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DESCRIPCION

Procedimiento de pronéstico de la isquemia cerebral.
Sector de la técnica

La presente invencidn se enmarca en el campo de la medicina para pronosticar el riesgo de isquemia cerebral.

Antecedentes

El ictus es una de las principales causas de muerte en los paises desarrollados que ademds puede generar una gran
incapacidad, tanto por el grado de dependencia de los supervivientes como por afectar a muchas personas en edad
laboral. Menos de la mitad de los pacientes que sufren infarto cerebral son capaces de retomar una vida normal (la
prevalencia de recuperacion incompleta es de 460/1000 supervivientes). Estos enfermos demandan cuidados que han
de ser suplidos por su familia, lo que repercute en la calidad de vida del paciente y sus cuidadores, o por instituciones
publicas y privadas, lo que conlleva una importante inversién econémica.

El ictus tiene dos causas principales: la obstruccién trombética de un vaso sanguineo (ictus isquémico que da
cuenta del 80% de los casos) y la hemorragia (ictus hemorragico, por rotura de vasos, que da cuenta del 20% restante).
Los sintomas del ictus (pérdida de fuerza en la mitad del cuerpo, dificultad para hablar o entender, pérdida parcial de la
visién y vértigo, entre otros) aparecen de forma brusca. Sin embargo, ha de transcurrir un tiempo hasta que se produce
la lesion cerebral por muerte neuronal. Este tiempo es la “ventana terapéutica”, en la que los neurélogos deben evitar
la muerte neuronal en la parte del cerebro donde se produjo el infarto o la hemorragia.

El cerebro es un 6rgano con un alto contenido de glutamato, el mas importante de los neurotransmisores excitato-
rios. El glutamato resulta de vital importancia para el correcto funcionamiento del sistema nervioso, sin embargo, sus
propiedades excitatorias lo convierten en una sustancia altamente deletérea para las neuronas en situaciones en las que
su concentracion alcanza niveles elevados (< 200 M), y la isquemia cerebral es un claro ejemplo de este efecto. Du-
rante un episodio de isquemia cerebral, se produce una alta liberacion de glutamato en el medio extracelular del tejido
cerebral, lo que desencadena una serie de eventos moleculares que conducen a la muerte neuronal. En consecuencia,
debido al importante papel que juega el glutamato durante el episodio de isquemia, lo convierte en una buena diana
para la bisqueda de nuevos agentes neuroprotectores para el ictus isquémico.

La escasa terapia existente para el tratamiento de esta enfermedad hace necesario desarrollar nuevas terapias que
puedan ser aplicables al mayor nimero posible de pacientes, asi como métodos de prondstico que permitan intervenir
o tratar con mayor eficacia al paciente tras la isquemia cerebral.

Descripcion de la invencion

La presente invencién aporta un procedimiento prondstico de isquemia cerebral basado en un nuevo marcador
prondstico.

La invencién se basa en la observacion de pacientes que presentaban un episodio de ictus isquémico con menos de
12 horas desde el comienzo de los sintomas. La invencién demuestra que pacientes con concentraciones elevadas de
la enzima glutamato oxalacetato transaminasa (GOT) presentan buen prondstico después de un episodio de isquemia
cerebral; y al contrario, los pacientes con concentraciones bajas de GOT un mal prondstico después de un episodio de
isquemia cerebral, evolucionan peor.

Por lo tanto, la GOT es un factor relevante para pronosticar la evolucién de un paciente con isquemia cerebral, y
asf la invencién proporciona un procedimiento para su prondstico estableciendo un punto de corte de los valores de
GOT.

Una ventaja adicional de la invencidén es disponer de GOT como un marcador util para determinar si un paciente
tendrd un buen o mal prondstico, ya que permitira estratificar los pacientes de forma que aquellos pacientes con mal
prondstico serdan candidatos a recibir terapias mas agresivas que aquellos con buen prondstico.

De este modo, la invencién se dirige a un procedimiento para pronosticar la isquemia cerebral, que comprende

1) medir en una muestra de un paciente la concentracidn de enzima glutamato oxalacetato transaminasa (GOT), y

ii) comparar la concentracién de GOT con el valor de punto de corte establecido,

de forma que cuando la concentracién de GOT es superior o igual al valor del punto de corte, entonces el paciente

presenta una predisposicion favorable para un buen prondstico, y cuando la concentracién de GOT es inferior al valor
del punto de corte el paciente presenta una predisposicion favorable para un mal prondstico.
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En un aspecto particular, el valor del punto de corte establecido es de 24 mU/mL, con una sensibilidad de 91%
y una especificidad del 83%, determinado mediante un andlisis estadistico de los datos obtenidos por observacion de
pacientes (drea de la curva ROC 0.802, IC95%: 0.748-0.856 (p>0.001)).

Niveles de GOT superiores o iguales a 24 mU/m, predicen buen prondstico funcional, con una sensibilidad del
91% y especificidad del 83%.

En la presente invencion se entiende por “buen prondstico” una puntuacién en la Escala de Rankin Modificada
menor o igual a 2, a los 3 meses de evolucién. Definiéndose la Escala de Rankin Modificada como la escala que evalda
la situacién funcional del paciente. Esta escala va de 0-6, siendo 0 un paciente sin ninguna discapacidad funcional y 6
es indicativo de muerte. El punto de corte de menor o igual a 2 en esta Escala de Rankin nos indica que el paciente es
independiente.

Niveles de GOT inferiores a 24 mU/m, predicen mal prondstico funcional, con una sensibilidad del 91% y especi-
ficidad del 83%.

En la presente invencién se entiende por “mal prondstico” una puntuacién en la Escala de Rankin Modifica-
da superior a 2, a los 3 meses de evolucién. Indica que el paciente vivird sin independencia fisica con riesgo de
muerte.

En otro aspecto particular, el paciente sufrié previamente un episodio de ictus isquémico. En un aspecto mas
particular, el paciente sufrié un episodio de ictus isquémico entre 2 y 4 meses antes. Mas preferiblemente, el paciente
sufrié un episodio de ictus isquémico tres meses antes.

Descripcion detallada de la invencion

Para la presente invencion se entiende por “pronosticar”’ procedimientos mediante los cuales los expertos en la
técnica pueden predecir el curso o resultado de una afeccion en un paciente.

Se entiende que “buen prondstico” se refiere a un aumento en la probabilidad de que una afeccién evolucione de
forma favorable permitiendo la recuperacion del paciente. En este sentido, el valor de un marcador de buen prondstico
asociado a la patologia de ictus isquémico permite determinar la probabilidad de que un paciente evolucione con buen
o mal prondstico.

En la invencidn se entiende por “muestra de un paciente” a una muestra obtenida de un mamifero con el propdsito
de diagndstico o prondstico o evaluacion, en un procedimiento in vitro. En un aspecto particular, la muestra del paciente
es una muestra de sangre o suero. En otro aspecto particular, el paciente es humano.

Para la presente invencién se entiende por “terapias agresivas” aquellas que suponen un riesgo sobre el paciente so-
bre el que se aplique, pero que en el caso de los pacientes con mal prondstico, la probabilidad de éxito en la aplicacién
de estas técnicas es mayor que si no se realizara. Son terapias agresivas, por ejemplo, la técnica de neurointerven-
cionismo que consiste en una intervencion quirdrgica en la que se introduce un catéter a través de la arteria femoral
hasta llegar al lugar del trombo para eliminarlo, lo que supone un riesgo para el paciente por la complejidad de la
técnica.

En la presente invencion, se entiende por la enzima glutamato oxalacetato transaminasa (GOT) aquella que estd
presente normalmente en las células del higado y del corazén y se libera en la sangre cuando estos érganos estan da-
flados, con variaciones significativas entre sujetos (Lin, J.D., et al., Serum glutamic-oxaloacetic transaminase (GOT)
and glutamic-pyruvic transaminase (GPT) levels in children and adolescents with intellectual disabilities. Res Dev Di-
sabil. 31(1): p. 172-7; Ladue, J.S., F. Wroblewski, and A. Karmen, Serum glutamic oxaloacetic transaminase activity
in human acute transmural myocardial infarction. Science, 1954. 120(3117): p. 497-9); que fue aislada por primera
vez de tejido cardiaco de cerdo en el afio 1968 (Banks, B.E.C. and Vernon, C.A. Transamination. Part I. The isola-
tion of the apoenzyme of glutamic-aspartic transaminase from pig heart muscle. J. Chem. Soc. (Lond.) (1961) 1698-
1705) y sus propiedades bioquimicas se determinaron en afios posteriores a partir de su aislamiento también de te-
jido muscular (Bertland, L.H. and Kaplan, N.O. Chicken heart soluble aspartate aminotransferase. Purification and
properties. Biochemistry 7 (1968) 134-142. Henson, C.P. and Cleland, W.W. Kinetic studies of glutamic oxaloacetic
transaminase isozymes. Biochemistry 3 (1964) 338-345. Jenkins, W.T., Yphantis, D.A. and Sizer, . W. Glutamic as-
partic transaminase. [. Assay, purification, and general properties. J. Biol. Chem. 234 (1959) 51-57). La GOT se clond
por primera a partir de Escherichia coli K-12, denomindndose al gen codificante aspC, el cual presenta 1.188 residuos
de nucleétidos y la proteina codificada 396 aminoécidos (Kuramitsu S, Okuno S, Ogawa T, Ogawa H, Kagamiyama H.
Aspartate aminotransferase of Escherichia coli: nucleotide sequence of the aspC gene. J Biochem. 1985 Apr; 97(4):
1259-62).

Existen dos tipos de isoformas, la GOT1 de procedencias citosdlica la cual deriva principalmente de eritrocitos y
del tejido muscular cardiaco, y la isoforma GOT?2, presenta principalmente en higado, es por ello que esta enzima se
utiliza como biomarcador de dafo hepatico o muscular.
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La GOT metaboliza la reaccién glutamato+oxalacetato & aspartato+alpha-cetoglutarato. El simbolo & signi-
fica que dicha reaccién puede producirse en ambos sentidos, glutamato+oxalacetato—aspartato+a-cetoglutarato 6
aspartato+a-cetoglutarato— glutamato+oxalacetato, dependiendo de la concentracidn de los sustratos, es por ello que
esta enzima se le conozca también con el nombre se aspartato transaminasa o transferasa (AST). En situaciones de
isquemia cerebral los niveles de glutamato en sangre alcanzan niveles muy superiores a los niveles normales, lo que
hace que la reaccion quede desplazada hacia la formacién de aspartato+a-cetoglutarato, produciendo la eliminacién
del glutamato.

Los siguientes ejemplos son ttiles para ilustrar la invencién y no deben de interpretarse como una limitacion de la
misma.

Ejemplos
Estudio poblacional y caracteristicas de los pacientes

Entre los meses de febrero de 2009 y agosto del 2009, 155 pacientes con un episodio de ictus isquémicos con
menos de 12 horas desde el comienzo de los sintomas fueron prospectivamente evaluados para determinar su posible
inclusién en el estudio. Pacientes con ictus al despertar (n=16), pacientes con dependencia (n=7), pacientes dafio
hepético (n=3), pacientes con dafio renal (n=2), pacientes con enfermedades hematolégicas (n=1), cancer (n=3), y
pacientes incluidos en algin estudio clinico (n=7) fueron excluidos. Ademas, 4 pacientes no aceptaron ser incluidos
en el estudio y el seguimiento de 1 paciente se perdié durante el estudio. Por lo tanto, un total de 111 pacientes fueron
finalmente incluidos en el anlisis.

Todos los pacientes fueron prospectivamente evaluados usando tomografia computarizada craneal (CT) y escalas
neuroldgicas y funcionales. El tamafio de la muestra analizada, fue calculada utilizando EPIDAT 3.1. El protocolo
utilizado fue aprobado por el comité ético y el consentimiento informado y consentido fue dado por los pacientes y
familiares.

Variables clinicas

Todos los pacientes fueron admitidos en la Unidad Aguda de Ictus y tratados por el mismo personal sanitario
siguiendo la Guias de la Sociedad Espafola de Neurologia para enfermedades cerebrovasculares (Comité ad hoc del
Grupo de Estudio de Enfermedades Cerebrovasculares de la SEN. Guia para el diagnéstico y tratamiento del ictus.
Prous Science. Barcelona 2004). La historia médica recogida incluia factores de riesgo vascular, test de coagulacion,
ECG, radiografia del térax y ultrasonido carotideo, pardmetros todos ellos recogidos en el momento de la admisién. La
severidad de ictus fue evaluada por el médico neurélogo usando la escala NIHSS (National Institute of Health Stroke
Scale) en el momento de la admisidn, al 1 dia, y a los 3, 71 y 90+7 dias después del episodio isquémico (Brott,
T., et al., Measurements of acute cerebral infarction: a clinical examination scale. Stroke, 1989. 20(7): p. 864-70). El
tipo de ictus fue clasificado de acuerdo con el criterio TOAST (Adams, H.P., Jr., et al., Classification of subtype of
acute ischemic stroke. Definitions for use in a multicenter clinical trial. TOAST. Trial of Org 10172 in Acute Stroke
Treatment. Stroke, 1993. 24(1): p. 35-41). El pronéstico funcional fue evaluado a los 3 meses usando la escala de
ranking modificada (mRS) (Bessenyei, M., et al., Characteristics of 4 stroke scales for the detection of changes in
clinical signs in the acute phase of stroke. J Stroke Cerebrovasc Dis, 2001. 10(2): p. 70-8; Lyden, P.D. and L. Hantson,
Assessment scales for the evaluation of stroke patients. J Stroke Cerebrovasc Dis, 1998. 7(2): p. 113-27).

Estudios de neuroimagen

Escaneos con CT fueron realizados en el ingreso y entre los dias 4 y 7 de hospitalizacion. Los andlisis de CT asi
como la determinacion de los volimenes de infarto fueron evaluados por un neurorradiélogo ciego al estudio y a los
datos analizados.
Variables del prondstico

La principal variable prondstico fue la evaluacioén funcional a los 3 meses (mRS < 2). La correlacion entre los
niveles de GOT y el volumen de infarto fue considerada como variable secundaria del pronéstico.
Andlisis de laboratorio

Las muestras de sangre de los pacientes fueron recogidas a las 24 y 72 horas y los niveles de glutamato y GOT

fueron analizados sobre estas muestras en un laboratorio independiente, ciego al estudio y a los datos analizados,
mediante un sistema automatizado de autoandlisis (ADVIA 2400, Bayer Diagnostics).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2370 796 B2

Andlisis estadistico

Los resultados fueron expresados en porcentaje como variables categdricas y como media (SD) o mediana [cuartil]
para variables continuas dependiendo de su distribucién normal o no. Las proporciones fueron comparadas usando un
test de chi-cuadrado y el test de t-Student o el test de Mann-Whitney para variables continuas entre grupos. Andlisis
de Spearman o Pearson se utilizaron para correlaciones bivariadas.

En los estudios clinicos, la influencia de GOT y los niveles de glutamato sobre el prondstico funcional se reali-
76 mediante un andlisis de regresion logistico, después de ajustar por la media de las variables relacionadas con el
prondstico en el andlisis univariado (p <0.05)

La influencia de la GOT y los niveles glutamato sobre el volumen de infarto fueron evaluados con un modelo lineal
después de ajustar por las variables asociadas obtenidas de la comparacion bivariada.

El test estadistico se realiz6 usando el programa SPSS 16.0 para Windows XP.

En el estudio, de los 111 pacientes analizados se observé que: (60.4% eran hombres, con edad media de 70.9 +
11.2 afos), una NIHSS media [cuartiles] en el ingreso de 11 [5, 16], y el tiempo medio desde comienzo de los sintomas
de 3.9 + 2.3 horas. En funcién del subtipo de ictus se obtuvieron aterotrombéticos (10.8%), cardioembdlicos (37.8%),
indeterminados (37.8%), y lacunares (13.6%).

Los niveles de glutamato en el momento de la admisién fueron significativamente mayores [274.2 + 134.1 umol/L]
que a la 24 horas [133.6 + 64.0 umol/L] y que a las 72 horas [109.0 + 59.3 umol/L] (todas las p<0.0001). Sin
diferencias entre las 24 y 72 horas. Los niveles de GOT se correlacionaron con los niveles de plasmaticos de glutamato
al ingreso (r = -0.435, p<0.0001), pero no a las 24 (r = -0.204, p<0.063) y 72 horas (r =-0.161, p=0.161).

Ejemplo 1
Efecto de los niveles de GOT y glutamato sobre el prondstico funcional en pacientes isquémicos
La Tabla 1 muestra las principales caracteristicas que afectan a los pacientes en funcién del buen y mal prondstico.

Se observa como niveles de altos de glutamato y bajos niveles de GOT afectan de forma significativa (p<0.0001) al
mal prondstico funcional a los 3 meses.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 1

Niveles de GOT y prondstico funcional a los 3 meses

Andlisis univariado del prondstico funcional a los 3 meses

Bueno Malo
n=>59 n=>52 p
Edad (afios) 66.9+12.2 744 +7.8 0.001
Hombres (%) 74.1 44.2 0.002
Tiempo desde el inicio (horas) 36+23 39+24 0.734
Antecedente de hipertension arterial (%) 51.7 65.4 0.177
Antecedente de diabetes (%) 24.1 21.2 0.821
Antecedente de dislipemia (%) 18.6 28.8 0.263
Antecedente de tabaquismo (%) 23.7 7.7 0.037
Antecedente de enolismo (%) 6.5 3.9 0.254
Antecedente de cardiopatia isquémica (%) 15.3 13.5 0.503
Antecedente de fibrilacion auricular (%) 22.0 26.9 0.352
Tension arterial sistolica al ingreso (mm
154.4 £ 22.7 1452 +19.0 | 0.262
Hg)
Tension arterial diastdlica al ingreso (mm
843+£13.2 77.2+10.2 0.070
Hg)
Temperatura axilar méaxima en las primeras
36603 36.8+£0.5 0.038
24 h (°C)
Glucemia al ingreso (mg/dL) 125.5+61.1 134.7+35.7 | 0.126
Leucocitos al ingreso (x 10°/mL) 82+25 8.7+2.6 0.526
Plaquetas al ingreso (x 10°/mL) 227.7+£70.7 224.5 £66.3 0.571
Fibrindgeno al ingreso (mg/dL) 3979+ 104.1 | 440.6+144.8 | 0.071
NIHSS al ingreso 7 [4, 10] 1512, 18] |<0.0001
Tratamiento con rtPA intravenoso (%) 354 21.9 0.514
TOAST 0.03
Aterotrombético (%) 11.9 9.6
Cardioembdlico (%) 27.1 50.0
Lacunar (%) 23.7 1.9
Indeterminado (%) 37.3 38.5
Glutamato sérico al ingreso (umol/L) 1782+79.2 | 381.3+105.5 [<0.0001
GOT (mU/mL) 17 [13,24] 11[10, 14] [<0.0601
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La Tabla 2, el Modelo 1 se muestra que en el andlisis univariado los niveles de GOT a las 24 horas aparecen
asociados de forma independiente con el mal prondstico (OR, 0.81; CI 95%, 0.71 a 0.93, p = 0.003), después de
ajustar por edad, genero, temperatura, ser fumador, gravedad y subtipo de ictus. Sin embargo la inclusién de glutamato
en el andlisis Tabla 2, Modelo 2, hace que la variable GOT deje de ser un valor independiente en relacion con el

ES 2370 796 B2

pronéstico (OR, 1.02; CI 95%, 1.00 a 1.03, p = 0.001) (Tabla 2).

Andlisis multivariado (regresion logistica miltiple) del prondstico funcional a los 3 meses

TABLA 2

Modelo 1
OR CI 95% p
Edad 1.06 0.99-1.12 0.085
Hombre 0.51 0.14 - 1.77 0.287
Tabaquismo 0.89 0.14-5.80 0.907
Temperatura méxima 24 horas 2.19 0.51-9.47 0.229
NIHSS basal 1.29 1.14 - 1.44 | <0.0001
Cardioembodlico vs no
cardioembélico 0.71 0.18-2.79 0.629
GOT 0.81 0.71-0.93 0.003
Modelo 2
OR CI 95% p
Edad 1.07 098 - 1.15 0.106
Hombre 0.44 0.09-2.21 0.321
Tabaquismo 0.61 0.06 - 6.67 0.682
Temperatura maxima 24 horas 1.22 0.18 - 8.21 0.836
NIHSS basal 1.19 1.02 - 1.36 0.025
Cardioembodlico vs no
cardioembélico 1.95 0.33-11.59 0.463
GOT 0.91 0.79 - 1.05 0.199
Glutamato basal 1.02 1.00 - 1.03 0.001

Esto significa que la GOT resulta ser un buen marcador de prondstico funcional. Resulta 16gico que al incluir los
niveles de glutamato en el andlisis, la GOT deje de ser un buen indicador prondstico, ya que la GOT, media a través

de su efecto sobre el glutamato.
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Ejemplo 2
Efecto de de los niveles de GOT y glutamato sobre el volumen de infarto en pacientes isquémicos

Tabla 3. De igual modo a lo observado con el prondstico funcional a los tres meses, en la tabla 3 se muestra que
entre las principales variables que afectan de forma significativa (p<0.0001) al volumen de infarto se encuentran los

niveles de niveles de glutamato y niveles de GOT.

TABLA 3
Niveles de GOT y volumen del infarto

Analisis univariado del volumen del infarto

p
Edad (afios) 0.131
Hombres (%) 0.005
Tiempo desde el inicio (horas) 0.618
Antecedente de hipertensidn arterial (%) 0.302
Antecedente de diabetes (%) 0.938
Antecedente de dislipemia (%) 0.909
Antecedente de tabaquismo (%) 0.002
Antecedente de enolismo (%) <0.0001
Antecedente de cardiopatia isquémica (%) 0.655
Antecedente de fibrilacidon auricular (%) 0.273
Tension arterial sistolica al ingreso (mm Hg) 0.468
Tension arterial diastdlica al ingreso (mm Hg) 0.795

Temperatura axilar maxima en las primeras 24 h (°C) | 0.004

Glucemia al ingreso (mg/dL) 0.271
Leucocitos al ingreso (x 10°/mL) 0.154
Plaquetas al ingreso (x 10°/mL) 0.690
Fibrin6geno al ingreso (mg/dL) 0.030
NIHSS al ingreso <0.0001
Tratamiento con rtPA intravenoso (%) 0.277
Cardioembolico vs No-cardioembdlico 0.001
Glutamato sérico al ingreso (umol/L) <0.0001
GOT (mU/mL) <0.0001

En el andlisis univariado (Tabla 4, modelo 1), los niveles de GOT al ingreso se asociaron de forma independiente
con el volumen de infarto (B, -0.98; CI 95%, -1.71 a -0.24, p = 0.010), ajustado por genero, temperatura, hibitos
de fumar, consumo de alcohol, severidad del ictus, niveles de fibrin6geno y subtipo de ictus (cardioenb6licos VS no
cardioembdlicos). La inclusion del glutamato en el modelos univariado (Tabla 4, modelo 2), hizo que el GOT dejara
de ser una variable independiente (B, 0.10; CI 95%, 0.05 a 0.16, p = 0.001) (Tabla 4).
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TABLA 4

Andlisis multivariado (regresion lineal miiltiple) del volumen del infarto

Modelo 1
B CI195% p

Sexo 0.97 -13.01 a 14.95 0.891
Antecedente de tabaquismo -14.20 -37.66 2 9.26 0.232
Antecedente de enolismo 1.80 -1436a 17.97 0.825
Temperatura méaxima 24 horas 13.85 -1.32229.02 0.073
Fibrindgeno 0.03 -0.02 2 0.07 0.249
NIHSS al ingreso 233 1.16 23.49 <0.0001
Cardioembdlico vs No-

cardiembolico -1.73 -15.52a12.05 0.803
GOT -0.98 -1.71a-0.24 0.010

Andlisis multivariado (regresion lineal miiltiple) del volumen del infarto

Modelo 2
B Cl95% p

Sexo -1.64 -1543a12.14 0.813
Antecedente de tabaquismo -12.93 -35.77a 9.91 0.263
Antecedente de enolismo 0.97 -14.67 a 16.61 0.902
Temperatura maxima 24 horas 10.34 -4.59 2 25.28 0.172
Fibrinégeno 0.05 -0.00 a 0.09 0.075
NIHSS al ingreso 1.36 0.09a2.63 0.030
Cardioembolico vs No-

cardioembalico -6.19 -20.20a 7.81 0.381
GOT -0.39 -1.17a0.39 0.325
Glutamato basal 0.10 0.05a0.16 0.001

De igual modo a la conclusién obtenida con el prondstico funcional, estos resultados indican que la GOT resulta
ser un buen marcador del volumen de infarto, es decir a menores niveles de GOT mayor serd el volumen de infarto y
en consecuencia la gravedad de la lesién cerebral. Resulta igualmente 16gico que al incluir los niveles de glutamato en
el andlisis, la GOT deje de ser un buen indicador prondstico, ya que la GOT, media a través del glutamato en su efecto
sobre el volumen de infarto.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2370 796 B2

REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para pronosticar la isquemia cerebral, que comprende

1) medir en una muestra de un paciente la concentracién de enzima glutamato oxalacetato transaminasa
(GOT), y

i) comparar la concentraciéon de GOT con el valor de punto de corte establecido,
de forma que cuando la concentracién de GOT es superior o igual al valor del punto de corte, entonces el paciente
presenta una predisposicién favorable para un buen prondstico, y cuando la concentraciéon de GOT es inferior al valor
del punto de corte el paciente presenta una predisposicion favorable para un mal prondstico.
2. Procedimiento segtin la reivindicacién 1, donde el punto de corte es 24 mU/mL.
3. Procedimiento segtin las reivindicaciones 1 y 2, donde la muestra es de sangre o suero.

4. Procedimiento segun las reivindicaciones anteriores, donde el paciente es humano.

5. Procedimiento segtn las reivindicaciones anteriores, donde el paciente sufrié previamente un episodio de ictus
isquémico.
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Buen prondstico

Punto de corte
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1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinion.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 ZLOTNIK, A., GUREVICH, B., TKACHOV, S. et al. Brain Ene-2007
neuroprotection by scavenging blood glutamate. Experimental
neurology. Enero de 2007. Vol 203, N° 1, paginas 213-220.

ISSN 0014-4886.

D02 GOTTLIEB, M.; WANG, Y., TEICHBERG, V. Blood-mediated Oct-2003
scavenging of cerebrospinal fluid glutamate. Journal of
Neurochemistry. Octubre de 2003. Vol 87, N° 1, paginas 119-126.
ISSN 0022-3042.

D03 CASTILLO, J.; DAVALOS, A, NAVEIRO, J., et al Jun-1996
Neuroexcitatory Amino Acids and Their Relation to Infarct Size
and Neurological Deficit in Ischemic Stroke. Stroke. Junio de
1996. Vol 27, N° 6, paginas 1060-1065. ISSN 0039-2499.

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

La presente solicitud tiene por objeto un procedimiento para pronosticar la isquemia cerebral que comprende medir en una
muestra de un paciente la concentracion de la enzima glutamato oxalacetato transaminasa (GOT) y comparar el valor de la
concentracion con un punto de corte establecido, de tal forma que si la concentraciéon de dicha enzima es superior o igual al
punto de corte, el paciente presenta una predisposicion favorable para un buen prondstico y viceversa (Reivindicacion 1).
Concretamente el punto de corte es 24 mU/mL (Reivindicacién 2).

El documento D01 divulga un estudio que se lleva a cabo en ratas, cuyo objetivo es analizar si la eliminacion del glutamato
de la sangre mediada por oxalacetato (co-sustrato de la enzima GOT), presenta un efecto neuroprotector en condiciones
patoldgicas que se caracterizan por un exceso de glutamato en el cerebro. Se observa que el tratamiento con oxalacetato (1
mmol/100 g peso), implica mejoras significativas en el status neuroldgico y conlleva una disminucion del 40% del glutamato
en sangre. También se observa que la administracion de oxalacetato a dosis bajas (0.005mmol/100 g) sin efecto
terapéutico, presenta efecto neuroprotector cuando se administra junto con la enzima recombinante GOT (0.14 nmol/100g),
observandose una recuperacion neurolégica practicamente completa. Se concluye, que el oxalacetato tiene efecto
neuroprotector y se sefiala que su efecto terapéutico se debe principalmente a su implicacion en la eliminacion de glutamato
de la sangre, a través de la enzima GOT.

El documento D02 divulga un estudio en el que se analiza si la disminucion de los niveles de glutamato en sangre aumenta
la capacidad del cerebro para eliminar glutamato del fluido cerebroespinal. Para ello se fuerza la eliminaciéon de glutamato
de la sangre administrando los co-sustratos de las enzimas plasmaticas GOT y GPT, oxalacetato y piruvato
respectivamente. Se concluye que los niveles extracelulares de glutamato en el cerebro pueden ser controlados en parte,
por los niveles de glutamato en sangre, y se sefiala la posibilidad de utilizar los co-sustratos de las enzimas plasmaticas
GOT y GPT con fines terapéuticos en condiciones patoldgicas caracterizadas por una acumulacion de glutamato en el
cerebro.

El documento D03 divulga un estudio en pacientes que han sufrido un infarto cerebral, cuyo objetivo es examinar los niveles
de los amino&cidos excitatorios, entre los que se encuentra el glutamato, durante la fase aguda del infarto cerebral y su
relacién con el tamafio del infarto y el déficit neurologico. Se observa que existe una acumulacién de glutamato durante la
fase aguda del infarto cerebral y que existe una buena correlacién entre los niveles de glutamato en cerebro y sangre. Asi
mismo, se concluye que niveles elevados de glutamato en sangre se asocian a una mayor severidad en el déficit
neurolégico.

NOVEDAD y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art 6y 8 Ley 11/1986).

Los documentos D01 y D02 se consideran los documentos del estado de la técnica mas proximos a la invencion.

En estos documentos se anticipa el hecho de que la eliminacién del glutamato de la sangre presenta efectos
neuroprotectores (D01 y D02), y que esta eliminacion del glutamato es llevada a cabo, al menos en parte, por la enzima
GOT.

No obstante, estos efectos neuroprotectores, se observan cuando los sujetos son tratados, bien con oxalacetato o con
oxalacetato combinado con un aporte exdgeno de la propia enzima GOT, lo que supone un aumento en 30 veces su
concentracion basal.
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Sobre la base de lo divulgado en estos documentos, no resulta obvio, que si existen diferencias de concentracion de la
enzima entre los sujetos tras sufrir la lesion cerebral, estas diferencias sean suficientes como para explicar o establecer una
relacién con el buen o mal pronéstico del paciente.

En conclusién, se considera que el procedimiento de prondstico de la isquemia cerebral objeto de las reivindicaciones 1-5, es
nuevo e implica actividad inventiva, en el sentido del articulo 6 y 8 de la Ley de patentes 11/86.
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