina soluble (sTM) circulante. El dafio endotelial progresivo
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resultara clinicamente en funcion de barrera vascular alterada, fuga capilar, sangrado, hipotension, falla multiple de
organo y, finalmente, muerte. Adicionalmente se indica el progreso hipotético de sindrome endotelial sistémico.

La presente invencion demuestra que el dafio endotelial sistémico puede ser identificado y diagnosticado de una
manera simple usando el nivel de trombomodulina soluble en una muestra de sangre, como un marcador bioldgico
para la presencia o ausencia de dafio endotelial sistémico. Usando trombomodulina como un marcador bioldgico,
pueden identificarse rapidamente pacientes criticamente enfermos de modo agudo que presentan niveles de
trombomodulina en sangre por encima de un valor umbral dado, como individuos que sufren de dafio endotelial
sistémico; diferenciando mediante ello de una manera simple este grupo de pacientes, de los pacientes criticamente
enfermos de modo agudo que no sufren de dafo endotelial sistémico.

Ademas, la presente invencion demuestra que pacientes criticamente enfermos de modo agudo diagnosticados con
dafo endotelial sistémico pueden recibir de manera benéfica tratamiento temprano con composiciones que
comprenden prostaciclina o sus analogos, tales como prostaciclina (PGI2) y prostaciclina (PGX) o sus analogos tales
como por ejemplo iloprost, epoprostenol, epoprostenol sodio, treprostenil sodio, selexipag o beraprost; reduciendo de
ese modo de manera significativa el desarrollo de falla de 6rgano, mejorando la recuperacion completa de largo plazo
y reduciendo la mortalidad.

Una parte central de la presente invencion es una aproximacion de medicina personalizada para el tratamiento, es
decir, que solamente los pacientes criticamente enfermos de modo agudo que sufren de sindrome endoteliopatico
sistémico deberian ser tratados con prostaciclina o analogos, mientras los pacientes criticamente enfermos de modo
agudo sin sindrome endoteliopatico sistémico (con trombomodulina baja) no deberian ser tratados con prostaciclina o
sus analogos.

Dados los efectos directos de prostaciclina y sus analogos sobre el endotelio (descritos en detalle abajo), los inventores
sugieren que la infusion de baja dosis de prostaciclina puede ser usada para tratar el sindrome endoteliopatico
sistémico.

Abajo se describen los estudios de prueba de concepto de esta intervencién y su efecto sobre el endotelio, medido
por cambios en niveles circulantes de trombomodulina.

Los inventores sugieren que los analogos de prostaciclina deberian ser usados para el tratamiento de sindrome
endoteliopatico sistémico identificado en pacientes criticamente enfermos de modo agudo, mediante una prueba
rapida de medicion del nivel de trombomodulina circulante.

En mayor detalle, la presente invencion se refiere a un método para el diagndstico, usos de trombomodulina como un
marcador biolégico, un método de tratamiento; prostaciclina o un analogo de la misma para uso en tratamientos y
composiciones novedosos que comprenden prostaciclina o un analogo de la misma para uso en tratamientos
novedosos, todos de acuerdo con las realizaciones descritas en esta seccion en particular, y a través de la presente
divulgacion.

En un primer aspecto y realizacion se divulga un método para el diagnéstico para un individuo diagnosticado con una
enfermedad critica aguda, si el individuo es un candidato para el tratamiento de combinacion de cuidado estandar para
la enfermedad critica aguda en combinacion con administracion de prostaciclina o un analogo de la misma,
comprendiendo el método: medicion de una concentracion de linea base de trombomodulina soluble en sangre o
plasma del individuo; determinacion de si la concentracion de linea base de trombomodulina soluble en sangre o
plasma esta por encima de un nivel umbral de por lo menos 4 ng/ml; y diagnéstico del individuo como un candidato
para tratamiento de combinacioén, si la concentracion de linea base esta por encima del nivel umbral.

Este primer aspecto y realizacion de la invencion es detallado adicionalmente en las Figuras 7 y 8. En la Figura 7, este
primer aspecto y realizacion se refiere a los elementos 1 y 2, en la Figura 8 es ilustrado en la columna con el
encabezado "ldentificacion”.

Generalmente, la informacién contenida en las Figuras 7 y 8 es idéntica y el lector experto notara que en la Figura 7,
como se menciona, los elementos 1 y 2 corresponden a los elementos de la Figura 8 bajo el encabezado
"Identificacion”, mientras el elemento 3 de Figura 7 corresponde a los elementos de la Figura 8 bajo el encabezado
"Tratamiento", y los elementos 4 y 5 de la Figura 7 corresponden a los elementos de la Figura 8 bajo el encabezado
"Control".

La ventaja de la presentacion de la informacién de las Figuras 7 y 8 en estas dos maneras correspondientes sera
obvia inmediatamente para la persona experta. En la Figura 7 el énfasis esta sobre la naturaleza secuencial de los
tres componentes principales, "ldentificacion”, "Tratamiento" y "Control", que forman el concepto subyacente de la
presente invencion. Sin embargo, cuando la misma informacién es presentada como en la Figura 8, se torna
inmediatamente claro para la persona experta que cada uno de estos tres conceptos, identificacion, tratamiento, y
control, pueden ser manipulados individualmente dentro del alcance de la invencion.
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Como un ejemplo, el tratamiento con prostaciclina o un analogo de la misma de acuerdo con la divulgacion de la
presente invencion, puede ser iniciado inmediatamente por diagnostico del paciente con una enfermedad critica aguda,
sin dudar en obtener el diagndstico adicional de dafio endotelial sistémico a través de la mediciéon del nivel de
trombomodulina en el paciente. Esto acelera el inicio del tratamiento con prostaciclina o un analogo de la misma, y es
posible debido al bajo riesgo de un efecto adverso del tratamiento mencionado.

Cuando se inicia tratamiento rapido como se describié anteriormente, la primera medicién para identificacién de dafio
endotelial sistémico siguiendo la divulgacion de la presente invencion, también se torna la primera medicion de control,
dado que puede detenerse la aplicacion de dicho tratamiento a un paciente que no requiere tratamiento con
prostaciclina, una vez se han obtenido los primeros resultados de prueba.

Ejemplos
Estudios del endotelio en pacientes criticamente enfermos de modo agudo

Los inventores han investigado mas de 4,400 pacientes que sufren de trauma severo, sepsis, infarto agudo de
miocardio, paro cardiaco resucitado y cirugia mayor, incluyendo 1,750 pacientes con grados variables de sepsis. En
estos estudios los inventores encontraron que puede existir un vinculo comun vy critico entre la severidad de las
lesiones; desarrollo de coagulopatia y dafio endotelial progresivo (endoteliopatia) y mortalidad.

En los estudios anteriores, a través de los diferentes grupos de pacientes, los inventores encontraron que el dafio
celular endotelial, evidenciado por elevados niveles de trombomodulina soluble circulante, fue el marcador mas fuerte
para mortalidad.

De modo importante, a través de los grupos investigados de diferentes pacientes con enfermedad critica aguda, no
todos los pacientes desarrollaron sindrome endoteliopatico sistémico y estos pacientes, con baja trombomodulina
circulante, tuvieron un excelente resultado con elevadas ratas de supervivencia. Esto origind que los inventores se
dieran cuenta de que en algunos casos el sindrome endoteliopatico sistémico puede ser el resultado de enfermedad
critica aguda tal como, por ejemplo, trauma severo, sepsis, infarto agudo de miocardio, paro cardiaco resucitado y
cirugia mayor u otros tipos de enfermedad critica aguda, pero que este resultado no se da necesariamente.

De manera consecuente, a los pacientes que presentan enfermedad critica aguda concurrente y elevados niveles de
trombomodulina circulante por encima de un limite umbral critico dado, puede diagnosticarseles que presentan
sindrome endoteliopatico sistémico.

Para sorpresa de los inventores, han descubierto ahora adicionalmente que los pacientes que presentan sindrome
endoteliopatico sistémico, es decir, que presentan una enfermedad critica aguda y elevados (por encima de un umbral
dado) niveles de trombomodulina en la sangre, se beneficiaran del tratamiento con prostaciclina o sus analogos, con
el propdsito de curar o aliviar la enfermedad critica aguda sufrida y disminuir la mortalidad de pacientes en situaciones
donde los pacientes que presentan la misma enfermedad critica aguda, pero no presentan el diagndstico adicional de
dafo endotelial sistémico como evidencia de un elevado (por encima de un umbral dado) nivel de trombomodulina en
la sangre, no lo haran.

Muchos pacientes criticamente enfermos de modo agudo estan en choque es decir, una condicion médica de
emergencia en la cual los tejidos y 6rganos del cuerpo estan privados de oxigeno debido a inadecuado flujo de sangre.

Hay cuatro etapas de choque: inicial, compensatoria, progresiva y de refraccion. En la etapa inicial, la hipoperfusion
causa hipoxia que es seguida por mecanismos fisiolégicos de compensacion, incluyendo mecanismos neurales
(incluyendo activacion simpatoadrenal) y hormonales, en un intento por devolver la condicion. Si la condicion es no es
devuelta, procedera hasta la etapa progresiva donde los mecanismos de compensaciéon comienzan a fallar, dando
como resultado perfusion celular de tejido y de 6rgano severamente reducida y una elevacion del metabolismo
anaerodbico. Finalmente esto conducira a fuga de fluido y proteina hacia los tejidos y por pérdida de este fluido
(intravascular), la concentracion y viscosidad de la sangre se incrementara, causando formacion de lodo de la
microcirculacion. También, la vasoconstriccion prolongada causara el compromiso de los 6rganos vitales, debido a la
perfusion reducida. En la etapa final de refraccion, los érganos vitales habran fallado y el choque ya no puede ser
devuelto.

Todas las etapas del choque estan asociadas con perturbaciones endoteliales sistémicas que varian desde la
activacion y dafio reversibles hasta lesion extensa irreversible. Por ello, los presentes inventores se han dado cuenta
de que la administracion de prostaciclina o un analogo de la misma a pacientes criticamente enfermos de modo agudo
de acuerdo con la ensefianza de la presente emulacién, servira a través de sus efectos benéficos sobre el endotelio
vascular y sus efectos citoprotectores, como una terapia antichoque.

Prueba y tratamiento

Pacientes criticamente enfermos de modo agudo
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Los pacientes que estan criticamente enfermos de modo agudo sufren de, por ejemplo, trauma severo, incluyendo
lesiéon por quemadura, infeccién severa incluyendo sepsis y choque séptico, infarto agudo de miocardio, paro cardiaco
resucitado, cirugia mayor y otras condiciones que ocurren inmediatamente y requieren cuidado de soporte de 6érgano
para sobrevivir es decir, terapia de ventilacion, infusion continua de fluido o transfusion sanguinea, terapia
vasopresora, etc.

Cuando un paciente criticamente enfermo de modo agudo requiere cuidado de emergencia para ir a la hospitalizacion
o es admitido en el hospital (el Departamento de Emergencias, el Centro de Trauma u otro Departamento que tiene el
contacto inicial con el paciente) o cuando un paciente hospitalizado se torna criticamente enfermo de modo agudo en
el hospital (paro cardiaco (IHCA) en el hospital, desarrollo repentino de choque séptico en el hospital, etc.), se toma
una muestra de sangre para la medicion de trombomodulina, tan pronto como sea posible, es decir, durante el
transporte del paciente al hospital o dentro de minutos hasta horas a partir de la admisién en el hospital o el
reconocimiento en el hospital de la enfermedad critica aguda. En el mismo momento el paciente recibe cuidado
estandar para la enfermedad critica aguda es decir, ventilacion, terapia de fluidos, transfusiéon sanguinea, antibiéticos,
terapia de vasopresor, cirugia de control de dafio, farmacos especificos usados para la enfermedad critica aguda
especifica, por ejemplo inhibidores de plaquetas y anticoagulantes en paro cardiaco causado por infarto de miocardio.

De manera 6ptima, la muestra de sangre del paciente es tomada dentro de los primeros minutos u horas antes de la
hospitalizaciéon o dentro de los primeros minutos u horas después de la admisiéon/reconocimiento de la enfermedad
critica aguda. Sin embargo, pueden ser todavia relevantes las muestras de sangre tomadas hasta 12 horas después
de la admision/reconocimiento de enfermedad critica aguda.

Prueba de trombomodulina

La muestra de sangre entera es colocada inmediatamente en una centrifuga (por ejemplo 3000 rpm durante 10
minutos) para separar la fase de plasma de la fase de células de la sangre. Se toma con pipeta un pequefio volumen
de la fraccion de plasma (por ejemplo de 10-200 pl) sobre un inmunoensayo por ejemplo un ensayo de
inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA). Los ensayos de ELISA disponibles actualmente requieren
aproximadamente 1 h de incubacién con la muestra del paciente, después de ello incubacién durante 30 min con
reactivo de deteccion y después de ello incubacion durante 15 min con solucién de sustrato antes de que pueda leerse
la placa de ELISA mediante un lector de ELISA, correspondiente a un tiempo total de ensayo de menos de 2 horas.
La concentracion de trombomodulina en la muestra de paciente es calculada comparando el resultado del ensayo, por
ejemplo absorbancia en la muestra, con muestras de referencia con una concentracion conocida de trombomodulina
(una curva estandar).

Cuando se ha determinado la concentracién de trombomodulina en la muestra de plasma del paciente, ésta estara
por encima o por debajo del nivel umbral predeterminado de por lo menos 4 ng/mi.

° Pacientes con valores de trombomodulina por encima del nivel umbral sufren de sindrome endoteliopatico
sistémico y son candidatos para tratamiento con prostaciclina y sus analogos.
. Pacientes con valores de trombomodulina por debajo del nivel umbral no tienen dafio endotelial sistémico y

no seran candidatos para tratamiento con prostaciclina y sus analogos.

Preferiblemente, la prueba de trombomodulina es una prueba rapida de punto de cuidado (POC) basada en entrada
de sangre entera, de modo que se coloca una gota de sangre entera sobre, por ejemplo, un ensayo de flujo lateral
(barra) u otra plataforma de inmunoensayo como, por ejemplo, cartuchos a base de tecnologia de microfluidos, para
desplegar un resultado dentro de 2-5 minutos que reporta si un paciente tiene un nivel de trombomodulina por encima
por debajo de un nivel umbral predeterminado.

Tratamiento de inicio

Inmediatamente después de que el resultado de la prueba esta disponible, es decir, de minutos a aproximadamente
2-3 horas después de la toma de muestra de sangre antes de la hospitalizacion o de la admision del
paciente/reconocimiento de la enfermedad critica aguda cuando se usa el ensayo ELISA descrito anteriormente o 15-
30 min después de la toma de muestra de sangre antes de la hospitalizacion o admision del paciente/reconocimiento
de la enfermedad critica aguda, si se usa prueba rapida de sangre entera o ensayo POC como se describid
anteriormente, el paciente inicia tratamiento con una infusién intravenosa de prostaciclina o sus analogos en una dosis
de 0.5-4 ng/kg/min, preferiblemente 1-2 ng/kg/min .

Para administrar el tratamiento a través de un sistema de infusion intravenosa, la prostaciclina o sus analogos tienen
que ser diluidos en un medio apropiado de infusiéon (por ejemplo solucion salina al 0.9 %) para obtener una
concentracion apropiada de prostaciclina y sus analogos en el fluido de infusion, o la prostaciclina y sus analogos
estan disponibles en una solucion de infusién apropiada lista para el uso.
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Una cantidad apropiada de prostaciclina y sus analogos diluida en el fluido de infusion intravenosa corresponde a una
dosis ajustada al peso de 24-30 horas en un volumen pequefio, por ejemplo, 100-500 ml. Por ejemplo, en un paciente
con un peso corporal de 70 kg tratado por 24 horas con 1 ng/kg/min de prostaciclina y sus analogos como una infusion
intravenosa de 4 ml/hora, esto corresponde a una concentracion de prostaciclina y sus analogos de 105 pug/100 ml en
la bolsa de division de infusion (1 ng/kg/min * 70 kg * 60 min * 25 horas = 105,000 ng/100 ml = 105 ug/100 ml).

Para cada 24 horas, se preparara una nueva dilucion de infusion de prostaciclina y sus analogos y se administrara
(como se describid anteriormente) como infusion intravenosa continua al paciente por las siguientes 24 horas.

El equipo de tratamiento (equipo de emergencia antes de la hospitalizacion, médicos, enfermeras, etc.) tienen
instrucciones simples sobre cémo preparar una dilucién de infusién apropiada del tratamiento para un paciente con un
peso dado. Las instrucciones deberian ser flexibles de modo que el equipo de tratamiento pueda administrar el
tratamiento como una infusién de volumen fijo (con concentracion variable de prostaciclina y sus analogos en el fluido
de infusion, ajustada al peso del paciente) o una infusion de volumen variable (con una concentracion fija de
prostaciclina y sus analogos en el fluido de infusion), dependiendo del tipo de infusiéon que el equipo de tratamiento
use normalmente antes de la hospitalizacion o en su Departmento/UCI/pabellon.

Durante el tratamiento con prostaciclina y sus analogos el paciente recibe estandar normal de cuidado, es decir,
cuidado de soporte por ejemplo ventilacion, terapia de fluido, transfusién sanguinea, antibidticos, terapia de
vasopresor, cirugia de control de dafio, farmacos especificos usados para la enfermedad critica aguda especifica, etc.
la terapia es asi afiadida al régimen de tratamiento de estandar normal de cuidado.

De manera 6ptima, la infusion intravenosa con prostaciclina o sus analogos en la dosis deberia comenzar tan pronto
como sea posible después de que estan disponibles los resultados de la prueba de trombomodulina, es decir, dentro
de 30 min - 12 horas después de conocidos los resultados de la prueba, antes de la hospitalizacién asi como en el
hospital. El tiempo para la prueba no deberia exceder 6 horas después de la presentacion.

Vigilancia sobre la respuesta al tratamiento y decision sobre la longitud del tratamiento

La infusion intravenosa con prostaciclina y sus analogos deberia continuar por un minimo de 72 horas (3 dias) hasta
varias semanas.

Después de los primeros 3 dias de tratamiento deberia medirse el nivel de trombomodulina circulante, para revelar si
este ha disminuido, se ha incrementado o ha permanecido sin modificaciéon, comparado con el valor de la linea base
(pretratamiento). Si el nivel de trombomodulina han disminuido frente a la linea base (por ejemplo una caida de 10 %
o preferiblemente de 20 % o mas) y, juzgado clinicamente por el médico que lo atiende, el paciente ha mejorado (por
ejemplo, disminucion en la necesidad de cuidado de soporte), puede suspenderse la infusion intravenosa con
prostaciclina y sus analogos, de modo que el paciente reciba solo cuidado estandar. Si, sin embargo, el nivel de
trombomodulina se ha incrementado (incremento > 10 %) o permanecido sin modificacion frente a la linea base o,
juzgado clinicamente por el médico que lo atiende, el paciente no ha mejorado (por ejemplo, incremento en la
necesidad de cuidado de soporte), deberia continuarse con la infusion intravenosa con prostaciclina y sus analogos,
por las siguientes 24 horas como un adicional al cuidado estandar.

Después de otro tratamiento por 24 horas (tratamiento total de 4 dias), deberia medirse el nivel de trombomodulina
circulante, para revelar si este ha disminuido, se ha incrementado o ha permanecido sin modificaciéon, comparado con
el valor de la linea base (pretratamiento). Si el nivel de trombomodulina han disminuido frente a la linea base (por la
caida mencionada anteriormente >10 % o, preferiblemente, por la caida mencionada anteriormente >20 %) y, juzgado
clinicamente por el médico que lo atiende, el paciente ha mejorado (por ejemplo, disminucién en la necesidad de
cuidado de soporte), puede suspenderse la infusion intravenosa con prostaciclina y sus analogos. Si, sin embargo, el
nivel de trombomodulina ha aumentado (incremento > 10 %) o permanecido sin modificacién frente a la linea base o,
juzgado clinicamente por el médico que lo atiende, el paciente no ha mejorado (por ejemplo, incremento en la
necesidad de cuidado de soporte), deberia continuarse con la infusién intravenosa con prostaciclina y sus analogos,
por las siguientes 24 horas como un adicional al cuidado estandar.

Este bucle de tratamiento con prostaciclina guiado por trombomodulina contintia durante hasta varias semanas, o
hasta que el paciente se ha recuperado clinicamente en extension que permite su salida de la UCI o recibe un cédigo
de recitacién-paro o muere.

Después del ultimo tratamiento de 24 horas (hasta un tiempo total de tratamiento de hasta varias semanas), se
suspende la infusidn intravenosa con prostaciclina y sus analogos.

Durante el tratamiento con prostaciclina y sus analogos, el paciente recibe estandar de cuidado.

De manera 6ptima, deberian medirse los valores de trombomodulina sobre una base diaria, para decidir si debiese
continuarse con el tratamiento basis por otras 24 horas o deberia cesar.
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Ejemplo 1 - Evidencia de enlace mecanistico

Un enlace mecanistico entre sindrome endoteliopatico sistémico y mortalidad en pacientes criticamente enfermos de
modo agudo fue indicado primero por los inventores en un estudio de ~1,200 pacientes sépticos, a quienes se hizo
seguimiento diariamente con muestras de sangre desde la admision a la unidad de cuidado intensivo (UCI) y por los
siguientes cuatro dias. En este caso, los inventores observaron que los pacientes que tuvieron una reduccién en sus
niveles de trombomodulina soluble (un marcador bruto reconocido de dafio celular endotelial), tuvieron durante aquel
tiempo un incremento en la rata de supervivencia, comparado con pacientes con niveles estables o crecientes de
trombomodulina, como un indicador de dafio endotelial continuado. De manera similar, los inventores encontraron que
pacientes, y a través de todos los pacientes, que sufrian de infeccion severa (desde infeccion local hasta choque
séptico), trauma, infarto agudo de miocardio o paro cardiaco resucitado, todos presentes con el mismo tipo de dafio
endotelial sistémico, los inventores encontraron que trombomodulina es el marcador mas fuerte para mortalidad.

Conjuntamente esto soporta la nueva nocion relevante para la presente invencion, de que diferentes tipos de pacientes
criticamente enfermos de modo agudo pueden desarrollar la misma enfermedad, sindrome endoteliopatico sistémico,
que puede ser diagnosticada mediante determinacion clinica de una enfermedad critica aguda y elevados niveles de
trombomodulina soluble circulante.

Evidencia para el uso médico de prostaciclina y sus analogos para el tratamiento de sindrome endoteliopatico
sistémico

Los inventores han investigado el potencial antitrombdtico de prostaciclina con ensayos funcionales homeostaticos
con sangre entera, que han probado tener con relacién con condiciones de sangrado clinico y requerimientos de
transfusion (trombelastografia (TEG) y agregometria de impedancia (Multiplate)) y descubrieron que,
sorprendentemente, la infusién de baja dosis de prostaciclina no tenia efectos antitromboéticos medibles.

Los inventores investigaron (WO 2013/143548, ejemplos 2 y 3) voluntarios saludables y enfermedad critica aguda y
encontraron que en voluntarios saludables, la infusion de 1-4 ng/kg/min de prostaciclina no tuvo influencia en la
formacion de coagulo ni en la agregacion de plaquetas. Ademas, en pacientes criticamente enfermos de modo agudo
que soportaron cirugia abdominal mayor (Ejemplo 6) que soportaron PCl después de infarto agudo de miocardio
[Holmvang et al 2012, Ejemplo 5], la infusion de 0.5-1 ng/kg/min prostaciclina no tuvo influencia en la formacion de
coagulo ni en la agregacion de plaquetas.

De manera importante, los inventores encontraron sorprendentemente que la infusion intra- y postoperativa de
prostaciclina estaba asociada con mejora en la formacién de coagulo en pacientes que soportaron cirugia abdominal
mayor (Ejemplo 6). El hallazgo de que la infusion de baja dosis de prostaciclina (0.5-1 ng/kg/min) en pacientes
criticamente enfermos de modo agudo, no compromete la hemostasis o induce sangrado o eventos adversos
relacionados con hemostasis alterada, esta de acuerdo con varios otros estudios de pacientes criticamente enfermos
de modo agudo, tratados con infusién de baja dosis de prostaciclina por horas a dias (0.5-4 ng/kg/min): pacientes con
lesiéon cerebral (0.5-2 ng/kg/min durante hasta 72 horas) [Grande et al 2000; Naredi et al 2001], pacientes con
trasplante de higado (4 ng/kg/min durante 6 dias y 1 ng/kg/min durante 7 dias, respectivamente) [Barthel et al 2012;
Neumann et al 1999], pacientes con CABG (2 ng/kg/min durante hasta 48 horas) [Morgera et al 2002], pacientes con
choque séptico (1 ng/kg/min durante 24 h y un indice cardiaco de dosis creciente 15 % (1-2 ng/kg/min) durante varias
horas, respectivamente) [Kiefer et al 2001; Lehmann et al 2000], pacientes que soportaron cirugia para isquemia aguda
de miembro inferior (0.5-2 ng/kg/min durante 6 horas/dia durante 4-7 dias) [de DG et al 2006; de DG et al 2007] y
pacientes que soportaron reparacion abierta electiva de aneurisma adrtico abdominal (0.8-1.2 ng/kg/min durante 72 h)
[Beirne et al 2008].

En conclusion, se ha hallado ahora que la prostaciclina inhibe de manera dependiente con la dosis la agregacion de
plaquetas, pero la infusion de baja dosis de prostaciclina (hasta 4 ng/kg/min) no compromete la hemostasis o induce
sangrado o eventos adversos relacionados con alterada y pacientes criticamente enfermos de modo agudo.

Ejemplo 2 - Reevaluacion de un estudio de la técnica previa

Estudio de voluntarios saludables: seguridad y eficacia de infusion i.v. de 4 ng/kg/min de Flolan® en sujetos saludables,
reportado en el documento WO 2013/143548.

El estudio fue conducido investigando la influencia de 2 horas de infusion i.v. de Flolan® (epoprostenol sodio, analogo
de prostaciclina) a una dosis de 4 ng/kg/min en ocho voluntarios masculinos saludables.

En el estudio se evalud la funcidon endotelial, por ejemplo midiendo los niveles en plasma de biomarcadores
endoteliales derivados, mediante kits de ELISA disponibles comercialmente. Se investigaron biomarcadores indicando:
dafo de glicocalix endotelial (sindecano-1), dafio de célula endotelial (trombomodulina) o necrosis (nucleosomas,
HMGB1), activacion de célula endotelial (PAI-1) y anticoagulacion de célula endotelial (proteina C, antitrombina)
(Figura 2).
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En la dosis administrada, la prostaciclina no cambio la presion sanguinea o la rata cardiaca frente a los valores de
linea base en ningin momento durante el periodo de estudio. Ademas, no se observaron cambios en valores de
Multiplate y TEG comparando con los valores de la linea base y posteriores, indicando que 4 ng/kg/min de infusion i.v.
de prostaciclina no influye en la hemodinamia o hemostasis.

Se observé que la dosis administrada de prostaciclina tenia un efecto protector endotelial, evidenciado por una
disminucion marcada en el nivel de trombomodulina circulante, un efecto que parecié prolongarse continuando por
varias horas después de la suspension de la infusién de prostaciclina. También, el nivel circulante de proteina C
disminuyd en las horas posteriores a la suspension de la infusiéon de prostaciclina indicando que la prostaciclina mejoré
la activacion de proteina C. El nivel circulante de PAI-1, un inhibidor de fibrindlisis desprendido del endotelio activado,
también disminuyd adicionalmente indicando que la infusion de prostaciclina desactivd el endotelio y mejord la
fibrindlisis endégena. Finalmente, el nivel circulante de antitrombina disminuyd, indicando que una mayor cantidad de
antitrombina estaba unida al glicocalix endotelial en vez de estar circulando en su forma soluble es decir, suministrando
al endotelio propiedades anticoagulantes mejoradas.

El hallazgo de que la dosis administrada de prostaciclina estaba asociada con disminuciones concurrentes en
trombomodulina, proteina C, PAI-1 y antitrombina circulantes en individuos sanos es reportado en esta memoria como
una prueba de concepto del efecto protector endotelial importante de prostaciclina, por su capacidad para tratar el
sindrome endoteliopatico sistémico.

Conclusion:

En este estudio los inventores encontraron que la infusion i.v. de un analogo de prostaciclina a una dosis aplicada
clinicamente de manera amplia (4 ng/kg/min) no influyé en la hemodinamia ni en la competencia hemostatica de
sangre entera. El hallazgo de que el analogo de prostaciclina protegio el endotelio soporta la nocién, segun la cual la
administracion de baja dosis de prostaciclina o analogos de prostaciclina, en particular administracion iv, es util para
el tratamiento de sindrome endoteliopatico sistémico.

Ejemplo 3 - Reevaluacion de un estudio de técnica anterior

Estudio con voluntarios saludables: eficacia de infusion de 1 ng/kg/min de llomedin® i.v. en sujetos sanos. Reportado
en el documento WO 2013/143548.

Se reportdé un estudio investigando la influencia de infusién por 2 horas de llomedin® (iloprost, analogo de
prostaciclina) i.v. a una dosis de 1 ng/kg/min en ocho voluntarios masculinos saludables. Se recolectaron muestras de
sangre para la funcion endotelial, en los siguientes puntos de tiempo: antes de la infusién (0 h), después de 30 min de
infusién (30 min), inmediatamente después de suspender la infusidn (2 h) y 2 horas después del fin de infusion de
iloprost.

Se evalué la funcién endotelial midiendo los niveles en plasma de biomarcadores endoteliales derivados mediante kits
ELISA disponibles comercialmente. Se investigaron biomarcadores indicando: dafio de glicocalix endotelial
(sindecano-1), dafio de célula endotelial (trombomodulina) y anticoagulacion de célula endotelial (proteina C). Ademas,
se midio la concentracion en plasma de prostaciclina (Figura 3).

La dosis administrada de iloprost tuvo un efecto protector endotelial evidenciado por una disminuciéon marcada en el
nivel circulante de trombomodulina, un efecto que parecié ser prologado prolongado continuando por varias horas
después de suspender la infusidn de iloprost. También, los niveles circulantes de proteina C y Sindecano-1, este ultimo
un biomarcador de dafio de glicocalix, disminuyeron durante la infusion de iloprost, indicando que la prostaciclina
mejorod la activacion de proteina C (dando como resultado una declinacién en la forma no activada de proteina C) y
protegio el glicocalix. Finalmente, el nivel circulante de prostaciclina incrementé en aproximadamente 15 % durante la
infusion de iloprost, confirmando que mediante infusidn de baja dosis de 1 ng/kg/min de iloprost se obtuvieron
incrementos sistémicamente detectables en prostaciclina.

Conclusioén:

Este estudio soporta la nocién segun la cual un efecto protector endotelial de infusion i.v. de baja dosis con un analogo
de prostaciclina (1 ng/kg/min, iloprost, ilomedin®) soporta la capacidad de administraciéon de baja dosis de prostaciclina
0 analogos de prostaciclina, en particular administracion iv, para tratamiento de sindrome endoteliopatico sistémico.

Ejemplo 4 - Reevaluacion de técnica previa

Estudio de paciente: seguridad y eficacia de infusion de prefiliro de Flolan® en pacientes criticamente enfermos
[Windelov et al 2010]
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Ademas, en un estudio retrospectivo de pacientes de cuidado intensivo que necesitan terapia de reemplazo renal
continuo, los inventores encontraron que los pacientes que recibieron prostaciclina en el filtro de dialisis tenian menor
mortalidad al dia 30, comparada con pacientes que recibieron heparina en el filtro como un anticoagulante (21 % vs.
39 %)

Los inventores condujeron un estudio retrospectivo de pacientes criticamente enfermos tratados o no tratados con
infusion de prostaciclina durante su estadia en la unidad de cuidado intensivo (UCI) [Windelov et al 2010]. Noventa y
cuatro pacientes criticamente enfermos admitidos en la UCI por complicaciones médicas o quirdrgicas, soportaron
hemofiltracién (terapia de reemplazo renal continuo, CRRT) con o sin tratamiento concomitante de Flolan®
(epoprostenol sodio, analogo de prostaciclina). Se administrd Flolan® a una baja dosis (5 ng/kg/min) en los filtros para
prevenir la coagulacion de estos y en consecuencia, hubo sélo un derrame menor de Flolan® a la circulacion sistémica.

El estudio revel6 que los dos grupos (prostaciclina vs heparina) fueron comparables respecto a la severidad de la
enfermedad (puntaje APACHE II) en la admision a la UCI, pero durante su estadia en la UCI (antes de CRRT), los
pacientes con prostaciclina parecieron mas severamente enfermos, evidenciado por mas pacientes que tenian choque
séptico, coagulacion intravascular diseminada (DIC), trombocitopenia severa y un menor recuento de plaquetas al
inicio de la hemofiltracion (Tabla 1).

Durante la CRRT con prostaciclina o heparina, el recuento de plaquetas aumenté en los pacientes con prostaciclina,
mientras descendié en los pacientes con heparina, indicando reduccion en la severidad de la enfermedad en los
pacientes tratados con prostaciclina (Tabla 1). De manera importante, cuando se compara la mortalidad, los pacientes
con prostaciclina tendieron a tener disminucion en la mortalidad a 30 dias (21 % vs. 39 %, p = 0.12), 90 dias (34 % vs.
53 %, p = 0.10) y 365 dias (38 % vs. 57 %, p = 0.09).

Conclusion:

El hallazgo del incremento en el recuento de plaquetas y disminucion en la mortalidad en los pacientes de CRRT que
recibieron prostaciclina en los filtros, indican que el menor derrame de prostaciclina hacia la circulaciéon sistémica
influye benéficamente al endotelio en pacientes criticamente enfermos de modo agudo, limitando el consumo de
plaquetas, oclusion microvascular, falla de 6rgano y mortalidad, es decir, distintivos de sindrome endoteliopatico
sistémico.

Ejemplo 5 - Reevaluacion de técnica anterior

Estudio de paciente: seguridad y eficacia de infusion i.v. de 0.5 ng/kg/min de llomedin® en pacientes de PCI [Holmvang
et al 2012]

Los inventores condujeron un ensayo clinico doble ciego controlado de placebo aleatorizado, investigando la seguridad
y eficacia de infusién durante 24 horas de ilomedin® i.v. (iloprost, analogo de prostaciclina) a una dosis de 0.5
ng/kg/min, comparado con placebo en 17 pacientes con infarto agudo de miocardio (AMI), soportando intervencion
coronaria percutanea (PCIl) con implantacion de canula endoluminal [Holmvang et al 2012]. Los pacientes
aleatorizados a terapia de 24 horas activa (n=9) o placebo (n=8) fueron evaluados respecto a hemodinamia, eventos
de sangrado y para hemostasis funcional en sangre entera (Multiplate, TEG) y funcidon endotelial, en muestras de
sangre tomadas antes de la infusion de iloprost (linea base), durante la infusion (1 h, 6 h'y 24 h) y 24 horas después
de detener la infusion de iloprost (48 h).

El sangrado fue evaluado mediante el criterio GUSTO (severo, moderado, suave, ninguno) y la hemostasis fue
evaluada mediante Multiplate y TEG de acuerdo con las recomendaciones de los fabricantes. La funcion endotelial fue
evaluada midiendo los niveles en plasma de biomarcadores endoteliales derivados mediante kits de ELISA disponibles
comercialmente. Se investigaron los biomarcadores que indican: dafio de glicocalix endotelial (sindecano-1), dafio de
célula endotelial (trombomodulina), activacion de célula endotelial (sE-selectin, ICAM-1) y anticoagulacion (proteina
C).

El estudio reveld que los pacientes en los dos grupos (iloprost vs placebo) eran comparables respecto a demografia 'y
severidad de enfermedad de linea base. Ademas, no se observaron diferencias en hemodinamia, eventos de
sangrado, Multiplate o TEG, entre grupos durante o después de la infusién de iloprost.

De manera importante, los inventores encontraron que sE-selectin, un biomarcador que refleja activacion endotelial,
disminuyo significativamente desde la linea base a 48 h en los pacientes de iloprost, mientras aumenté en los pacientes
de placebo (Figura 4), diferencia entre grupos de pacientes p = 0.008), indicando un efecto protector endotelial de
iloprost que contintia después de la suspension de la infusion de iloprost.

Conclusion:

Los pacientes de PCI con AMI tratados con infusion i.v. de 24 horas de prostaciclina desplegaron evidencia de
reduccion prolongada en activacion endotelial que contintia 24 horas después de la suspension de la infusion. La
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infusion de prostaciclina no influye negativamente en la hemodinamia, eventos de sangrado o hemostasis. Este estudio
soporta la nocion de que la infusion i.v. prolongada de baja dosis de prostaciclina en pacientes criticamente enfermos
de modo agudo es segura y efectiva en la proteccion del endotelio, y por ello capaz de tratar sindrome endoteliopatico
sistémico.

Ejemplo 6 - seguridad y eficacia de i.v. 1 ng/kg/min

Estudio de paciente: seguridad y eficacia de infusion i.v. de 1 ng/kg/min de llomedin® en pacientes de Whipple (cirugia
abdominal mayor)

Los inventores condujeron un ensayo clinico doble ciego controlado de placebo aleatorizado, investigando seguridad
y eficacia de infusion i.v. intra- y postoperativa de ilomedin® (iloprost, analogo de prostaciclina) a una dosis de 1
ng/kg/min comparada con placebo en 16 pacientes que soportaron cirugia de Whipple en Rigshospitalet, un hospital
universitario de ensefianza de nivel terciario en Copenhage, Dinamarca. El criterio de inclusién fueron adultos (edad
218 afios) que soportaron cirugia de Whipple sobre la base de indicacion quirdrgica debido a cancer/displasia, poliposis
adenomatosa familiar o inflamacién/pancreatitis. Sin embargo, todos los pacientes incluidos tuvieron cancer como una
indicacion quirdrgica: C. pancreas n=12; C. papilla vateri n=2; C. ductus choledochus n=1; colangiocarcinoma n=1.
Los pacientes fueron aleatorizados para recibir infusion i.v. con iloprost (1 ng/kg/min , tratamiento activo, n=8) o
solucion salina (0.9 %, tratamiento con placebo, n=8) a un volumen igual durante la cirugia (intraoperativa: mediana ~
5 horas) y 6 horas después de la cirugia (postoperativa), dando un tiempo total de infusién activa/placebo de ~11
horas.

Se evaluaron datos sobre demografia, comorbilidades, tiempo quirirgico y mortalidad al dia 28. Se midio
continuamente la hemodinamia (rata cardiaca (HR), presion arterial sistolica, diastolica y promedio (SBT, DBT, MAP))
o en la linea base, final de la cirugia y 6 h y 24 h postoperativa (resistencia vascular sistémica (SVR), volumen de
golpe (SV), presion venosa central (CVP)). Se registraron el volumen y nimero de unidades de concentrados de
células sanguineas rojas (RBC), plasma y plaquetas administrados, al final de la cirugia, 6 h y 24 h postoperativos. Se
evaluo el volumen de sangrado intraoperativo y 6 h y 24 h postoperativo. Se registré el volumen de cristaloides y
coloides (sdlo se permitié albumina), junto con la salida de orina, intraoperativos y 6 h y 24 h postoperativos.

Se recolectaron muestras de sangre para evaluacion de hemostasis funcional de sangre entera (TEG) y funcion
endotelial, antes de comenzar la infusion con estudio de farmaco (linea base), al final de la cirugia (postop) y 6 h
después de la cirugia, justo antes de suspender el estudio de infusién de farmaco (6 h). Se ha de considerar muestras
de sangre para bioquimica de rutina (hemoglobina, creatinina y lactato) en la linea base, postop y 6 h'y 24 h
postoperativa.

Se ejecutd TEG de acuerdo con las recomendaciones de los fabricantes. Se evalud la funcién endotelial, midiendo los
niveles en plasma de biomarcadores endoteliales mediante kits de ELISA disponibles comercialmente. Se investigaron
biomarcadores indicando: dafios de glicocalix endotelial (sindecano-1), dafio de celda endotelial (trombomodulina) y
necrosis (nucleosomas).

Comparando pacientes con iloprost y placebo, no se encontraron diferencias respecto a la demografia, comorbilidades,
indicacion quirirgica o mortalidad al dia 28. Ademas, los grupos recibieron un volumen similar de fluidos intra- y
postoperativos y desplegaron cambios comparables en hemodinamia.

Sin embargo, respecto a los requerimientos de transfusion, hemostasis y funcién endotelial, sorprendentemente los
inventores encontraron diferencias mayores entre los grupos de tratamiento, dado que los pacientes de iloprost tenian
requerimientos reducidos de transfusion RBC, incrementos reducidos en lactato, hemostasis funcional mejorada y
reducido dafio endotelial (Figura 5abc).

Asi, brevemente, los pacientes con placebo recibieron mas RBC intra- y postoperativa, comparada con los pacientes
con iloprost (mediana 0 ml (IQR 0-163) vs. 695 ml (IQR 0-969), p = 0.083) y un volumen significativamente mayor de
RBC desde el arribo al pabellén postoperativo y 6 h de modo postoperativo (pacientes con iloprost 0 ml (IQR 0-0) vs.
pacientes con placebo 115 ml (IQR 0-296), p = 0.027). Ademas, los pacientes con placebo tendieron a tener mas baja
hemoglobina postoperativa, comparados con pacientes con iloprost (mediana 6.2 mmol/l (IQR 5.9-6.4) vs. 6.7 mmol/l
(IQR 6.5-7.7), p = 0.058) y de modo postoperativo el lactato aumenté en pacientes con placebo, pero permanecio sin
modificacion en pacientes con iloprost, indicando que la infusidon de iloprost mejord la perfusion microvascular.
Considerando la competencia hemostatica, los pacientes con placebo desplegaron competencia hemostatica
intraoperativa alterada, dado que la firmeza maxima del coagulo TEG disminuy6 de modo intraoperativo en pacientes
con placebo (p = 0.034), mientras permanecit estable en pacientes con iloprost (p = NS).

De manera importante, los inventores encontraron que los pacientes con iloprost desplegaron evidencia de proteccion
endotelial mejorada y disminucion en el dafio endotelial, comparados con pacientes con placebo (Figura 5abc), dado
que los niveles de trombomodulina y nucleosoma, marcadores de dafio de célula endotelial y necrosis, aumentaron
significativamente mas en pacientes con placebo intra- y postoperativos, comparado con pacientes con iloprost (Figura
5ab). También, los inventores observaron una tendencia hacia mayores niveles de sindecano-1 en pacientes con
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placebo, comparados con pacientes con iloprost (Figura 5c) indicando que el iloprost protegioé el glicocalix. Juntos
estos hallazgos indican que la infusion de iloprost ejercié un efecto protector endotelial en pacientes de cirugia
criticamente enfermos de modo agudo.

Conclusion:

Los pacientes de Whipple tratados con infusion de iloprost de modo intra- y postoperativo recibieron menos
transfusiones RBC, tuvieron capacidad hemostatica mejorada, perfusion microvascular mejorada y evidencia de
disminucion en el dafio endotelial, soportando conjuntamente una capacidad de infusién de prostaciclina para tratar
sindrome endoteliopatico sistémico.

Ejemplo 7 - Reevaluacion de técnica previa

Los inventores han medido niveles de trombomodulina soluble en plasma de sangre de 2,118 pacientes criticamente
enfermos de modo agudo que sufren de trauma, infarto de miocardio, paro cardiaco, sepsis, sepsis severa y choque
séptico (Tabla 2). La muestra de sangre para la medicion de trombomodulina fue tomada inmediatamente en la
admision al hospital o inmediatamente después de la observacion de la ocurrencia de la enfermedad critica aguda.

Los inventores descubrieron que los pacientes criticamente enfermos de modo agudo podian ser estratificados en un
grupo con baja rata de mortalidad y un grupo con elevada rata de mortalidad, sobre la base del nivel de trombomodulina
medido. Asi, un elevado nivel de trombomodulina en plasma de sangre fue asociado con elevada mortalidad al dia 28,
mientras un bajo nivel de trombomodulina en plasma de sangre estuvo asociado con baja mortalidad al dia 28.

La Tabla 2 detalla un estudio de mediana de niveles de trombomodulina en plasma/suero (ng/ml) en 2,118 pacientes
criticamente enfermos de modo agudo que sufrian de trauma, infarto de miocardio, paro cardiaco resucitado, sepsis,
sepsis severa o choque séptico, estratificados de acuerdo con el género y resultado al dia 28 (supervivencia vs.
mortalidad).

Los inventores descubrieron que hubo una diferencia significativa en niveles de trombomodulina entre los
sobrevivientes y no sobrevivientes a través de todas las enfermedades (p < 0.0001), pero no hubo diferencia en
trombomodulina entre masculino y femenino (p = 0.114).

La Figura 6 despliega la curva operativa caracteristica del receptor (ROC) de trombomodulina para la prediccion de
mortalidad al dia 28 en pacientes criticamente enfermos de modo agudo que sufren de trauma, infarto de miocardio,
paro cardiaco, sepsis/sepsis severa/choque séptico. El area bajo la curva (AUC) de nivel de trombomodulina soluble
para la prediccion de mortalidad al dia 28 es 0.744 (0.712-0.776), p < 0.0001, con el Indice de Youden mas alto
revelando un nivel umbral de 4.0 ng/ml de trombomodulina en plasma de sangre. Al nivel umbral de 4 ng/ml, la
sensibilidad es 0.781 y 1 - especificidad es 0.407 de la prueba para prediccion de mortalidad al dia 28. Sobre la base
de estos datos, el 85 % de los pacientes que murieron antes de 28 dias tienen trombomodulina >4 ng/ml.

Con base en los datos de los inventores, la eleccion de un nivel umbral de trombomodulina mas bajo da como resultado
el incremento en rata verdad-positivo (sensibilidad) y aumento en la rata falso-positivo (1 - especificidad), mientras la
eleccion de un mayor nivel umbral de trombomodulina da como resultado reduccion de la rata verdadero-positivo
(sensibilidad) y disminucion de la rata falso-positivo (1 - especificidad) (Tabla 3). De manera consecuente, tanto un
menor como un mayor nivel umbral de trombomodulina daran como resultado un Indice de Youden mas bajo y por ello
menor desempefio en la prueba de diagndstico.

Deberia notarse que no puede esperarse que un nivel de trombomodulina de 4 ng/ml en plasma sea idéntico al nivel
de trombomodulina medido en sangre entera, dado que la fraccion de plasma de sangre entera es solamente
aproximadamente 55 % (Discutido abajo sobre la base de datos que comparan el nivel de trombomodulina en plasma
y sangre entera).

Conclusion:

Los pacientes criticamente enfermos de modo agudo con valores de trombomodulina en sangre o en plasma de
sangre, por encima de 4 ng/ml sufren de sindrome endoteliopatico sistémico y se beneficiara del tratamiento con
prostaciclina o sus analogos.

Sin embargo, debido a los beneficios observados de la presente invencion, los inventores sugieren usar de manera
operativa un nivel umbral menor de 4 ng/ml (plasma/suero) como un indicador para el tratamiento con prostaciclina o
un analogo de la misma de acuerdo con la presente invencion. Un nivel umbral que corresponde a un nivel en
plasma/suero de 2.5 ng/ml es considerado satisfactorio en el método de la invencion, o valores entre 2.5 ng/ml y 4
ng/ml, tales como por ejemplo 3.0 o 3.5 ng/ml de trombomodulina en plasma/suero.

La seleccién de, por ejemplo, un nivel umbral de 2.5 ng/ml resultard en una captura de casi 91 % de sujetos adecuados
para el tratamiento (verdad positivo), sin embargo al costo de un gran nimero de pacientes que son tratados
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innecesariamente con prostaciclina o un analogo de la misma (falso positivo). Debido al elevado perfil de seguridad y
bajo riesgo de efectos adversos en tratamientos que usan la baja dosis sugerida de prostaciclina o sus analogos,
parece razonable proceder de tal manera, en particular dado que el control posterior de acuerdo con la invencién
limitara la exposicién a tratamiento innecesario recibido por pacientes que no lo necesitan.

Ejemplo 8 - Trauma:

La Tabla 4a detalla resultados sobre la base de 635 pacientes con trauma. Se encontré que el nivel de sTM
(trombomodulina soluble) en la admisién en pacientes con trauma dependié de la severidad de la lesion (aumenta mas
en pacientes con elevado puntaje abreviado de severidad de lesion (AIS) para abdomen y térax, es decir, lesiones
abdominales y de térax severas) incluyendo grado de choque reflejando que la proporciéon de pacientes con sTM por
encima de 2.5 ng/ml difiere entre partes de pacientes lesionados severamente (84.9 %) y moderadamente (45.2 %)
(Tabla 4a).

La Tabla 4b detalla resultados sobre la base de 270 pacientes con trauma. Se encontré que en las primeras 24 hy 72
h, el nivel de sTM aumenta en 64 % y 80 % de los pacientes moderadamente lesionados, respectivamente, y de 24 h
a 72 h, la sTM aumenta en 61 % de los pacientes. El cambio absoluto y proporcional en sTM desde la admision y 72
h hacia adelante es desplegado en la Tabla 4b, variando desde una mediana que aumenta de 0.31-0.72 ng/ml
correspondiente a incrementos de 12-34 %.

Se observo que:

El nivel de sTM en la linea base y durante el seguimiento esta asociado con complicaciones.

Mortalidad

Cuando se compara el nivel de sTM en sobrevivientes y no sobrevivientes al dia 28, el nivel de sTM en la admision
(mediana de IQR) (2.95 ng/ml (1.73-4.21) vs. 2.29 ng/ml (1.44-3.38)), a 24 h (3.92 ng/ml (3.7-5.55) vs. 2.94 ng/ml (2.2-
4.32))y 72 h (4.56 ng/ml (3.95-5.85) vs. 3.35 ng/ml (2.67-4.6)) es mayor en los no sobrevivientes, comparado con los
sobrevivientes (p = 0.047, p = 0.016 y p = 0.076, respectivamente).

Sepsis

El elevado nivel de sTM en la admision tiende a estar asociado con incremento en el riesgo de sepsis en los primeros
28 dias (ROC para sTM en admisién por desarrollo de sepsis dentro de 28 dias es AUC 0.594 (95 %Cl 0.487-0.700),
p = 0.085).

Terapia de reemplazo renal (RRT) (falla simple de érgano)

Los niveles de sTM a 24 h y 72 h tienden a estar asociados con incremento en el riesgo de terapia de reemplazo renal
(RRT) durante los primeros 28 dias (ROC para sTM de 24 h AUC 0.771 (0.556-0.985), p = 0.068 y ROC para sTM de
72 h AUC 0.877 (0.789-0.966), p = 0.072)) enfatizando que los elevados niveles de sTM después de la admision estan
asociados también a falla de 6rgano.

El cambio en el nivel de sTM desde la admisién y hacia adelante esta asociado con complicaciones.

Sangrado

La sTM aumenta de 24-72 h en mas pacientes que experimentan sangrados dentro de las primeras 24 h de admision
que en pacientes que no sangran en las 24 h iniciales (76 % vs. 50 % despliega incrementos de sTM, p = 0.063).

Terapia de reemplazo renal (RRT) (falla simple de érgano)

La sTM aumenta de 0-24 h, de 0-72 h y de 24-72 h en todos (100 %) los pacientes que durante los primeros 28 dias
requieren RRT debido al desarrollo de falla renal (falla simple de 6rgano). Ademas, un incremento en sTM en las 24 h
iniciales desde la admisién (0-24 h) esta asociado con incremento en el riesgo de RRT (ROC para cambio en sTM en
0-24 h en RRT dentro de 28 dias es 0.794 (0.619-0.969), p = 0.048). También, el cambio en sTM de 0-24 h tiene
correlacion positiva con dias de RRT (falla renal) (ambos p < 0.05) enfatizando que el incremento en sTM en las
primeras 24 h desde la admisién esta asociado con aumento en el desarrollo de falla de érgano.

Ventilacion (falla simple de 6rgano)
También, el cambio en sTM desde 0-24 h tiene correlacion positiva con los dias de ventilador (longitud de tratamiento

con ventilador, es decir, falla respiratoria) enfatizando que el incremento en sTM en las primeras 24 h desde la admision
esta asociado con aumento en el desarrollo de falla de 6rgano.
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Los puntajes de severidad de la enfermedad para trauma fueron: Puntaje de Severidad de Lesion (ISS) [evaluado en
la admision], puntaje de escala de coma de Glasgow (GCS) [evaluado en la admisién], y en puntaje de Evaluacion
Secuencial de Falla de Organo (SOFA) [evaluado diariamente en la UCI].

Juntos, estos hallazgos indican que la medicién temprana y continuada de niveles de trombomodulina en sangre o
plasma en pacientes con trauma permitira la identificacion de pacientes con alto riesgo, es decir, pacientes con dafio
endotelial sistémico y asi pacientes con los mas altos niveles de trombomodulina o mas altos incrementos en
trombomodulina. Los pacientes con elevado riesgo con niveles elevados de trombomodulina debidos a dafio endotelial
sistémico, se beneficiaran de terapia con baja dosis de prostaciclina o sus analogos, que sera segura incluso en
pacientes con trauma, debido al régimen de baja dosis.

Ejemplo 9 - Paro cardiaco:

Sobre la base de n=169 pacientes resucitados de paro cardiaco, se encontré que el nivel de sTM en la admisién en
pacientes con paro cardiaco resucitado depende del tiempo en choque y de la profundidad de choque (sTM mas alto
con tiempo mas largo de CA a ROSC y con menor pH y mayor lactato), el nivel de catecolamina (mas alta con mayor
dosis de adrenalina administrada) y la edad del paciente (sTM mas alta en pacientes mas viejos).

La Tabla 5a detalla la proporcion de pacientes con OHCA con sTM > 2.5-5-5 ng/ml en la admisién, 24 h, 48 hy 72 h.
En las primeras 24 h, 48 hy 72 h, el nivel de sTM aumenta en 35 %, 52 % y 43 % de los pacientes comparado con la
linea base y sTM aumenta en 77 % desde 24-48 h, en 38 % desde 24 h-72 h y en 16 % desde 48 h-72 h. Los cambios
de mediana absoluta desde 0-24 h, desde 0-48 h y desde 0-72 h en todos los pacientes son 0.27 ng/ml, 1.08 ng/ml y
0.80 ng/ml, respectivamente.

La Tabla 5b detalla los cambios absolutos y proporcionales (mediana) en sTM desde la admision y 24 h y 72 h hacia
delante en sobrevivientes y no sobrevivientes al dia 28. De manera importante, el cambio en sTM en sobrevivientes
al dia 28, comparado con no sobrevivientes difiere significativamente, siendo la diferencia mas pronunciada que la
sTM permanece sin modificacion en sobrevivientes las primeras 24 h, mientras aumenta 16 % en no sobrevivientes.

La Tabla 5c detalla el valor predictivo de sTM en diferentes puntos de tiempo para pobre resultado cognitivo (CPC =3
/ mRS 24) evaluado mediante analisis de ROC. Como puede aprenderse de los resultados, los niveles
continuadamente elevados de sTM permanecen estrechamente asociados con elevada mortalidad y pobre resultado.
Se observo que:

El nivel de sTM en la linea base y durante el seguimiento esta asociado con complicaciones

Mortalidad

Cuando se compara el nivel de sTM en sobrevivientes y no sobrevivientes al dia 28, los niveles de sTM en la admision,
24 h, 48 hy 72 h estan aumentados todos en no sobrevivientes, comparados con sobrevivientes: admision (7.78 ng/ml
(6.36-11.41) vs. 6.56 ng/ml (5.17-8.31), p < 0.0001), 24 h (9.04 ng/ml (6.28-11.61) vs. 6.6 ng/ml (5.28-9.27), p <
0.0001), 48 h (9.96 ng/ml (7.3-12.85) vs. 7.79 ng/ml (6.31-10.52), p < 0.006) y 72 h (8.46 ng/ml (5.95-12.16) vs. 7.23
ng/ml (5.46-9.91), p = 0.058).

Pobre resultado neurolégico

También, los elevados niveles de sTM en la admision y después de 24 h, 48 h 'y 72 h predicen todos un pobre resultado
cognitivo, evaluado mediante los puntajes CPC y mRS (Tabla 5c).

El cambio en el nivel de sTM desde la admision y hacia adelante esta asociado con complicaciones.

Los incrementos en sTM desde la admision hasta 24 h, 48 h y 72 h hacia adelante tienen todos correlacion con el
tiempo en y profundidad de choque (tiempo desde CA a ROSC, pH y lactato) y la dosis de adrenalina administrada
(todos p < 0.05), enfatizando que la severidad del "golpe" inicial (choque, catecolaminas) conduce el dafio endotelial
progresivo y por ello aumentos en sTM.

Mortalidad

La magnitud del incremento de sTM desde 0-24 h esta asociada con la mortalidad evidenciada por ROC: mayor
incremento de sTM desde 0-24 h esta asociado con el incremento en la mortalidad a 28 dias con AUC 0.587 (0.484-
0.689), p = 0.103.

Pobre resultado neurolégico
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También, la magnitud del incremento de sTM desde 0-24 h esta asociada con el resultado cognitivo evidenciado por
ROC: el valor predictivo del incremento de sTM desde 0-24 h esta asociado con CPC =3 (AIC 0.566 (0.469-0.633), p
=0.192) y mRS 24 (AUC 0.578 (0.480-0.676), p = 0.124) indicando que los incrementos progresivos en sTM estan
asociados con pobre resultado cognitivo.

Los puntajes de severidad de enfermedad para paro cardiaco fueron: Categoria de Desempefio Cerebral (CPC), y
Escala modificada de Rankin (mRS) [paro cardiaco].

Juntos, estos hallazgos indican que la medicion temprana y continuada de niveles de trombomodulina en sangre y
suero en pacientes resucitados de paro cardiaco permitira la identificacion de pacientes de elevado riesgo, es decir,
pacientes con dafio endotelial sistémico y asi pacientes con los mas altos niveles de trombomodulina o mas altos
incrementos en trombomodulina. Los pacientes de elevado riesgo con niveles elevados de trombomodulina, debido a
dafo endotelial sistémico se beneficiaran de terapia con baja dosis de prostaciclina o sus analogos, que sera segura
en pacientes resucitados de paro cardiaco debido al régimen de baja dosis.

Ejemplo 10 — Infarto de miocardio

Sobre la base de n=571 pacientes de STEMI, se encontré que el nivel de sTM en la admisién en pacientes con infarto
agudo de miocardio (infarto de miocardio con elevacion del segmento ST, STEMI) esta asociado con la severidad y
resultado de la enfermedad, con mayores niveles de sTM en pacientes con enfermedad mas severa (valores maximos
en pacientes con choque y requerimiento de UCI).

La Tabla 6 detalla la proporcion de pacientes de OHCA con sTM > 2.5-5-5 ng/ml en la admisién en UCI (datos de dos
cohortes diferentes de pacientes sépticos).

Se observo que:
El nivel de sTM en la admision esta asociado con mortalidad y complicaciones
Mortalidad

Cuando se compara el nivel de sTM en la admision en sobrevivientes y no sobrevivientes al dia 28 y al dia 90, los no
sobrevivientes al dia 28 (3.23 ng/ml (2.23-4.16) vs. 2.09 ng/ml (1.56-2.96), p < 0.0001) y dia 90 (3.23 ng/ml (2.20-4.16)
vs. 2.10 ng/ml (1.56-2.96), p < 0.0001) tenian mayores niveles de sTM, comparados con los sobrevivientes. La sTM
en la admision tiene correlacion inversa con dias de muerte (p = 0.045) reflejando que elevada sTM esta asociada con
progresion mas rapida hasta la muerte. Mediante analisis de ROC, la sTM en la admisién es un predictor fuerte de
mortalidad por toda causa al dia 28 (AUC 0.718 (0.635-0.801), p < 0.0001) y al dia 90 (AUC 0.713 (0.633-0.792), p <
0.0001) y de mortalidad por enfermedad cardiovascular al dia 28 (AUC 0.736 (0.648-0.824), p < 0.0001) y al dia 90
(AUC 0.726 (0.639-0.812), p < 0.0001).

Severidad de enfermedad

La sTM en la admision tiene correlacion positiva con Troponina | (un marcador biomédico para la lesion del miocardio)
(p = 0.008); mediante analisis de ROC, sTM esta asociada con choque antes de PCI (AUC 0.580 (0.495-0.666), p =
0.061) y con riesgo de admisién en UCI (AUC 0.605 (0.510-0.701), p = 0.053). También, la sTM es un predictor fuerte
de falla cardiaca congestiva al dia 28 (AUC 0.640 (0.555-0.725), p = 0.007) y al dia 90 (AUC 0.644 (0.564-0.724), p <
0.0001).

Juntos, estos hallazgos indican que la medicién temprana y continuada de niveles de trombomodulina en sangre o
suero en pacientes con infarto de miocardio permitira la identificacion de pacientes con elevado riesgo, es decir,
pacientes con dafio endotelial sistémico y asi pacientes con los maximos niveles de trombomodulina o maximos
incrementos en trombomodulina. Los pacientes de alto riesgo con elevados niveles de trombomodulina debidos a dafio
endotelial sistémico se beneficiaran de la terapia con baja dosis de prostaciclina o sus analogos, que sera segura en
pacientes de infarto de miocardio, debido al régimen de baja dosis. Se espera que la terapia de prostaciclina en
pacientes de infarto de miocardio tratados con PCI (intervencion coronaria percutanea) prevendra y tratara secuelas
del golpe dafiino, tales como infarto de miocardio con choque, reperfusiéon de isquemia, catecolaminas, etc.

Ejemplo 11 - Sepsis/sepsis severa/choque séptico

Sobre la base de dos cohortes diferentes (n=749 y n=184) de pacientes con sepsis/sepsis severa/choque séptico se
observé que el nivel de sTM en la admisién en pacientes con sepsis/sepsis severa/choque séptico esta asociado
intimamente a la severidad de la enfermedad, con mayores niveles de sTM en pacientes con mayores puntajes de
severidad de la enfermedad (APACHE II, SOFA) y por ello mayor grado de disfuncion de érgano, es decir, mayor
lactato, menor presion sanguinea, menor recuento de plaquetas y hemoglobina, menor salida de orina, mayores BUN
y creatinina.
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Se observo que el nivel de sTM en la admision esta asociado con mortalidad y complicaciones.
Mortalidad

Cuando se compara el nivel de sTM en la admision en sobrevivientes y no sobrevivientes al dia 7, al dia 28 y al dia
90, la sTM aumenta en el dia 7 (9.21 ng/ml (6.74-12.79) vs. 7.35 ng/ml (4.77-10.35), p = 0.001), dia 28 (9.34 ng/ml
(6.86-12.5) vs. 6.81 ng/ml (4.47-9.66), p < 0.0001) y dia 90 (9.11 ng/ml (6.31-11.92) vs. 6.66 ng/ml (4.61-9.7), p =
0.006), comparando no sobrevivientes con sobrevivientes.

La sTM en la admision tiene correlacion inversa con dias hasta la muerte (p = 0.001) reflejando que la elevada sTM
esta asociada con progresion mas rapida hasta la muerte. Mediante modelos proporcionales de peligro de Cox, el
nivel de sTM en la admision es un fuerte predictor de mortalidad al dia 7, al dia 28 y al dia 90 (todos p < 0.001) y
mediante analisis de ROC la sTM es un fuerte predictor de mortalidad: mortalidad al dia 7 AUC 0.65 (0.56-0.75), p =
0.005; mortalidad al dia 28 AUC 0.68 (0.60-0.76), p < 0.001 y mortalidad al dia 90 AUC 0.63 (0.54-0.71), p = 0.004.

Puntajes de severidad de enfermedad

La sTM en la admision tiene correlacion fuertemente positiva con el puntaje SAPS 1l (p < 0.0001) y puntaje SOFA (p
= 0.003), y por cada incremento de 1 ng/ml en la sTM, el puntaje SAPS Il aumenta 1.32 (95 %CI 0.73-1.91) (p < 0.001)
puntos y el puntaje SOFA aumenta 0.17 (95 %CI 0.07-0.27) puntos (p = 0.001).

Requerimientos de sangrado y transfusion

El nivel de sTM en la admision predice el sangrado general en la UCI (ROC AUC 0.598 (0.498-0.678), p = 0.059),
sangrado serio (que requiere>3 RBC) (ROC AUC 0.612 (0.506-0.717), p = 0.068) y sangrado de Gl superior (ROC
AUC 0.680 (0.551-0.809), p = 0.037)., También la sTM en la admisién predice la necesidad de RBC (ROC AUC 0.605
(0.517-0.693), p = 0.018), FFP (ROC AUC 0.582 (0.495-0.669), p = 0.067) y plaquetas (ROC AUC 0.614 (0.523-0.705),
p = 0.016) durante la estadia en la UCI.

Terapia de reemplazo renal (RRT) (falla simple de érgano)

La sTM en la admision predice la necesidad al dia 90 por terapia de dialisis mediante ROC con AUC 0.688 (0.595-
0.782), p < 0.001.

Juntos, estos hallazgos indican que la medicién temprana y continuada de niveles de trombomodulina en sangre o
plasma en pacientes con sepsis, sepsis severa, o choque séptico permitira la identificacion de pacientes con alto
riesgo, es decir, pacientes con dafio endotelial sistémico y asi pacientes con los mas altos niveles de trombomodulina
0 mas altos incrementos en trombomodulina. Los pacientes con elevado riesgo con niveles elevados de
trombomodulina debidos a dafio endotelial sistémico, se beneficiaran de terapia con baja dosis de prostaciclina o sus
analogos, que sera segura en pacientes con sepsis, sepsis severa, o choque séptico, debido al régimen de baja dosis.

Los puntajes de severidad de enfermedad para sepsis fueron: Puntaje Simplificado de Fisiologia Aguda Il (SAPS II)
[evaluado en la admisidn], y puntaje de Evaluacion Secuencial de Falla de Organo (SOFA) [evaluado diariamente en
la UCI] [sepsis].

Juntos, estos hallazgos indican que la medicién temprana y continuada de niveles de trombomodulina en sangre o
plasma en pacientes con sepsis/sepsis severa/choque séptico permitira la identificacion de pacientes con alto riesgo,
es decir, pacientes con dafio endotelial sistémico y asi pacientes con los mas altos niveles de trombomodulina o mas
altos incrementos en trombomodulina. Los pacientes con elevado riesgo con niveles elevados de trombomodulina
debidos a dafio endotelial sistémico, se beneficiaran de terapia con baja dosis de prostaciclina o sus analogos, que
sera segura en estos pacientes, debido al régimen de baja dosis

Ejemplo 12 - Método rapido para la identificacion de pacientes con sindrome endoteliopatico sistémico

Los inventores han descubierto una nueva entidad de enfermedad, sindrome endoteliopatico sistémico. Los pacientes
con sindrome endoteliopatico sistémico sufren de enfermedad critica aguda y concurrente evidencia de dafo sistémico
de célula endotelial, identificado mediante incrementos en los niveles circulantes de un marcador especifico que refleja
el dafio de célula endotelial. En consecuencia, la identificacion de pacientes con sindrome endoteliopatico sistémico
entre pacientes criticamente enfermos de modo agudo puede ser hecha mediante medicién de los niveles circulantes
de trombomodulina, un marcador especifico del dafo de célula endotelial, con una elevada sensibilidad para el
diagndstico de sindrome endoteliopatico sistémico. El hecho de que los pacientes con sindrome endoteliopatico
sistémico puedan ser identificados mediante un nivel umbral predeterminado de trombomodulina circulante introduce
medicina personalizada a invencion, lo cual es opuesto a la estrategia de "un tamafo se ajusta para todos" usada
actualmente en el cuidado médico. La medicina personalizada se refiere a terapia ajustada al paciente individual, sobre
la base de estratificacion de riesgo, fenotipo de enfermedad, perfil genético, etc.
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De acuerdo con ello, los pacientes criticamente enfermos de modo agudo con sindrome endoteliopatico sistémico
pueden ser identificados rapidamente (y diagnosticarse si tienen ese sindrome) usando un método que involucra la
medicion del nivel de trombomodulina en una muestra bioldgica del paciente criticamente enfermo de modo agudo, y
comparando el nivel medido de trombomodulina con un umbral predeterminado.

Preferiblemente, la prueba de trombomodulina es una prueba rapida de punto de cuidado (POC) basada en la entrada
de sangre entera, de modo que una gota de la sangre entera es colocada sobre, por ejemplo, un ensayo de flujo lateral
(barra) u otra plataforma de inmunoensayo como, por ejemplo, cartuchos basados en tecnologia de microfluidos, para
desplegar un resultado dentro de 2-5 minutos, reportando si un paciente tiene un nivel de trombomodulina por encima
por debajo de un nivel umbral predeterminado.

Se sugiere que la trombomodulina puede ser detectada usando una prueba rapida de POC tal como ensayos de flujo
lateral (barras) u otras plataformas de ensayo como, por ejemplo, cartuchos a base de tecnologia de microfluidos, dado
que el tiempo para recibir un resultado disminuiria significativamente, por ejemplo los ensayos podria ser ejecutados
en la ruta a bordo de una ambulancia entre el sitio de un accidente y un centro de trauma o inmediatamente a la
admision en el hospital/reconocimiento de enfermedad critica aguda. La obtencion de un resultado de una prueba de
POC dentro de minutos (en lugar de horas) permitirda una destinacion rapida a la terapia con prostaciclina para
pacientes con sindrome endoteliopatico sistémico.

Como una prueba de concepto de que la trombomodulina soluble en sangre entera es un marcador suficientemente
sensible sobre el plasma, los inventores ejecutaron una medicién de trombomodulina soluble mediante ELISA en
sangre entera versus plasma.

Medicién de trombomodulina soluble mediante ELISA en sangre entera comparada con plasma
Antecedente

En el método de ensayo inmunosorbente enlazado a enzima (ELISA), el antigeno (o anticuerpo) enlazado es detectado
por un anticuerpo enlazado (primaria o secundariamente) a una enzima, cuya actividad puede ser determinada. La
actividad de la enzima enlazada al anticuerpo sirve como un estimativo cuantitativo de la cantidad del antigeno (o
anticuerpo) investigado en el espécimen bioldgico.

En ELISA de trombomodulina, se afiade la muestra del paciente (tipicamente plasma o suero) a los pozos de ELISA
recubiertos previamente con un anticuerpo dirigido contra trombomodulina. Después de un paso de lavado, se afade
un anticuerpo de deteccion dirigido contra (otro epitope sobre) trombomodulina (el anticuerpo de deteccion puede
estar enlazado primaria o secundariamente a una enzima cuya actividad puede ser determinada). La cantidad de
actividad de enzima en cada muestra es convertida matematicamente a una medida de concentraciéon basada en la
actividad de enzima en muestras con cantidades conocidas de trombomodulina (curva estandar).

Cuando se usa el nivel de trombomodulina en pacientes criticamente enfermos de modo agudo para guiar la terapia,
es crucial que la prueba de trombomodulina pueda ser ejecutada rapidamente. Una via para acelerar la prueba es
medir la trombomodulina en sangre entera, en vez de plasma/suero, dado que la sangre entera no requiere
procesamiento de la muestra de sangre (la preparacion de plasma toma ~15-20 min y la preparacién de suero a partir
de una muestra de sangre entera toma ~30-60 min).

Dado que no todas las moléculas pueden ser detectadas facilmente en la sangre entera (la sangre entera puede
contener sustancias que pueden interferir con la especificidad de la prueba), los inventores investigaron si la
trombomodulina era detectable directamente en sangre entera cuando se mide mediante ELISA. Mediante la
conduccion de los experimentos descritos abajo, los inventores descubrieron sorprendentemente que la
trombomodulina podria ser detectada con precision y exactitud en sangre entera.

Experimentos

Se tomaron muestras de sangre entera de 10 voluntarios humanos saludables (dos tubos de 4 ml de EDTA de cada
sujeto). De cada persona, se hizo girar un tubo a 3000 rpm durante 10 min para generar plasma y se dejé un tubo sin
procesar (sangre entera). Inmediatamente después del giro (plasma), se transfirié con pipeta plasma y sangre entera
hasta la placa de ELISA.

De cada sujeto, se investigaron los siguientes duplicados de plasma/sangre entera, respecto a su contenido de
trombomodulina:

I) Plasma diluido 1:2 con amortiguador de ensayo (estandar de oro y recomendado para la ELISA)
II) sangre entera no diluida

[ll) sangre entera diluida 1:2 con amortiguador de ensayo

IV) sangre entera diluida 1:4 con amortiguador de ensayo

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 898 424 T3

aparte del uso de sangre entera con material de muestra, se condujo la ELISA de acuerdo con las recomendaciones
del fabricante.

Se calcularon los valores de hematocrito de los voluntarios saludables a partir de una concentracion de hemoglobina
normal esperada de 8.3-10.5 mmol/l en machos (promedio 9.4 mmol/l) y 7.3-9.5 mmol/l en hembras (promedio 8.4
mmol/l), correspondiente a valores de hematocrito de 42 % en voluntarios hembra y 48 % en machos (indicando que
el contenido de plasma en sangre entera puede 58 % en hembras y 52 % en machos).

Resultados

La Tabla 8 despliega los medidos de trombomodulina en plasma 1:2 diluido (estandar de oro) y en diferentes diluciones
de sangre entera.

En plasma, el promedio de concentracion de trombomodulina fue de 1.92 (SD 0.12) ng/ml en los 10 voluntarios
saludables, con una baja variacién dentro del ensayo entre duplicados (CV %, correspondiente a elevada precision)
de 6.9 %.

En sangre entera no diluida, el promedio de concentracion fue de 0.78 (SD 0.06) ng/ml y después de la correccion por
hematocrito (hct) fue de 1.38 (SD 0.30) ng/ml, correspondiente a una recuperacion de 71.5 % (SD 5.9 %), comparada
con plasma. De manera notable, la precision en la prueba en sangre entera no diluida fue extremadamente alta con
promedio de CV % entre duplicados de so6lo 8.8 % (Tabla 8). También, la correlacion lineal entre niveles de
trombomodulina en plasma y sangre entera no diluida revelé una fuerte correlacion de momento de producto de
Pearson, r=0.93, dando como resultado un elevado coeficiente de determinacion, r>=0.87 (Figura 9a) (indicando que
87 % de la variacion en una variable era explicado estadisticamente por variacion en la otra variable, es decir, un
ajuste extremadamente bueno). La concentracién de trombomodulina en plasma y sangre entera no diluida fue
significativamente diferente (p = 0.002, prueba t pareada), siendo el factor de correccion (1-71.5)/71.5=1.4, enfatizando
que la trombomodulina podria ser medida con precision en sangre entera no diluida.

En sangre entera diluida 1:2, el promedio de concentracion fue de 1.23 (SD 0.33) ng/ml y después de la correccion
por hematocrito (hct) fue de 2.16 (SD 0.59) ng/ml, correspondiente a una recuperacion de 110.9 % (SD 15.8 %),
comparada con plasma. La prediccion de la prueba en sangre entera diluida 1:2 fue extremadamente elevada con
promedio de CV % entre los duplicados de solo 10.3 % (Tabla 8). La correlacion lineal entre los niveles de
trombomodulina en plasma y sangre entera no diluida revelé una fuerte correlacion de momento de producto de
Pearson, r=0.91, dando como resultado un elevado coeficiente de determinacion, r>=0.83 (Figura 9b) (indicando que
83 % de la variacion en una variable se explicaba estadisticamente por variacion en la otra variable, es decir, un ajuste
extremadamente bueno). La concentracion de trombomodulina en plasma y sangre entera no diluida fue comparable
(no diferente, p = 0.296, prueba t pareada), enfatizando que la trombomodulina podria ser medida precisa y
exactamente en sangre entera diluida 1:2.

En sangre entera diluida 1:4, el promedio de concentracion fue de 1.04 (SD 0.51) ng/ml y después de la correccion
por hematocrito (hct) fue de 1.83 (SD 0.90) ng/ml, correspondiente a una recuperacion de 90.19 % (SD 33.4 %),
comparado con plasma. La precision de la prueba en sangre entera diluida 1:4 fue aceptable con promedio de CV %
entre los duplicados de 21.0 % (Tabla 8). La correlacion lineal entre niveles de trombomodulina en plasma y sangre
entera no diluida reveld una fuerte correlacién de momento de producto de Pearson, r=0.93, dando como resultado un
elevado coeficiente de determinacion, r?=0.86 (Figura 9c) (indicando que 86 % de la variacion en una variable fue
explicado estadisticamente por la variacion en la otra variable, es decir, un ajuste extremadamente bueno). La
concentracion de trombomodulina en plasma y sangre entera no diluida fue comparable (no diferente, p = 0.762,
prueba t pareada), enfatizando que la trombomodulina podria ser medida con exactitud en sangre entera diluida 1:4.

Conclusién

Este experimento demostré que la trombomodulina fue facilmente detectable en sangre entera. Esto enfatiza que la
trombomodulina tiene rasgos bioquimicos que permiten que los anticuerpos de trombomodulina detecten esta
molécula también en sangre entera, es decir, una matriz de muestra biolégica significativamente mas compleja que el
plasma. La precision de la medicion de trombomodulina en sangre entera no diluida fue extremadamente elevada y la
dilucién 1:2 de la sangre entera retuvo la precision y mejoré la exactitud.

Con base en los resultados de este experimento, los inventores infieren que la trombomodulina puede ser medida
facilmente en un ensayo rapido a base de sangre entera, por ejemplo una barra de medicion. Esto puede permitir la
estratificacion rapida para tratamiento de pacientes criticamente enfermos de modo agudo, cuando éste se basa en
sus niveles de trombomodulina.

Diagnéstico cualificado de endoteliopatia sistémica mediante adicion de medicién de otros biomarcadores es decir,
sindecano-1, adrenalina y factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) en algunos pacientes.
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El diagnostico de dafio endotelial sistémico es decir, sindrome endoteliopatico sistémico (SES) en pacientes
criticamente enfermos de modo agudo puede ser cualificado adicionalmente en algunos pacientes, aparte del obtenido
mediante medicion de niveles de trombomodulina antes de la hospitalizacion o en la admisién en el
hospital/reconocimiento de la enfermedad critica aguda. Asi, la adicién de una medicién antes de la hospitalizacion o
en la admisién al hospital, de sindecano-1 (un biomarcador que refleja dafio de glicocalix endotelial) y/o adrenalina (un
biomarcador endégeno de tension que conduce directamente al dafio endotelial) ayudara al diagnostico de "sindrome
endoteliopatico sistémico".

Los pacientes, en particular pacientes de trauma, con niveles de trombomodulina justo por encima de un corte dado,
pero con niveles concurrentes de sindecano-1 y adrenalina por encima de sus cortes dados, sufren de sindrome
endoteliopatico sistémico severo. Estos pacientes, con incremento en la frontera de trombomodulina pero elevados
niveles de sindecano-1 y adrenalina, estan asi en un riesgo mas elevado que el esperado (sobre la base de
trombomodulina) de progresion de la enfermedad y falla de érgano y mortalidad en exceso, y estos pacientes se
beneficiaran de la terapia con prostaciclina, como se describié anteriormente. La terapia con prostaciclina deberia ser
iniciada lo mas pronto posible y vigilada diariamente mediante trombomodulina y puntajes clinicos de enfermedad,
como se describid anteriormente.

Asi, similar a la trombomodulina, la medicion de sindecano-1 y adrenalina como biomarcadores adicionales pueden
diagnosticar y cualificar la severidad de endoteliopatia sistémica, es decir, sindrome endoteliopatico sistémico.
Preferiblemente, todos los biomarcadores (trombomodulina, sindecano-1, adrenalina) son medidos individual o
simultaneamente mediante una prueba rapida de POC, sea antes de la hospitalizaciéon o inmediatamente a la admision
en el hospital/reconocimiento de la enfermedad critica aguda. La aplicacion de una prueba rapida de POC que revelan
resultados dentro de unos pocos minutos, habilita el diagndstico rapido de sindrome endoteliopatico sistémico y
mediante ello una estratificacion rapida de riesgo e inicio de terapia con prostaciclina. El inicio rapido de terapia con
prostaciclina minimizara la progresion adicional de la endoteliopatia en la fase temprana de la enfermedad critica
aguda, y habilitara asi el retorno rapido y tratamiento de la endoteliopatia.

Evidencia con trauma

En 635 pacientes con trauma, los elevados niveles de sindecano-1 y adrenalina fueron predictores fuertes e
independientes de mortalidad.

La Figura 10 muestra la curva operativa caracteristica de receptor (ROC) de sindecano-1 para la prediccion de
mortalidad en pacientes con trauma. AUC de sindecano-1 para la predicciéon de mortalidad al dia 28: AUC 0.599
(0.537-0.661), p = 0.001. El mas alto indice de Youden revela un nivel umbral de 40 ng/ml de sindecano-1 en plasma.
Sensibilidad 0.569, 1 - especificidad 0.354.

La Figura 11 muestra la curva operativa caracteristica de receptor (ROC) de adrenalina para la predicciéon de
mortalidad en pacientes con trauma. AUC de adrenalina para la prediccion de mortalidad al dia 28: AUC 0.629 (0.567-
0.691), p < 0.0001. El mas alto indice de Youden revela un nivel umbral de 225 pg/ml de adrenalina en plasma.
Sensibilidad 0.658, 1 - especificidad 0.435.

Cuando se usaron los cortes anteriores para sindecano-1 (40 ng/ml) y adrenalina (225 pg/ml), se revelaron las
siguientes relaciones de peligro (HR) para mortalidad al dia 28:

Sindecano-1 de plasma por encima de 40 ng/ml: HR 2.16 (95 % CI 1.43-3.24), Wald 14, p < 0.0001
Adrenalina de plasma por encima de 225 pg/ml: HR 2.47 (95 % CI 1.61-3.80), Wald = 17, p < 0.0001

La potencia de estos cortes puede ser ilustrada mediante la proporcién de pacientes que mueren dentro de 1-28 dias,
cuando son estratificados de acuerdo con el nivel de sindecano-1 o adrenalina en la admision.

Mortalidad al dia 1:

Los pacientes con niveles de sindecano-1 > 40 ng/ml en la admisién tienen una mortalidad < 24 h 4 veces mas alta,
comparada con pacientes con niveles de sindecano-1 < 40 ng/ml (10.4 % vs. 2.7 %, p < 0.0001). Los pacientes con
niveles de adrenalina > 225 pg/ml tienen una mortalidad < 24 h 4 veces mayor, comparada con pacientes con niveles
de adrenalina < 225 pg/ml (8.5 % vs. 2.1 %, p < 0.0001). En especial para el riesgo de mortalidad temprana (< 24 h),
la adicion de mediciones de sindecano-1 y adrenalina y sus niveles de corte a la medicién de trombomodulina, tiende
a mejorar el diagnostico de endoteliopatia traumatica y asi el riesgo de estratificacion, permitiendo el inicio de
tratamiento temprano (afiadiendo sindecano-1 valor significativo comparado con trombomodulina: p = 0.153 y
afadiendo adrenalina valor significativo comparado con trombomodulina: p = 0.085). La fortaleza para prediccion
temprana de mortalidad enfatiza la necesidad por el diagndstico rapido de sindrome endoteliopatico sistémico
mediante ensayos de POC, permitiendo el inicio rapido de terapia con prostaciclina.

Mortalidad al dia 28:
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Pacientes con niveles de sindecano-1 > 40 ng/ml en la admisién tienen una mortalidad al dia 28 de 2 veces mayor,
comparada con pacientes con niveles de sindecano-1 < 40 ng/ml (26 % vs. 14 %, p < 0.0001). Pacientes con niveles
de adrenalina> 225 pg/ml tienen una mortalidad al dia 28 de mas de 2 veces comparada con pacientes con niveles de
adrenalina < 225 pg/ml (25 % vs. 11 %, p < 0.0001)

Cuando se aplican otros cortes diferentes a 40 ng/ml para sindecano-1 y 225 pg/ml para adrenalina, se obtienen las
sensibilidades y especificidades de 1 para la prediccion de la mortalidad (datos de 635 pacientes con trauma),
mostradas en las Tablas 9 y 10, respectivamente.

Finalmente, adicionalmente a trombomodulina y/o sindecano-1 y/o adrenalina, las mediciones del nivel de factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) en pacientes que sufren de enfermedad critica aguda pueden diagnosticar
pacientes con sindrome endoteliopatico sistémico, que tienen exceso de pérdida de integridad vascular, es decir,
excesiva pérdida de fluidos del compartimiento intravascular. La estratificacion de riesgo y terapia con prostaciclina a
base de niveles de corte de VEGF medido antes de la hospitalizacion o en la admisién/reconocimiento de enfermedad
critica aguda, presentan todavia otra herramienta para personalizar el cuidado para pacientes criticamente enfermos
de modo agudo.

Asi, se considera que un paciente tiene sindrome endoteliopatico sistémico (también denotado endoteliopatia
sistémica o simplemente endoteliopatia) cuando el paciente sufre de enfermedad critica aguda y es diagnosticado con
dafo endotelial sistémico.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de diagndstico para un individuo diagnosticado con una enfermedad critica aguda, si dicho individuo es
un candidato para tratamiento de combinacion de cuidado estandar para dicha enfermedad critica aguda en
combinacién con administracion de prostaciclina o un analogo de la misma, comprendiendo dicho método:

medicion de una concentracion de linea base de trombomodulina soluble en sangre o plasma de dicho individuo;
determinacion de si dicha concentracion de linea base de trombomodulina soluble en sangre o plasma esta por encima
de un nivel umbral de por lo menos 4 ng/ml; y diagnéstico de dicho individuo como un candidato para tratamiento de
combinacién, si dicha concentracion de linea base esta por encima de dicho nivel umbral.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho método es un método para el diagnéstico de dafio
endotelial severo en dicho individuo diagnosticado con dicha enfermedad critica aguda; en donde dicho individuo es
diagnosticado con dafio endotelial severo en adicién a dicha enfermedad critica aguda, si dicha concentracion de linea
base esta por encima de dicho nivel umbral.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho método es un método para el diagnostico de sindrome
endoteliopatico sistémico en un individuo diagnosticado con una enfermedad critica aguda; en donde dicho individuo
es diagnosticado con sindrome endoteliopatico sistémico, cuando dicho individuo es diagnosticado con una
enfermedad critica aguda y dafio endotelial severo.

4. Uso de trombomodulina como un marcador biolégico en un método para el diagndstico para un individuo
diagnosticado con una enfermedad critica aguda, si dicho individuo es un candidato para tratamiento de combinacion
con cuidado estandar para dicha enfermedad critica aguda en combinacion con administracion de prostaciclina o un
analogo de la misma, comprendiendo dicho método:

medicion de una concentracion de linea base de trombomodulina soluble en sangre o plasma de dicho individuo;
determinacion de si dicha concentracion de linea base de trombomodulina soluble en sangre o plasma esta por encima
de un nivel umbral de por lo menos 4 ng/ml; y diagnoéstico de dicho individuo como un candidato para tratamiento de
combinacién, si dicha concentracion de linea base esta por encima de dicho nivel umbral.

5. Uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde dicho método es un método para el diagnéstico de dafio endotelial
severo en dicho individuo diagnosticado con dicha enfermedad critica aguda; en donde dicho individuo es
diagnosticado con dafio endotelial severo en adicién a dicha enfermedad critica aguda, si dicha concentracion de linea
base esta por encima de dicho nivel umbral.

6. Un uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 o 5, en donde dicho método es un método para el
diagnéstico de sindrome endoteliopatico sistémico en un individuo diagnosticado con una enfermedad critica aguda;
en donde dicho individuo es diagnosticado con sindrome endoteliopatico sistémico cuando dicho individuo es
diagnosticado con una enfermedad critica aguda y dafio endotelial severo.

7. Una composicion que comprende prostaciclina o un analogo de la misma para uso en un método para el tratamiento
de una enfermedad critica aguda, en un individuo diagnosticado con dicha enfermedad critica aguda e incremento
concurrente en un nivel medido de trombomodulina en sangre o plasma de dicho individuo, comprendiendo dicho
método:

(a) medicion de una concentracion de linea base de trombomodulina soluble en sangre o plasma de dicho individuo;
(b) determinacion de si dicha concentracion de linea base de trombomodulina soluble en sangre o plasma esta por
encima de un nivel umbral de por lo menos 4 ng/ml;

(c) administracion de una dosis de 0.5 - 4 ng/kg/min de prostaciclina o un analogo de la misma a dicho individuo
continuamente durante un primer periodo de tiempo, si dicha concentracién de linea base de trombomodulina soluble
en sangre o plasma esta por encima de dicho nivel umbral de por lo menos 4 ng/mli;

(d) medicion al final de dicho primer periodo de tiempo de una concentracion de trombomodulina soluble en sangre o
plasma de dicho individuo;

(e) determinacion de si dicha concentracion de trombomodulina soluble es menor en por lo menos una disminucién de
10 % comparada con dicha concentraciéon de linea base de trombomodulina, determinada previamente al inicio de
dicha administracion de prostaciclina;

(f) evaluacion de si ha ocurrido una mejora clinica de dicha enfermedad critica aguda en dicho individuo, durante dicho
primer periodo de tiempo; y

(g) si se observa una reduccién en la concentracion y una mejora clinica, suspension de la administracion de
prostaciclina mientras se continua el cuidado estandar para dicha enfermedad critica aguda; o

(h) de otro modo continuacién de la administracion de prostaciclina durante un segundo periodo de tiempo que no
excede dicho primer periodo de tiempo

en donde los pasos (d) a (h) son repetidos hasta que se suspende la administracién de prostaciclina a dicho individuo
a continuacion del paso (g).
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8. Una composicion que comprende prostaciclina o un analogo de la misma para uso de acuerdo con la reivindicacion
7, en donde dicha dosis es 1 - 2 ng/kg/min y/o en donde dicho analogo de prostaciclina es lloprost o Flolan, y/o en
donde dicho primer periodo de tiempo es por lo menos 48 horas o por lo menos 72 horas, y/o en donde dicho segundo
periodo de tiempo es 12 horas o 24 horas, y/o en donde en el paso (e) dicha disminucién es por lo menos 20 %.

9. Una composicion que comprende prostaciclina o un analogo de la misma para uso de acuerdo con las
reivindicaciones 7 u 8, en donde dicha concentracién de linea base es medida inmediatamente después o poco
después del reconocimiento de dicha enfermedad critica aguda.

10. Una composicion que comprende prostaciclina o un analogo de la misma para uso de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 7 a 9, en donde dicha concentracion de linea base es medida dentro de 5 minutos y hasta 6 horas
después del reconocimiento de dicha enfermedad critica aguda.

11. Una composicion que comprende prostaciclina o un analogo de la misma para uso de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 7 a 10, en donde dicha administracién de prostaciclina es iniciada inmediatamente o poco después
de que al completar el paso (b) se ha determinado que dicha concentracion de linea base de trombomodulina soluble
en sangre o plasma esta por encima de dicho nivel umbral.

12. Una composicion que comprende prostaciclina o un analogo de la misma para uso de acuerdo con la reivindicacion
11, en donde dicha administracién de prostaciclina es iniciada dentro de 5 min a 12 horas después de que al
completarse el paso (b), se ha determinado que dicha concentracion de linea base de trombomodulina soluble en
sangre o plasma esta por encima de dicho nivel umbral.

13. Una composicion que comprende prostaciclina o un analogo de la misma para uso de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 7 a 12, en donde dicha enfermedad critica aguda es seleccionada de entre trauma, trauma de
dafo por quemadura, sepsis, sepsis severa, choque séptico, infarto agudo de miocardio, paro cardiaco, sindrome
sistémico de respuesta inflamatoria (SIRS), cirugia mayor aguda, choque, o un evento tromboembdlico.
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Sindecano-1 (ng/ml) Sensibilidad | l-especificidad
25 ng/ml 0,647 0.530
30 ng/ml 0.595 0.475
35 ng/ml 0.586 0.385
40 ngj'ml 0.569 0.354
50 ng/ml 0.474 0.281
60 ng/ml 0,431 0.2386
70 ng/ml 0.379 0.216
Tabla 9
Adrenalina (pg/ml) Sensibilidad | l-especificidad
150 ng/ml 0.721 0.565
175 ng/ml 0.703 0.520
200 ng/ml 0.667 0.480
225 pg/ml 0.658 0.435
250 ng/ml 0.622 0.410
300 ng/ml 0.532 0.335
400 ng/ml 0.441 0.249
Tabla 10
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Sindecano -1 Curva ROC
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Tratado con Tratado
prostaciclina con heparina

Pacientes n=24 n=70
Admisién en UCI

Puntaje APACHE II 26 28

Durante estadia en la UCI

Chogque séptico 88% (n=21) 7% (n=47)
DIC 58% (n=14) 26% (n=18)
Trombocitopenia severa 71% (n=17) 44% (n=31)
Recuento de plaguetas al inicio de CRRT 39 93
(*10°/1)

Recuento de plaguetas al final de CRRT 53 76
(*10%/1)

Diferencia en el recuento de plaquetas de +14 -17

antes a después de CRRT (*10°/1)

Resultado

Mortalidad al dia 30 21% 39%

Tabla 1
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Enfermedad n Género Todos Muerte % demortalidad Sobrevivientes

ES 2 898 424 T3

(dia 28) (dia 28) (dia 28)

Trauma 635 Todos  4.65 5.27 18% 4.47

Masculino 4. 68 5.30 1.60

Femenino 4. 38 5.14 3.93
Infarto 571 Todos 2.17 3.23 6% 2.09
de miocardio

Masculino 2 2.

Femenino 2. 2.4
Arresto cardiaco 163 Todos 6. 33% 6.56

Masculino 7.33 8.12 6.73

Femenino 5.21 6.08 5.02
Sepsis/sepsis 749 Todos 9.22 10.96 35% 8.52
severa/choque
séptico

Masculino 8.

Femenino 7.82
Todos los pacientes 2,118 Todos 22%

Masculino ¢/
Femenino

48



ES 2 898 424 T3

Nivel de corte de gensibilidad

trombomodulina
plasma

2.5 ng/ml
3.0 ng/ml
3.5 ng/ml
4.0 ng/ml¥*
4.5 ng/ml
5.0 ng/ml
5.5 ng/ml

(rata de
verdad-positivo)

0.907
0.885
0.848
0.781
0.719
0.667
0.581

1 - especificidad
(rata de
falso-positivo)

0.666
0.568
0.491
0.407
0.355
0.304
0.240

Indice de Youden
(paréametro
estadistico

que captura el
desempefo de una
prueba de
diagnéstico)

0.241
0.317
0.357
0.375
0.363
0.363
0.342

* el nivel elegido en esta memoria basado en el indice de Youden

Tabla 3
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Nivel de sSTM Admisién de vw.ao.:om
severamente lesionados

> 2.5 ng/ml
> 3.0 ng/ml
> 3.5 ng/ml
> 4.0 ng/ml
> 4.5 ng/ml
> 5.0 ng/ml
> 5.5 ng/ml

84.9%
79.3%
71.2%
60.8%
51.9%
44.2%
33.8%

Intervalo de tiempo

Admisiéon a 24h
Admisién a 72h
24ha72h

45.2%
31.9%
25.2%
16.3%
10.0%
6.3%

3.7%

Tabla 4a

Cambio absoluto
+0.59 ng/ml
+0.72 ng/ml
+0.31 ng/ml

Tabla 4b

Admisién de pacientes 24h
moderadamente lesionados

68.5%
48.3%
42.7%
29.2%
21.3%
15.7%
12.4%

Cambio proporcional
+23%
+34%
+12%

72h

80.0%
67.3%
52.7%
45.5%
32.7%
21.8%
18.2%

50



Nivel de sSTM
> 2.5 ng/ml
> 3.0 ng/ml
> 3.5 ng/ml
>4.0 ng/ml
>4.5 ng/ml
> 5.0 ng/ml
> 5.5 ng/ml

Intervalo de tiempo
Admisién a 24h

Admisién a 48h
Admisién a 72h

Nivel de sTM

Admisién
24h
48h
72h

ES 2 898 424 T3

Admisiéon 24h
98.1% 100.0%
98.1% 98.7%
96.3% 97.4%
92.0% 93.5%
88.9% 90.3%
84.6% 83.8%
71.6% 76.6%

Tabla 5a

Sobrevivientes
Cambio Cambio
absoluto proporcional
-0.03 0%
+1.04 +19%
+0.87 +10%

Tabla 5b

CPC 35
[(AUC(95%CT),valor p]
0.663 (0.577-0.748), p<0.001
0.628 (0.533-0.723), p=0.009
0.619 (0.524-0.714), p=0.016
0.601 (0.500-0.703), p=0.044

Tabla 5c¢
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48h
100.0%
99.3%
98.7%
96.0%
94.0%
90.1%
82.8%

72h
100.0%
98.6%
93.9%
90.5%
87.8%
83.1%
75.0%

No sobrevivientes

Cambio Cambio
absoluto proporcional
+0.67 +16%
+1.31 +28%
+0.4 +9%
mRS 4-6
[(AUC(95%CTI),valor p]

0.651 (0.564-0.738), p<0.001
0.632 (0.538-0.725), p=0.008
0.629 (0.535-0.722), p=0.010
0.609 (0.508-0.709), p=0.032
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Nivel de sTM

> 2.5 ng/ml
> 3.0 ng/ml
> 3.5 ng/ml
> 4.0 ng/ml
> 4.5 ng/ml
> 5.0 ng/ml
> 5.5 ng/ml

Tabla 6

Nivel de sSTM
> 2.5 ng/ml
> 3.0 ng/ml
> 3.5 ng/ml
> 4.0 ng/ml
> 4.5 ng/ml
> 5.0 ng/ml
> 5.5 ng/ml

Tabla 7

Admision
41.3%
26.3%
17.3%
10.2%

6.5%
3.5%
1.9%

Admision

90-94%
90-93%
87-91%
84-90%
80-87%
77-84%
73-81%
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ID ses» Ecee Het

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

F 57
F 37
M 55
M ¢
F 58
F 32
F 37
F 36
F 47
F 52

Promdio

SD

0.42
0.42
0.47
0.47
0.42
0.42
0.42
0.42
0.42
0.42

Tabla 1. Datos demogrificos y niveles de trombomodulina co plasma y sangre eatera de 10 voluntarios saludables.
Plasma diluido 1:2

Praoedio

a0 mar
1.56
2.07
232
1.90
1.80
2.15
1.36
227
1.47
232
1.92
0.36

Sangre entera no diluida

SD CV% ¢ccec SD CV%

0.4 6.0%
0.1415.4%
0.08 9.2%
0.01 1.4%
0.06 9.6%
0.04 43%
0.05 7.9%
0.01 1.1%
0.1527.3%
0.06 6.2%
0.06 8.8%

Precdio
002 1.4% 063
011 S.1% 094
0.16 6.8% 0.86
0.21 11.2% 0.78
0.01 04% 0.66
0.07 23% 082
0.16 12.0% 0.62
0.10 45% 099
0.3322.1% 0.55
0.06 24% 100
0.12 6.9% 0.78

0.16

Cont. corregita
por et

1.08
1.62
1.63
1.47
1.13
1.42
1.07
1.70
0.94
1.72
1.38
0.30

Sangre entera diluida 1:2

Precndio
Recoperacitn dewee. SD CV%
69.4% 1.15 006 5.1%
78.1% 1.63 004 26%
70.1% 1.52 0.15 9.9%
77.3% 113 006 4.9%
62.7% 1.03 0.11 10.2%
65.9% 1.36 0.10 7.6%
78.6% 0.66 0.11 16.5%
74.9% 1.55 0.06 3.6%
64.1% 081 0.19 23.3%
74.3% 143 0.28 198%
71.5% 1.23 0.12104%
59% 033

Conc. corvegida

por bet
1.97
281
2.86
2,13
1.27
234
1.4
2.68
1.39
247
2.16
0.59

Sangre entera diluida 1:4

Promdie

Recapersciia dene. SO CV%
126.8% 0.54 0.03 4.7%
135.9% 172 027 15.6%
123.3% 1.54 0.26 16.9%
112.1% 093 0.14 148%
98.3% 0.76 0.15 19.8%
109.1%  1.04 0.26 24.4%
84.0% 030

117.9% 144 0.20 13.6%
M8%  0.51 0.29 57.1%
106.4% 1.58 0.36 22.9%
1109% 1.04 0.2221.1%
158% 051

Cont. cerrepida

por et
0.93
2.96
250
1.76
131
1.80
0.52
248
0.88
273
1.83
0.90

Recuperacion
59.6%
143.1%
12500
92.7%
72.5%
83.8%
38.6%
109.2%
59.7%
117.7%
90.2%
33.4%

Het, hematocrito. Promedio de concentracion de un duplicado de mucstra en ng/ml. SD, desviacion estindar. CV%, cocficiente de vaniacion (SD/promedio®100).
Concentracién corregida por het, = promedio de concentracidn / (1-het). Recuperacién, proporcién de rombomodulina detectada en sangre entera, respecto a la
cantidad detectada en plasma = (concentracion cn sangre cntera/concentracion en plasma) * 100,

Tabla 8
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