Avances y controversias mas relevantes en las diatesis hemorragicas

CooRDINADORES:  EJ. BATLLE. La Corufia
J.M. HERMIDA. Pamplona

Resumen del simposio

A pesar de la intensa investigacién realizada estos Gltimos afios en el campo de la enfermedad de von
Willebrand (EVW), siguen existiendo importantes dificultades diagnésticas, particularmente en el tipo
1 de esta enfermedad. Precisamente por ello han surgido algunos proyectos que tratan de esclarecer los
principales problemas relativos a este tipo en particular. La primera ponencia se centra en el Proyecto de
la Unién Europea titulado Marcadores clinicos y moleculares en el diagndstico y tratamiento de la enfermedad
de von Willebrand (EVW) tipo 1 (Proyecto MCMDM-1VWD), y los desafios futuros. El doctor Giancarlo Cas-
taman (del Hospital San Bortolo, en Vicenza, Italia), uno de los miembros mas activos de este proyecto,
expone los principales resultados del mismo en sus diferentes vertientes. Ante la duda de si realmente
existe el tipo 1 de EVW sefiala que su existencia es real, pero que sin duda con una mucho menor preva-
lencia que la considerada previamente. Ello es debido a que, por problemas metodoldgicos, se han veni-
do incluyendo en este tipo numerosas alteraciones que corresponden mds a formas variantes de EVW.

Precisamente los estudios fenotipicos, de una forma muy especial el anélisis multimérico del factor
von Willebrand (FVW), las diferencias en la respuesta al DDAVP en relaciones con las mutaciones en-
contradas, y los estudios de expresién de nuevas mutaciones, han permitido distinguir los casos que
pueden encuadrase adecuadamente en la EVW tipo 1. Otro aspecto de gran interés es la demostracién
de pacientes con claro fenotipo 1 en los que no se descubre mutacién en el gen del FVW, dejando en-
trever el papel de otros genes moduladores, todavia no bien conocidos. Este estudio estd siendo decisi-
vo en iluminar un campo tan oscuro como venia siendo la EVW tipo 1. Hay que resaltar que ha supues-
to una verdadera “puesta a punto” en aspectos conceptuales y metodoldgicos de todos los que venimos
colaborando en este proyecto.

El valor de la profilaxis en pacientes con hemofilia se acepta ampliamente, aunque quedan por defi-
nir diversos aspectos. Las mayores incégnitas y controversias surgen en la hemofilia con inhibidor, en la
que se estan llevando a cabo estudios preliminares que tratan de demostrar la utilidad de la profilaxis,
y cudles son las mejores pautas terapéuticas en este grupo de pacientes, abocados a una inevitable ar-
tropatia hemofilica. La doctora Carme Altisent de la Unitat d’'Hemofilia del Hospital Universitari Vall
d’Hebrén de Barcelona analiza con notable claridad y acierto este controvertido tema, valorando los re-
cursos disponibles, los concentrados del complejo protrombinico activados y el factor VII activo recom-
binante (FVIlar), y su aplicacién, que, lejos de ser excluyente, puede ser complementaria si se emplean
de forma secuencial. La posible monitorizacién de estos productos con nuevos métodos de laboratorio
puede facilitar su empleo en cada caso de una forma mads eficiente.

La doctora M.? Fernanda Lépez Ferndndez, del Complexo Hospitalario Universitario Juan Canalejo,
en A Corufia, expone minuciosamente la utilidad del factor VII activo recombinante (FVIlar) en la he-
morragia critica, centrdndose en la escasa evidencia cientifica disponible, valorando su eficacia y su ries-
go beneficio, y asomandose muy preliminarmente a los escasos estudios coste/beneficio de este acer-
camiento terapéutico. No cabe duda de que el efecto espectacular del FVIlar en hemorragias graves ha
propiciado un incremento de su empleo en los hospitales, no siempre utilizado de forma racional. Ello
puede generar un elevado coste, una menor eficacia y un aumento de los efectos adversos, como son
las complicaciones trombdticas, que pueden acontecer si se emplea indiscriminadamente. En este sen-
tido, se evidencia la necesidad de elaborar y cumplir guias de actuacién hospitalarias consensuadas, li-
derados por hematélogos conocedores de este problema, lo que propicia una mayor eficiencia y un me-
jor coste/beneficio en su empleo.
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El doctor José Félix Lucia, del Hospital Miguel Servet de Zaragoza, aborda la Gltima ponencia sobre
“Nuevas moléculas hemostéticas en el tratamiento de la hemofilia. Resultados preliminares”. Ante el re-
traso sustancial que estd experimentando el desarrollo de la terapia génica en hemotfilia, actualmente el
mayor interés se centra en el disefio y desarrollo de nuevas moléculas, con un efecto biolégico mayor o
mas prolongado, asi como con menor inmunogenicidad. Resulta espectacular el ingenio humano que,
aprovechando los conocimientos biolégicos y fisiolégicos de los factores de la hemostasia, es capaz de
modificar moléculas que pueden mejorar la eficiencia y calidad del tratamiento de los pacientes con
trastornos hemorragicos, y de una forma especial de los pacientes con hemofilia. En unos casos las pro-
teinas mutantes o “muteinas” ofrecen ventajas claras sobre las moléculas silvestres, sin aparentemente
conllevar mayores efectos secundarios. En otros casos la asociacién de moléculas diferentes facilitan el
efecto bioldgico deseado, como es el ejemplo del FVIII recombinante unido a liposomas pegilados. Esta
asociacién propicia un efecto biolégico del FVIII mds prolongado, hecho que abre la perspectiva de una
profilaxis que permita distanciar las dosis a emplear. Sin duda, todas estas moléculas de “disefio” preci-
saran de estudio y seguimiento muy rigurosos para comprobar la bondad de las mismas, demostrando
que no suponen un incremento de los efectos secundarios.

Deseamos expresar nuestro mdas profundo agradecimiento y reconocimiento a tan distinguidos po-
nentes.
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PROFILAXIS EN PACIENTES
HEMOFILICOS CON INHIBIDOR

C. ALTISENT
Unitat d’Hemofilia. Hospital Vall d’Hebron. Barcelona

Introduccion

El desarrollo de anticuerpos neutralizantes contra el
factor VIII (inhibidores) aparece en el 20-30% de los
pacientes con hemofilia A grave y es la complicacién
mas importante derivada del tratamiento sustitutivo.
Se desarrollan con las primeras exposiciones al concen-
trado de factor VIII y complican el tratamiento de las
hemorragias. Generalmente aparecen en nifios de cor-
ta edad, lo que comporta un notable incremento de la
morbilidad si no se consigue su erradicacion.

La artropatia hemofilica es una complicacién a lar-
go plazo de la hemofilia grave y se ha demostrado que
se correlaciona con el nimero de hemorragias articu-
lares anuales. Las hemartrosis representan el 70-80%
de todas las hemorragias y el 90% de los nifios pre-
sentan su primera hemartrosis antes de los 5 afios. En
la década de los sesenta, en Suecia se inicié el trata-
miento profilactico para convertir una hemofilia grave
en moderada y disminuir el nimero de hemorragias'.
Numerosos estudios retrospectivos y no aleatorizados
han demostrado que si la profilaxis se inicia en eda-
des muy tempranas, existe un descenso muy impor-
tante del nimero de hemorragias y se preserva mejor
la integridad articular’. Ademds de la prevencién de
la artropatia, el tratamiento profildctico reduce la in-
cidencia de otros tipos de hemorragia (intracraneal) y
permite mejorar la calidad de vida.

En pacientes con titulos de inhibidor superior a 5
unidades Bethesda, el tratamiento sustitutitvo general-
mente es inefectivo, por lo que se requiere la utiliza-
cién de agentes denominados ‘sorteadores’ (by-pass).
El concentrado de complejo protrombinico activado y
el factor VII activado recombinante son los dos agen-
tes registrados en nuestro pais. Ambos farmacos han
demostrado su eficacia para el tratamiento de las he-
morragias y la prevencién del sangrado intra y poso-
peratorio®. La diferencia entre ambos, ademds de su
origen, es su vida media plasmatica: aproximadamen-
te de 12 horas el primero y de 2-3 horas el segundo.
No existe la posibilidad de controlar la eficacia de am-
bos productos mediante técnicas de laboratorio.

En los pacientes con inhibidor, el tratamiento de las
hemorragias con estos farmacos presenta mayor difi-
cultad al no ser un tratamiento sustitutivo y, aunque
el nimero de sangrados no sea mayor, si lo es el gra-
do de artropatia en comparacién con los pacientes sin
inhibidor. Soucie et al.* publicaron una serie amplia de
2.378 nifios de 2-19 afios con hemofilia grave; los 186
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que habian desarrollado inhibidor tenfan una pérdida
de funcién articular mayor que los que no tenian in-
hibidor. El estudio ESOS (Eutopean Study Orthopaedic
Status) también ha demostrado en sus resultados preli-
minares que la afectacién clinica y radiolégica es mu-
cho mayor en pacientes con inhibidor’.

El tratamiento de induccién a la inmunotolerancia
para la erradicacién del inhibidor es la mejor alterna-
tiva terapéutica en pacientes con alto titulo de inhibi-
dor. Aunque no existe un consenso en cuanto a las do-
sis 6ptimas, se recomienda iniciarlo cuando el titulo de
inhibidor es inferior a 10 unidades Bethesda. Este pe-
riodo preinmunotolerancia, en espera del descenso del
titulo del inhibidor, puede ser de varios meses. Cuan-
do se inicia la inmunotolerancia suelen ser necesarios
mdés de 6 meses antes de conseguir la erradicacién del
inhibidor.

En pacientes con inhibidor, el tratamiento profildc-
tico con agentes sorteadores es muy reciente y los re-
sultados atin no se han contrastado suficientemente,
aunque el concentrado de complejo protrombinico ac-
tivado se utiliz6 asociado al tratamiento de inmunoto-
lerancia, segn el protocolo BonnS. El tratamiento pro-
filictico con agentes inhibidores podria ser una buena
estrategia para prevenir las hemartrosis desde el diag-
néstico del inhibidor hasta el inicio de la inmunotole-
rancia, durante la inmunotolerancia y una alternativa
en pacientes en los que fracasara ésta.

Concentrado de complejo protrombinico
activado y profilaxis

Este complejo es un derivado plasmatico que contie-
ne los factores procoagulantes I, IX y X (mayoritaria-
mente no activado) y el factor VII (mayoritariamen-
te activado). Actda en varios lugares de la cascada de
la coagulacién generando trombina mediante activa-
cién directa del factor X, sin necesidad de factor VIII
o IX”. Diversos estudios han demostrado un descen-
so del nimero de hemorragias cuando se utiliza de
forma profilactica, aunque no detiene el deterioro ar-
ticular en pacientes que ya lo tenifan previamente®.
En un estudio retrospectivo en cuatro centros de Es-
tados Unidos se revisé el nimero de pacientes con in-
hibidor que habian recibido este tipo de tratamiento
durante mds de seis meses®. Cinco pacientes con he-
mofilia A recibieron tratamiento profildctico durante
una media de 15 meses; sus edades oscilaban desde
los 3 afios del més joven hasta los 16 del mayor. La do-
sis administrada varié desde 50 UI por kg de peso tres
veces a la semana hasta 100 Ul por kg de peso diaria-
mente. Las dosis recomendadas se basaban en las que
habian conseguido la hemostasia en cada paciente en
los tratamientos previos. En todos los pacientes hubo
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una reduccién del nimero de hemorragias y no se de-
tectaron complicaciones trombéticas en ningtn caso.
También se constatd una respuesta anamnésica (incre-
mento del titulo del inhibidor de 33 a 1.085 unidades
Bethesda) en uno de cinco pacientes, sin modificacién
de la eficacia del concentrado administrado.

Kreuz et al.'* han reportado en 22 nifios la eficacia y
seguridad del concentrado de complejo de protrombi-
na activado, utilizado en profilaxis durante la inmuno-
tolerancia, en dosis de 50 Ul/kg/dia; han constatado la
incidencia de una hemartrosis por afio (rango: 0-6) y
no han habido complicaciones trombdticas ni hemo-
rragias graves.

Por otra parte, actualmente estd en curso un estu-
dio clinico internacional (PRO-FEIBA)!! para valorar la
eficacia de 85 UI por kg de peso tres veces a la sema-
na durante 6 meses y otros 6 en demanda, comparan-
do el nimero de hemorragias en ambos periodos. Los
objetivos secundarios del estudio son la seguridad, ca-
lidad de vida y evaluacién farmacoeconémica de am-
bos periodos.

Profilaxis con factor Vlla recombinante

Estudios recientes han demostrado la eficacia de este
farmaco como profilactico, a pesar de su corta vida
media. Su mecanismo de accién es la generacién de
trombina a partir de las plaquetas activadas, que for-
man un codgulo més estable y resistente a la lisis. Su
eficacia en profilaxis se relaciona con la reciente hipé-
tesis de que el FVIla recombinante puede tener una
difusién extravascular y estar disponible en las zo-
nas de lesion'?. Las dosis utilizadas son muy varia-
bles, desde 90 hasta 240 ug por kg y dia. La duracién
del tratamiento también es muy variable. Ha demos-
trado su eficacia en cirugia mayor y ortopédica y se
ha utilizado en periodos de fisioterapia para la reha-
bilitacién articular de actitudes en flexién o contrac-
turas musculares.

Un reciente estudio prospectivo y aleatorizado®® ha
reportado 37 pacientes con mas de dos hemorragias
mensuales en dos ramas de tratamiento profilactico
con 90 0 270 ug por kg y dia durante tres meses. En los
pacientes que recibieron la dosis baja se consiguid una
reduccién del 45% del nimero de hemorragias, mien-
tras que fue del 59% en los que recibieron la dosis alta.
Tres meses después de finalizar la profilaxis, el nime-
ro de hemorragias continuaba siendo menor que en el
periodo previo a la inclusién.

Otra reciente publicaciéon registra 13 pacientes en
profilaxis secundaria con FVIla recombinante en un es-
tudio retrospectivo y multicéntrico'. Las dosis admi-
nistradas han sido muy variables, desde 200-250 ug/
kg de peso semanales a 200 ug/kg diarios. En 12 de

13 casos hubo un descenso del nimero de hemorra-
gias comparado con el periodo previo a al profilaxis.
La gran variacién de dosis dificulta extraer conclusio-
nes sobre cudl es la dosis minima efectiva y la maxima
dentro del margen de seguridad.

Teniendo en cuenta que este tratamiento va a utili-
zarse generalmente en nifos pequefos (por la mayor
incidencia de inhibidores), debe tenerse en cuenta la
gran variabilidad de respuesta en edades tempranas.
Es imprescindible, pues, en la mayoria de pacientes in-
dividualizar la dosis con el fin de optimizar la eficacia,
teniendo en cuenta también el coste.

Efectos secundarios
La complicacién mas seria derivada de la utilizacién de
agentes sorteadores es la trombosis y sus consecuen-
cias: infarto de miocardio, embolismo pulmonar, etc.
Inicialmente se considerd que el riesgo trombético con
factor VIla recombinante era menor. Estudios de far-
macovigilancia han probado que el riesgo con ambos
productos es similar’®. La utilizacién de estos famar-
cos en profilaxis comporta, en general, dosis mas bajas
que las utlizadas como terapéuticas y, hasta la actuali-
dad, no se han descrito complicaciones trombdticas.
Debe prestarse una atencién especial cuando se ad-
ministra a pacientes a través de un dispositivo de ac-
ceso venoso implantable (Port-a-Cath®), ya que se han
descrito complicaciones trombéticas®.

Conclusion

El término profilaxis aplicado a pacientes con hemofi-
lia e inhibidor puede entenderse como prevencién de
la artropatia o descenso del nimero de hemorragias.
La posibilidad de disponer de un tratamiento profi-
lactico con agentes sorteadores antes y durante el pe-
riodo de inmunotolerancia ofrece la posibilidad de
prevenir la artropatia. La mayoria (80%) de los pa-
cientes que reciben tratamiento de inmunotolerancia
erradicaran el inhibidor y podran continuar el trata-
miento profildctico administrando el factor deficita-
rio. Con ello se consigue un estado articular y una
calidad de vida similar a la de los pacientes sin inhi-
bidor. En esta situacién clinica, el factor VIla recom-
binante es el recomendable, al ser obtenido por inge-
nierfa genética y no producir respuesta anamnésica.
Sin embargo, no puede recomendarse una dosis con-
creta dado el escaso ndmero de estudios y comunica-
ciones disponibles.

La profilaxis con concentrado de complejo protrom-
binico activado no es recomendable en pacientes en
periodo de espera de descenso del titulo de inhibidor
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para iniciar la inmunotolerancia, ya que pueden existir
respuestas anamnésicas que incrementen el titulo de
inhibidor, debido a la presencia de pequefias cantida-
des de factor VIII en el concentrado protrombinico ad-
ministrado y en nifios a los que se les recomiende tra-
tamiento con factor VIII de origen recombinante, por
su origen plasmatico.

A tenor de la bibliografia y los estudios actuales, no
se puede afirmar que el tratamiento profildctico sea
mds efectivo que el tratamiento a demanda, como
tampoco conocer la dosis éptima en profilaxis y si esta
modalidad terapéutica podra prevenir la aparicién de
una articulacién diana o el progreso de la artropatia.
Solamente los estudios prospectivos y aleatorizados
podrian dar respuesta a estas preguntas, pero la baja
prevalencia de esta enfermedad dificulta la posibilidad
de disponer de recomendaciones con un buen grado
de evidencia.
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MAIN RESULTS OF THE EUROPEAN
UNION PROJECT “MOLECULAR
AND CLINICAL MARKERS FOR THE
DIAGNOSIS AND MANAGEMENT
OF TYPE 1 VON WILLEBRAND
DISEASE” (MCMDM-1 VWD)

G. CastamaN, A. ToserTo, F. RODEGHIERO AND
THE McmpMm-1 VWD Stubpy Group

Department of Hematology and Hemophilia and
Thrombosis Center. San Bortolo Hospital. Vicenza (Italy)

Introduction

Von Willebrand disease (VWD) is an inherited bleed-
ing disorder caused by the deficiency or abnormal
function of von Willebrand factor (VWEF), a multimeric
protein which promotes platelet adhesion to the sub-
endothelium and carries factor VIII in circulation’. The
last decade has witnessed an extraordinary interest in
VWD, since its high prevalence in the general popula-
tion®?, its intriguing heterogeneity and the elucidation
of the role of VWF in several diseases*.

VWD is classified into three main categories: partial
quantitative deficiency (Type 1), qualitative deficien-
cy (Type 2), and total quantitative deficiency (Type 3).
The most common variant of VWD is represented by
type 1 (about 60-70% of all cases), a partial quantita-
tive deficiency of VWE without apparent structural ab-
normalities. The diagnosis of type 1 VWD is compli-
cated by incomplete penetrance of the disease and by
the influence of several genetic and environmental fac-
tors on VWE levels®. The phenotype of type 1 VWD is
very heterogeneous, ranging from cases with clear-cut,
recurrent bleeding symptoms and very low VWEF to
cases with mild symptoms and mildly reduced VWE
Thus, for a significant proportion of type 1 VWD cas-
es, there could be an overlap of clinical and laboratory
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phenotype with normal subjects®. Provisional criteria
for type 1 VWD diagnosis have been recently pro-
posed in an attempt of discriminating true VWD cases
from normal individuals with dubious bleeding symp-
toms’. These criteria rest on the presence of a “signif-
icant” bleeding history and reduced VWE levels in the
patient, together with an autosomal dominant inheri-
tance of the phenotype’.

Several attempts have been made at assessing the
usefulness of the bleeding history in different inher-
ited bleeding disorders®!?, but no standard criteria for
the evaluation of bleeding in VWD has been available
until recently. Recently, a quantitative bleeding score
(BS), related to the number and the severity of bleed-
ing symptoms, has been employed to validate clini-
cal criteria for the diagnosis of type 1 VWD in selected
families within an international multicenter study?’.

Mutation analysis of the VWEF could potentially con-
tribute to the diagnosis, but, because of the size and
complexity of the VWEF gene (52 exons, 181 kb)', com-
plete gene analysis has been conducted in only a limit-
ed number of patients with type 1 VWD (see the VWF
database at www.vwi.group.shef.ac.uk/). Further-
more, systematic linkage analysis has been carried out
only in a limited number of families.

To systematically study the value of clinical, pheno-
typic and molecular markers for the diagnosis of type
1 VWD a multicenter, European study has been carried
out: “Molecular and Clinical Markers for the Diagno-
sis and Management of Type 1 von Willebrand dis-
ease (MCMDM-1VWD)” (www.shef.ac.uk/euvwd).
The main aims of the Project were: identification and
validation of the diagnostic criteria for type 1 VWD;
the proportion of cases linked to a VWF haplotype;
the diagnostic role of bleeding history; the elucidation
of the pathophysiology of type 1 VWD (identification
of mutations, their relationships with clinical and lab-
oratory phenotype, expression studies), and the iden-
tification of predictive parameters in the biological re-
sponse to desmopressin.

The project

The MCMDM-1VWD study is a multicenter, EU fund-
ed, survey on type 1 VWD (see also http://www.shef.
ac.uk/euvwd/ for further details). In the study 12 Cen-
ters recruited a total of 154 unselected families with
type 1 VWD from 9 European countries with exten-
sive evaluation of phenotype, linkage and mutation
analysis. The study intentionally included also mild-
er cases of type 1 VWD, historically diagnosed at each
center, with the presence within a family of at least
two subjects classified as affected, and possibly includ-
ing at least two generations. In addition, approximate-

ly 100 normal controls were recruited at each Center,
for a total of 1166 normal individuals. Normal controls
were defined as subjects that never sought medical at-
tention for a bleeding symptom before enrollment.
Within the families, subjects were classified by the en-
rolling Center as index case (IC, subject who led to in-
vestigation) and affected or unaffected family member
(AFM and UEM respectively), on the basis of VWE lev-
els and bleeding symptoms at time of investigation of
the IC and according to the enrolling institutional cri-
teria. A total of 154 IC, 278 AFM and 312 UFM were
enrolled into the study:.

Bleeding questionnaire and score

A bleeding questionnaire was administered by a phy-
sician to each enrolled family member and to 195 of
the 1,166 normal controls. All clinical information was
entered in a centralized database maintained in Shef-
field. From the database, a symptom-specific score for
each bleeding symptom, according to the grading cri-
teria reported in Table 1, was computed. The ques-
tionnaire was essentially similar to that used for a
previous investigation", with an additional grade of
bleeding severity included for each bleeding symp-
tom. A -1 grade was also introduced to account for
circumstantial situations associated with a high bleed-
ing risk (e.g., tooth extraction), in which nonetheless
bleeding did not occur despite the fact that no anti-
hemorrhagic prophylaxis was given. For each individ-
ual, a summative BS was computed as the sum of the
each symptom-specific grading, and could theoreti-
cally range from -3 (no spontaneous bleeding symp-
tom, no bleeding after surgeries, teeth extractions,
deliveries) to +45 (major bleeding for all symptoms).
Since diagnosis may influence the severity of bleed-
ing symptoms by introducing anti-hemorrhagic pro-
phylaxis, the BS was computed using symptoms that
occurred before diagnosis of VWD or in subjects who
did not receive prophylaxis. The full bleeding ques-
tionnaire and criteria used to compute the bleeding
score are available at http://www.shef.ac.uk/euvwd/
bleed_score.htm.

A total of 712 subjects belonging to 144 families and
195 controls were investigated'?. The BS was higher
in index cases than in affected family members (BS 9
vs. 5, p<0.0001), while having similar levels of either
VWERCo, VWF:Ag or FVIII:C, and in unaffected fam-
ily members than in controls (BS 0 vs. -1, p < 0.0001).
This finding is certainly suggestive for the presence of
a selection bias for IC, but perhaps of inheritance of
additional pro-hemorrhagic defects, with a multigen-
ic pattern of inheritance, could also play a role, as re-
cently reported in a small group of patients enrolled

haematologica/edicién espafiola | 2007; 92 (Extra 1) | 233 |



XLIX Reunién Nacional de la AEHH y XXIll Congreso Nacional de la SETH. Simposios

Table 1. The Bleeding score of the MCMDM-1VWD*?

Symptom -1 0
Epistaxis No or trivial (less

than 5)

Cutaneous No or trivial (<1 cm)

Bleeding from minor No or trivial (less

wounds than 5)
Oral cavity - No
Gastro intestinal - No
bleeding

None done or
no bleeding in 1

Tooth extraction No bleeding in at

least 2 extraction

extraction
Surgery No bleeding in at None done or
least two surgeries  no bleeding in 1

surgery
Menorrhagia - No
Post-partum No bleeding in at No deliveries or
hemorrhage least two deliveries  no bleeding in 1

delivery
Muscle hematomas Never
Hemarthrosis Never
Central Nervous Never

System bleeding

SCORE
1 2 3 4
>5 or more than 10°  Consultation only Packing or Blood transfusion or
Cauterization or Replacement therapy
Antifibrinolytics or Desmopressin

>1 cm and no trauma

> 5 or more than 5’

Referred at least one

Associated with ulcer,
portal hypertension.,

Consultation only

Consultation only

Consultation only

Spontaneous

Surgical hemostasis

Surgical hemostasis
or Antifibrinolytics

Surgical hemostasis,
Blood transfusion,

Blood transfusion or
Replacement therapy
or Desmopressin

Blood transfusion or
Replacement therapy
or Desmopressin

hemorrhoids, Replacement
angiodysplasia therapy,
Desmopressin,
Antifibrinolytics
Referred in <25% of ~ Referred in >25% Resuturing or Blood transfusion or
all procedures of all procedures, packing Replacement therapy

Referred in <25% of
all surgeries

Consultation only

Consultation only

Post trauma no
therapy

Post trauma no
therapy

no intervention
Referred in >25%

Surgical hemostasis

or Desmopressin

Blood transfusion or

of all procedures, or Antifibrinolytics ~ Replacement therapy
no intervention or Desmopressin
Antifibrinolytics, Dilatation & Blood transfusion or
Pill use Currettage, Iron Replacement therapy
therapy or Desmopressin or
Hysterectomy
Dilatation & Blood transfusion Hysterectomy
Currettage, or Replacement
Iron therapy, therapy or
Antifibrinolytics Desmopressin
Spontaneous, no Spontaneous or Spontaneous or
therapy traumatic, requiring  traumatic, requiring
Desmopressin Surgical intervention
or Replacement or blood transfusion
therapy
Spontaneous, no Spontaneous or Spontaneous or
therapy traumatic, requiring  traumatic, requiring
Desmopressin Surgical intervention
or Replacement or blood transfusion
therapy

Subdural, any
intervention

Intracerebral, any
intervention

in the MCMDM-1VWD?, BS showed a strong signif-
icant inverse relation with either VWF:RCo, VWEF:Ag
or FVIII:C measured at time of enrollment, even after
adjustment for age, sex and blood group (p < 0.001).
Furthermore, there was a clear trend for increasing
likelihood ratios of VWD with an increasing BS (Table
2), a BS = 2 being the threshold for significance. This
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result confirms a previous report in selected obligatory
carriers for type 1 VWD, A mucocutaneous BS (com-
puted from spontaneous, mucocutaneous symptoms)
was strongly associated with bleeding after surgery
or tooth extraction. The symptoms that were most-
ly associated with VWD within these families were
bleeding after minor wounds and cutaneous bleed-
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Table 2. Likelihood ratios for VWD at different
levels of bleeding score*?

Bleeding score Likelihood ratio
(95% Confidence Interval)

-3 0.0000

-2 0.0350
(0.011-0.113)

-1 0.103
(0.060 - 0.176)

0 0.129
(0.076 - 0.219)

1 1.590
(0.771 - 3.270)

2 2.240
(1.010 - 4.960)

3 3.000
(1.290 - 6.960)

4 15.70

(2.160 - 114.0)

ing, whereas post-partum bleeding, bleeding from the
gastrointestinal tract and oral bleeding had the same
frequency observed in UFM. This finding is basical-
ly in keeping with those of the above mentioned mul-
ticenter study comparing obligatory type 1 VWD car-
riers and healthy subjects!! and with those of Silwer,
who also found that bleeding after minor wounds was
the most distinctive feature of VWD, There was also
a clear tendency for clustering of bleeding symptoms
in VWD patients, in particular for epistaxis with post-
surgical or oral bleeding and for cutaneous bleeding
with menorrhagia.

A key question in VWD diagnosis and treatment is
whether laboratory or clinical data could be useful for
the prediction of bleeding under circumstantial situa-
tions (e.g., surgery or tooth extraction). To address this
issue, a mucocutaneous BS, formed by summing only
spontaneous bleeding symptoms, was compared to
the VWEF and FVIIL:C levels in the prediction of bleed-
ing after surgery or tooth extraction in a ROC analy-
sis. Clinical assessment proved to be at least as effec-
tive as laboratory testing for the prediction of bleeding
after tooth extraction, but it was superior in the pre-
diction of bleeding after surgery. Although this find-
ing comes from a retrospective assessment, it suggests
that adults with a VWD diagnosis but without a clear-
cut history of bleeding could be possibly at lower risk
of bleeding. This hypothesis should be prospectively
validated.

In conclusion, a quantitative analysis of bleeding
symptoms disclosed significant differences in bleed-

ing severity among IC and AFM and between UFM
and controls. Likelihood ratios for type 1 VWD rose
significantly with an increasing BS. There was a close
correlation of severity of bleeding symptoms with
VWE levels, and AFM with more severe mucocutane-
ous symptoms had more bleeding complications af-
ter invasive procedures (tooth extraction or surgery).
Thus, use of a standardized BS is potentially useful to
further dissect the association between VWF function
and bleeding, to establish an optimal diagnosis of type
1 VWD and to evaluate the bleeding risk in VWD pa-

tients.

Impact of VWF levels on diagnosis

Other than bleeding symptoms, the levels of VWEF are
relevant for an appropriate diagnosis of VWD. Unfortu-
nately, a single cut-off value is used for diagnostic pur-
poses (usually set at the lower 2.5 percentile) and this
approach could result in a loss of information, since
the probability of having VWD is clearly higher in sub-
jects with lower VWEF levels. This has been appreciat-
ed by a quantitative evaluation of VWEF in the diagnosis
of VWD®. In this study, likelihood ratio for VWD as a
function of plasma VWEF were computed for those sub-
jects that in addition to having been diagnosed as VWD
by the enrolling Center (either IC or AFM) belonged
to a family showing clear linkage of the VWD pheno-
type with the VWE locus. ABO blood group was the
variable most influencing VWF levels, but adjustment
of the lower reference limit for the ABO group did not
improve sensitivity and specificity of VWF:Ag or VWEF:
RCo. The lower reference limit (2.5th percentile) was
47 1U/dL for both VWEF:Ag and VWF:RCo and showed
similar diagnostic performance (ROC area: 0.962 and
0.961 for VWEF:Ag and VWEF:RCo, respectively; p=0.81).
The probability of VWD was however markedly in-
creased only for values below 40 IU/dL (positive LR:
95.1 for VWE:Ag), whereas intermediate values (40 to
60 IU/dL) of VWEF only marginally indicated the proba-
bility of VWD. Taken together, these findings indicate
that more stringent laboratory criteria should be adopt-
ed, possibly considering as a “significant” VWEF reduc-
tion only for values below 40 IU/dL.

Linkage analysis

Two papers showed in a limited number of families
that a personal and family bleeding history and persis-
tently mildly low VWF levels, the usual criteria of type
1 VWD, may not co-segregate with genetic markers in
the VWE!617,
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Table 3. Association between co-segregation of the “clinical
practice diagnosis” and categories of VWF in index cases?®

VWF level in Index  Complete Incomplete OR (95% CI)*
Case Co-segregation ~ Co-segregation
VWF:Ag (1U/dL)
0-15 15 6 1t
16-30 18 9 0.73 (0.20-2.68)
31-45 18 10 0.67 (0.19-2.32)
>45 12 18 0.24 (0.07-0.82)
VWF:RCo (IU/dL)
0-15 29 9 1t
16-30 10 5 0.61 (0.15-2.54)
31-45 17 12 0.47 (0.16-1.38)
>45 7 17 0.13 (0.04-0.42)

*OR: odds ratio; Cl: confidence interval; adjusted for blood group (0 versus non-0).
TReference category.

In the MCMDM-1VWD, three highly polymorphic
short tandem repeat (STR) polymorphisms were se-
lected for linkage studies: one (GT)n repeat within
the promoter region of the VWEF gene (VWP) and two
(TCTA)n repeats within intron 40 of the VWFE gene
(VNTR2 and VNTR3)*.

Different phenotypic definitions were used for sep-
arate analyses: 1. affected status as indicated by the
recruiting center, referred to as “clinical practice diag-
nosis”; 2. affected status defined by VWF:Ag or VWE:
RCo below 2.5 percentile of the ABO blood group spe-
cific normal distribution in combination with a bleed-
ing score >3, referred to as “stringent diagnosis”; 3. af-
fected status defined by a bleeding score >3, referred
to as “bleeding diathesis”. For subgroup analyses these
diagnosis groups were further divided: families with
all family members having normal multimer pattern
versus families with individuals with abnormal multi-
mer patterns; families with an index case with VWE:
RCo/VWE:Ag ratio < 0.70 versus = 0.70; families with
an index case with VWF:Ag < 30 IU/dL versus > 30
IU/dL.

When families with and without abnormal multimers
were analyzed separately, it was clear that the subgroup
with abnormal multimers showed the highest lod score
and linkage proportion. Overall, the proportion of link-
age was comparable to the paper by Casafa etal.”, but
higher than observed in the study by Castaman et al.',
where the patients were identified through a population
based study and not through referral.

The diagnosis of type 1 VWD is influenced to a large
extent by the presence of blood group O, since carry-
ing blood group O increases the risk for being diagnosed
with type 1 VWD by 3.5. Even in families with com-
plete co-segregation, where the disease is primarily de-
termined by the VWE the prevalence of blood group
O is higher than in the general population and thus
blood group O is an additional risk factor for type 1
VWD (OR 2.1). Finally, the more severe the pheno-
type, the more likely it is that the disease is linked to
the VWE (Table 3).

In conclusion, about 70% of the families enrolled
showed linkage between the disease phenotype and
the VWE, but this figure dropped to 50% after exclu-
sion of possible qualitative defects.

Mutation analysis

The results of genetic characterization of the patients
enrolled in the MCMDM-1VWD have been recently
published?). Candidate mutations were identified in
105/150 (70%) IC. 87 IC had one mutation, 17 had
two and one had three. A total of 124 mutations were
identified, of which 75 were different and of which
55 were novel. The results of multimeric analysis al-
lowed the separation of IC in three groups based on
multimers and mutations. Group 1 comprised all 57
IC with subtle abnormality of multimeric pattern (mu-
tations were identified in 54/57), group 2 comprised
51 IC with normal multimers and at least one candi-
date mutation detected, whilst group 3 comprised 42
IC with normal multimers and no mutation detected.

Table 4. Number of mutations identified and median phenotype in 150 index cases with type 1 VWD?*®

Group* (Mn’f,'i’fg;f;t)tem Z;;’;(fzztaﬂ"”s PILCIYAL  VWFRCOI/IL VWFAGIWAL — VWFRCo/Ag ?B'OOd Group fgﬁg"’g
1 AbM (57) 65 34 10 19 050 60 100
2 NM(51) 59 66 £ 45 098 60 80
3 NM(42) 0 77 51 49 1.05 76 80
Al 150 124 58 3 38 092 65 9.0

The groups represent categories of IC: 1, abnormal multimers (AbM); 2, normal multimers (NM) with a mutation; 3, normal multimers (NM) without a mutation.

P values using unpaired, 2 tailed t test.
VWF:RCo group 1v 2 and 1v 3, p < 0.001, group 2 v 3, p = 0.0255.
VWF:Ag group 1v2 and 1v 3, p < 0.001, group 2 v 3, p = NS (0.0610).
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Table V. Association between the presence of mutations and VWF level in index Cases

VWF level in IC Mutation No. Mutation OR (95% CI)*
VWF:A (1U/dL)
>45 21 27 1f
31-45 24 11 2.2 (0.90-5.3)
16-30 30 6 5.0 (1.8-14.0)
0-15 23 1 23.0 (2.9-182.6)
VWF:RCo (IU/dL)
>45 23 25 1t
31-45 24 12 2.2 (0.89-5.3)
16-30 17 6 3.1 (1.04-9.2)
0-15 40 2 21.7 (4.7-100.3)
* OR: odds ratio; CI: confidence interval; ' Reference category.
Interestingly, while FVIII and VWEF were clearly lower ~ Appendix
in IC with abnormal multimers, there was no differ-
ence as to the severity of BS (Table 4), again suggest- The MCMDM-1VWD Study

ing the presence of a referral bias. However, the like-
lihood of finding a mutation was clearly related to the
plasma levels of VWE (Table 5).

The pattern of mutation observed in type 1 VWD
in this study differs from that observed previously in
type 3 VWD, where about 80% of mutations are
predicted to lead to null alleles, resulting from non-
sense, splice, deletion and insertion mutations. Only a
small proportion of such mutations were identified in
this cohort (14/124 mutations, 11%). Thus, heterozy-
gosity for a “type 3” VWD allele is not the main cause
of type 1 VWD, as also suggested on the basis of the
results of a multicenter study on heterozygous carriers
of type 3 VWD,

The results of gene screening, along with the results
of the Canadian® and UK studies® in type 1 VWD,
has significantly enlarged our comprehension of the
molecular basis of type 1 and demonstrated that mis-
sense mutations scattered over the entire gene are the
main responsible for a “quantitative” defect.

Conclusions and perspectives

The results of the MCMDM-1VWD study has signi-
ficantly contributed to the understanding of the clini-
cal and genetic basis of type 1 VWD. Further efforts
will focus on the role of polymorphisms and other ge-
nes in inducing a “VWD-like” phenotype in patients
without a mutation in the VWF gene, the relations-
hips between mutations and response to desmopres-
sin, the diagnostic role of PFA-100 and of VWE:RCo/
VWE:Ag ratio, the expression of novel mutations.
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A Coruria

Introduccion

El factor FVII activado recombinante (rFVIIa) fue au-
torizado hace una década para el tratamiento de las
complicaciones hemorrdgicas de pacientes hemofili-
cos con inhibidor, y mds recientemente en el defecto
congénito del factor VI y en la enfermedad de Glanz-
mann'. Durante estos afios, investigadores y médicos
que tratan a pacientes con hemorragias severas han
utilizado, mediante uso compasivo, el rfFVIla en diver-
sos escenarios por su eficacia potencial como “agente
hemostatico universal”.

Una revisién sistematica de la literatura médica y
cientifica hasta marzo de 2006 recogia un total de 948
publicaciones en las que el rFVIla figuraba en el titu-
lo o en las palabras clave. Mds de la mitad (483) de
estos estudios corresponden a trabajos en los que el
rEVIla se utilizé fuera de las indicaciones aprobadas.
Tal magnitud de publicaciones viene a demostrar la
necesidad de disponer de un agente hemostatico efi-
caz, y de la escasez de estudios clinicos aleatorizados
prospectivos que demuestren su eficacia.

A pesar de que las publicaciones de series cortas de
pacientes y casos anecddticos tienden a seleccionar



XLIX Reunién Nacional de la AEHH y XXIII Congreso Nacional de la SETH. Simposios

los éxitos terapéuticos, el hecho de que existan tantas
publicaciones favorables sugiere que el rFVIla aporta
ventajas adicionales sobre el tratamiento sustitutivo
convencional.

Efectividad del rFVlla

La eficacia del rFVIla para reducir los requerimien-
tos transfusionales® y controlar la hemorragia en di-
ferentes condiciones clinicas o quirGrgicas, tales como
prostatectomias, cirugia cardiaca, trasplantes, polipec-
tomias, hepatectomias, hemangiomas gigantes, trau-
matismos diversos, hemorragias intracraneales, post-
parto, hemorragias alveolar difusa, gastrointestinales o
en complicaciones obstétricas, sugiere que posee pro-
piedades hemostaticas, incluso en pacientes sin alte-
racién demostrable en los mecanismos de la coagula-
cién. Enla mayoria de estos pacientes la hemorragia se
controla con dosis de rFVIla convencionales, o incluso
inferiores a las recomendadas en pacientes hemofili-
cos con inhibidor.

Dada la diversidad de las complicaciones hemorragias
mencionadas, es dificil disefiar estudios clinicos que pro-
fundicen en la eficacia del rFVIla. Sin embargo, es nece-
sario documentar este hecho con datos objetivos para
confirmar en qué indicaciones es eficaz, disefiar guias de
actuacion e indicar las dosis mas idoneas en cada situa-
cién. En este sentido se han efectuado algunos estudios,
y otros se encuentran en fase de desarrollo.

Estudios prospectivos*

El primer estudio controlado, aleatorizado frente a pla-
cebo se efectud en pacientes sometidos a prostatecto-
mia, y demostré que una dosis Gnica de rFVIla de 20 o
40 ug/kg reducia significativamente (p = 0,001) las ne-
cesidades transfusionales en comparacién con el gru-
po placebo’.

En pacientes con traumatismos severos, se han rea-
lizado dos estudios paralelos, prospectivos y aleatori-
zado, disefados con el fin de valorar si el rFVIla, admi-
nistrado conjuntamente con la terapia convencional,
reducia los requerimientos transfusionales en pacien-
tes con traumatismos. Entre los pacientes con trauma-
tismo cerrado, el porcentaje de pacientes que precisa-
ron = 20 unidades de concentrados de hematies (CH)
fue del 10% en el grupo tratado con rFVlla, en com-
paracién al 20% en el grupo control (p = 0,019). No se
observaron diferencias significativas en los pacientes
con traumatismo penetrante®.

El primer estudio multicéntrico controlado en fase 1I,
disefiado para evaluar si el rFVIla disminuia la morta-

lidad, se efectud en pacientes con hemorragia intracra-
neal (HIC) de menos de 4 h de evolucién. Se incluye-
ron 399 pacientes aleatorizados en 4 grupos, tres de
los cuales recibieron rFVIla a dosis de 40, 80 y 160 ug/
kg, respectivamente. Las dosis 80 y 160 ug/kg reduje-
ron significativamente la mortalidad a los 90 dias (del
29% al 18%), en comparacién con el grupo tratado
con dosis bajas y el grupo control (p = 0,02). La dosis
mas alta reducia también el volumen del hematoma a
las 24 h; sin embargo, la incidencia de complicaciones
trombdticas se incrementé més de 3 veces (7 vs. 2%)’.
Actualmente se encuentra en desarrollo un estudio en
fase III, en pacientes con HIC aguda (estudio FAST),
diseniado con el fin de conocer si el rFVIla a dosis de
20 o0 80 ug/kg es superior al placebo, tanto en la reduc-
cién de la mortalidad como de la discapacidad a los 90
dias. Entre los criterios de exclusién se incluyen: el in-
farto agudo de miocardio, la angina inestable y el ACV
agudo*. Aunque los resultados de este estudio sean fa-
vorables, si se tienen en cuenta los factores de riesgo
trombético y otras situaciones inherentes al proceso
—como la presencia de malformaciones vasculares— se
puede estimar que sélo se beneficiaron del tratamien-
to un 18% de los pacientes.

Otro estudio realizado en un grupo heterogéneo de
pacientes sometidos a trasplante de precursores hema-
topoyéticos con hemorragias severas o moderadas, no
mostré diferencias, en relacién con el grupo placebo,
en cuanto a la reduccién de hemorragias o de los re-
querimientos transfusionales®.

En otro estudio, no controlado y con placebo, en
pacientes con hepatopatia avanzada sometidos a
biopsia hepatica por laparoscopia, el rFVIla adminis-
trado de forma profilactica permitfa una hemostasia
eficaz durante el procedimiento’. En un estudio eu-
ropeo controlado con placebo en pacientes cirréticos
con hemorragia gastrointestinal, el rFVIla reducia el
sangrado por varices esofagicas en los pacientes con
hepatopatia severa'. Lodge et al.!! observaron una re-
duccién de las pérdidas sanguineas en el posoperato-
rio de pacientes sometidos a hepatectomia tratados
con el producto.

Seguridad del rFVila

El efecto adverso mas temido son las complicaciones
tromboembodlicas. Estas son raras en pacientes hemo-
filicos con inhibidor tratados con rFVIla, habiéndo-
se observado 18 episodios tras mas de 400.000 infu-
siones. En estos pacientes, las trombosis se producian
al utilizar el rFVIla en combinacién o en la proximi-
dad de otros productos con actividad procoagulante
(como, por ejemplo, los concentrados del complejo
protrombinico activado).
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Por el contrario, el riesgo de complicaciones trom-
béticas en el programa de uso compasivo no se co-
noce en profundidad, aunque se estima superior.
O’Connell® revisando las complicaciones comunica-
das en estudios y casos clinicos, entre 1999 y el 2004,
observa un total de 165 episodios trombéticos de los
cuales 151 correspondian a pacientes con hemorragia
critica. E154% de las trombosis se localizaron en el te-
rritorio arterial, el 40,4% en el venoso y un 5,5% es-
taban relacionados a catéteres. En la mayoria de los
casos el efecto adverso ocurria en pacientes con unas
condiciones clinicas que predisponian a la trombosis,
como por ejemplo la edad elevada, diabetes, arterios-
clerosis, obesidad o cancer. Ello sugiere que el esta-
do pretrombdtico de estos pacientes puede potenciar-
se con el rFVIla. En otros casos se relacioné con dosis
muy elevadas del producto. El estudio pone también
en evidencia un incremento de la incidencia de las
trombosis espontaneas de 5 a 35 episodios/afio (incre-
mento de unas 7 veces), en probable relacién con la
expansién del uso del rFVIla en pacientes con hemo-
rragia critica.

Con estos datos, y siguiendo las recomendaciones
de utilizacién para todos los nuevos productos bio-
légicos que se introducen en la practica clinica, debe-
ria efectuarse un seguimiento estrecho de este posible
efecto adverso. Cuando se indique este producto de-
ben tenerse en cuenta las posibles interacciones entre
el rFVIla y las alteraciones de la coagulacién subyacen-
tes, los factores de riesgo trombético del paciente y el
uso simultdneo de otros productos con potencial pro-
coagulante.

Coste del tratamiento

El coste del tratamiento con rFVIla no puede ignorar-
se. Sia un paciente adulto de 72 kg con HIC se le pres-
cribe una dosis tnica de 80 ug/kg, se le administran un
total de 5,76 mg, lo que supone en nuestro pais unos
2.989 €. Sin embargo, no es menos cierto que la HIC
es una complicacién costosa y discapacitante que re-
quiere importantes recursos médicos. Con el fin de co-
nocer si el rFVIIa es superior al tratamiento convencio-
nal en relacién con la calidad de vida de los pacientes y
al coste global, se ha efectuado un estudio de rentabi-
lidad clinica entre el grupo de pacientes incluidos en el
ensayo clinico en fase II con HIC®. El andlisis demos-
tré que el coste de las dosis iniciales de rFVIla suponia
entre un 1,5% y 6% del coste médico global, y que la
dosis de 80 ug/kg reducia el coste global de 163.730 a
153.264 délares. Segtn este estudio la dosis de 80 ug/
kg en pacientes con HIC de menos de 4 h de evolucién
es una estrategia eficaz, que ahorra recursos en com-
paracién con el tratamiento convencional. No obstan-
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te, se precisan mas estudios para confirmar estos re-
sultados®.

Valoracion del riesgo/beneficio

El rFVIIa potencia la hemostasia y es eficaz en una am-
plia variedad de complicaciones hemorragicas, en mu-
chas de las cuales el tratamiento convencional es in-
suficiente o ineficaz. Sin embargo, no es efectivo en el
100% de los pacientes con hemorragias criticas. Este
hecho, conjuntamente con su potencial riesgo trombé-
tico y el elevado coste, que puede incrementarse no-
tablemente cuando se utilizan dosis repetidas, debe-
rfa concienciar a los médicos que tratan pacientes de
la necesidad de efectuar rigurosos balances del riesgo
hemorragico y trombdtico antes de establecer su in-
dicacién.

A la espera de disponer de mas estudios controla-
dos —y siendo conscientes de que, dada la gran varia-
bilidad de situaciones en las que debe ser investigada
su eficacia, puede que nunca lleguen a realizarse—, mu-
chas instituciones estan diseflando estrategias y guias
de actuacién mas o menos especificas.

Dado que este producto es utilizado por mdltiples
servicios clinicos, se recomienda para la elaboracién
de las guias de actuacién que los expertos que vayan a
participar en su desarrollo retnan los siguientes crite-
rios: 1) poseer conocimientos sobre la farmacologia y
fisiopatologia de la hemostasia; 2) tener experiencia en
el uso de rFVIla; 3) conocer otros posibles tratamien-
tos alternativos; 4) saber diferenciar entre otras posi-
bles causas de las hemorragias; 5) realizar una evalua-
cién de los posibles efectos adversos, especialmente
del riesgo trombdtico del paciente; 6) supervisar el tra-
tamiento; y 7) indicar la dosis mds ajustada para cada
paciente'1.

En el 2002 se puso en marcha en nuestro comple-
jo hospitalario un protocolo consensuado con diferen-
tes servicios sobre la utilizacién de rFVIla en pacientes
con hemorragia critica. Un andlisis de los resultados
de los pacientes incluidos ha puesto en evidencia una
eficacia global del 69%, que se incrementaba hasta un
78% en aquellos casos en que la indicacién del trata-
miento se ajustaba a los criterios definidos en el pro-
tocolo. Por el contrario, en los casos en que utilizé sin
una adecuada valoracién del riesgo/beneficio, la efica-
cia disminuy? al 37 %'.

Conclusion

En aquellas situaciones en las que se encuentre com-
prometida la vida del paciente por una hemorragia cri-
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tica, sobre todo si no se ha observado una respuesta
satisfactoria al tratamiento convencional, debe utili-
zarse el rFVIla tras efectuar una cuidadosa valoracién
del riesgo/beneficio. A la espera de una mayor evi-
dencia clinica, los diferentes hospitales deben disefiar
guias de actuacién en las que participe un grupo mul-
tidisciplinar de especialistas, pero lideradas por hema-
télogos, con el fin de garantizar el apropiado uso del
producto, minimizar los efectos adversos y facilitar su
rentabilidad clinica.
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NUEVAS MOLECULAS
HEMOSTATICAS Y PRIMEROS
RESULTADOS EN EL
TRATAMIENTO DE LA HEMOFILIA

J.F. Lucia', C. AGUILAR?, V. REcasENs!, A. RuBio!
!Servicio de Hematologia. Hospital Universitario Miguel
Servet. Zaragoza

2Servicio de Hematologia. Hospital Santa Bdrbara. Soria

Introduccion

La terapéutica génica serd sin duda la curacién de la
hemofilia. Estamos asistiendo a avances sorprenden-
tes en la estrategia del tratamiento de los genes defec-
tuosos. Desde los sistemas de transfeccién no trans-
portados por virus, pasando por el empleo de vectores
viricos categorizados como integrantes o no integran-
tes, lo que limita el tipo de célula de diana!, hasta la
correccién de la hemofilia A usando la reparacién de
RNA con el método de “trans-splicing RNA mediado
por el espliceosoma” (SMaRT) existe una serie de li-
neas de investigacién sélidas pero cuyos resultados fe-
notipicos son actualmente desalentadores?.

El tratamiento de los hemofilicos hoy por hoy de-
pende esencialmente de los factores derivados plas-
maticos y de los obtenidos por tecnologia recombi-
nante. La esperanza de vida de estos pacientes en los
paises desarrollados es de 65 afios; las infecciones gra-
ves asociadas a la sangre no se han vuelto a observar
desde el afio 1990 y la enfermedad articular se ha bo-
rrado en los nifios menores de 15 afios. Estas conse-
cuciones, fruto de la administracién temprana y con-
tinuada del factor correspondiente, lo son a costa de
un esfuerzo econdémico notable®. Estos enfermos son
unos afortunados si se tiene en cuenta que el 80% de
la poblacién hemofilica mundial no tiene acceso a nin-
gun tipo de terapéutica sustitutiva y que las expecta-
tivas de una elaboracién ilimitada de factores hemos-
taticos se han visto cercenadas por el descenso de las
donaciones de sangre y los cierres temporales de plan-
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tas de produccién’. Por otra parte, los elevados costes
en la elaboracién del factor VIII (FVIII) pueden dividir-
se a partes iguales entre la expresion y purificacién del
obtenido por las células clonadas, el proceso de liofi-
lizacién y el envasado final. Como sélo se puede ac-
tuar en las primeras fases, la comunidad cientifica se
ha puesto a trabajar en la modificacién del ritmo de
produccién de moléculas hemostaticas, de su estruc-
tura o de sus interacciones bioquimicas para conseguir
prolongar su vida media, lo que, en teoria, redundaria
sobre su precio.

Caracteristicas bioquimicas del FVIII

EI FVIII es una proteina cuya estructura primatria con-
siste en 2.332 aminodcidos (AA) y posee tres dominios
homélogos A, dos homdlogos C y un tinico dominio B
y cuyo orden es: A1-A2-B-A3-C1-C2. Antes de su libe-
racién al plasma la proteina recién elaborada sufre una
serie de modificaciones que conducen a su estructura
terciaria con una cadena pesada (CP) de 90-200 kDa
formada por los dominios Al (1-336) — A2 (373-719)
y B (741-1648) y la cadena ligera (CL) (80 kDa) por el
dominio A3 (1690-2019) y los dominios C, C1 (2020-
2172)y C2 (2173-2332). Los extremos C-terminales de
Al (837-372) y A2 (720-740) y el extremo N-terminal
de A3 (1649-1689) tienen una proporcidén significati-
va de residuos cargados negativamente y se conocen
como regfones acidicas: al, a2 y a3, respectivamente.
Los dominios A y C poseen funciones de coagulacién
destacables en lo que se refiere a su interaccién con el
factor IX activado (FIXa), factor X activado (FXa), fac-
tor von Willebrand (FvW) y superficies fosfolipidicas.
El dominio B, que constituye el 38% del cADN, es co-
dificado por un solo exén y contiene un amplio nime-
ro de oligosacaridos unidos a N o S/T.

Métodos celulares para mejorar
el rendimiento del FVIII

Mayor expresion del ARNm del FVIIi

1. Se ha observado que el FVIII recombinante sin do-
minio B (FVIII:BDD) tiene una expresién trasla-
cional veinte veces superior al factor VIII nativo
(WTEVII) y parece ser debido a una mayor expre-
sién del mRNA. Este factor es el conocido ReFacto,
con el que no se han descrito grandes diferencias en
cuando a resultados clinicos y generacién de inhibi-
dores frente a otros recombinantes®.

2. Otra forma de incrementar la expresién del FVIII
mARN ha sido la insercién del intrén 1 truncado del
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factor IX (FIX) en sustitucién de los intrones 1, 12
o 13 del FVIIIr BDD cADN; al parecer el intrén 1
del FIX mejora la expresion del FIX (y por extensién
de la proteina en cuyo ADN estd insertado). Los in-
trones 12 y 13 del gen del FVIII actian como silen-
ciadores transcripcionales y reprimen la expresién
del FVIIL Por esto las sustituciones de los intrones
1y 13 por la forma truncada del intrén 1 del FIX in-
duce una secrecién del FVIII hasta 13 veces supe-
rior por la consiguiente acumulacién de mARN en
la célula®.

Mayor secrecion del factor Vil

1. Reduccién de la influencia de las chaperoninas en el re-
ticulo endopldasmico. La secrecion del FVII del re-
ticulo endoplasmatico (RE) precisa de su separacién
de una chaperonina —BiP— que controla el transpor-
te hasta el aparato de Golgi (AG). La disociacién es
ATP dependiente. Se ha identificado una regién de
110 AA en el dominio Al en donde el lugar de unién
a la BiP parece estar localizado en una hoja beta en
laque7 de 11 AA sonL o E También el factor V (FV)
tiene la misma regién pero se secreta 20 veces mas
eficientemente. Cuando se sustituyen estos 110 AA
(entre los residuos 226-336) por los homdlogos del
EV, el hibrido FV/FVIII se libera cinco veces mejor.
Sin embargo, este constructo no posee capacidad de
cofactor. El logro definitivo ha sido una simple mu-
tacién: F309A, o con el residuo homélogo del FV (S),
que induce una secrecién 3 veces superior; se obtie-
nen todavia mejores resultados con la doble muta-
cién F309S y L303E ya que el producto resultante re-
tiene ademds capacidad de cofactor’.

2. Transporte mejorado del RE al AG. El FVIIIr BDD se
expresa veinte veces mds que su forma nativa; sin
embargo, su secrecién es apenas dos veces superior.
La razén de este fenémeno se vincula a la etiologfa
del defecto congénito y asociado de los FV y VIII
descrito por Oeri en 1954. Este trastorno estd pro-
ducido por un gen que codifica una proteina que sir-
ve de marcador para un compartimento intermedio
entre el RE y el AG, denominado ERGIC-53. Esta ul-
tima es una lectina homo-hexamérica que muestra
afinidad por los residuos manosa y actda como re-
ceptor de transporte de glicoproteinas, fijandolas a
las vesiculas recubiertas por COPII que brotan cons-
tantemente del RE hacia el AG. Se pudo comprobar
que la interaccién del dominio B con ERGIC-53 es,
al menos en parte, dependiente de su concentracién
hidrocarbonada. El contenido oligosacarido minimo
para la secrecién éptima se ha conseguido con la in-
corporacién al constructo FVIIIr BDD de 226 AA de
la regién N-terminal del dominio B, de alta afinidad
a los azucares, lo que finalmente le confiere un in-
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cremento en la secrecién de 10 veces con respecto a
la molécula anterior®.

Métodos extracelulares para mejorar
el rendimiento del FVIII

Moléculas de biodiseno

1. Mejora de la eficiencia de activacion. La activacion del
FVIII se produce por sus principales activadores bio-
légicos: trombina y FXa. La activacién depende de
la escisién de la CP y de la CL. El corte de la CP a
nivel de la R740 produce un polipéptido de 90 kDa.
Un corte posterior en R372 origina dos fragmen-
tos: Al (50 kDa) y A2 (43 kDa), concomitantemen-
te, la CL es escindida a nivel de R1689 para formar
el fragmento A3-C1-C2 (73 kDa). Durante la fase de
activacién del FVIII, los dominios Al y A3 se man-
tienen asociados por accién del cobre ibénico, mien-
tras que el A2 se une débilmente por interacciones
electrostaticas al heterodimero formado por los do-
minios A1-A3-C1-C2. WoorBerg observé que la ac-
tivacion eficiente del FVIII dependia de la secuencia
de AA D713-R740 y la sustituyé por otra del gen del
cofactor II de la heparina que tiene importancia en
la inhibicién de la trombina: 151-L80; de este modo,
el constructo muestra mas avidez por la trombina y
se activa mas rapidamente’.

2. Resistencia a la desactivacion. El FVIII activado por la
trombina (FVIIIa) es un heterotrimero (HT) inestable
que se puede desactivar proteoliticamente por la ac-
cién de la proteina C activada (PCa), FIXa o FXa. No
obstante, parece ser que la desaparicién de su activi-
dad procoagulante depende mas de la disociacién re-
versible de la subunidad A2 del HT que ocurre a pH
fisiolégico. Se han descrito mutaciones en las que
la plasmacién fenotipica de la inestabilidad de HT
es una hemofilia A'%!!. A pesar de las modificacio-
nes practicadas para prevenir la pronta desactivacién
del FVIIla por la PCa, existe evidencia experimental
de que la pérdida de la actividad procoagulante del
FVIIIa depende esencialmente de la disociacién de
la subunidad A2. Para disefiar una molécula no sus-
ceptible a esta separacién se retiraron del dominio B
los AA 794-1689, y se sustituyd la R740 por A con
lo que la trombina no puede escindir la molécula en
los lugares R740 y R1689 y sélo acontece en la R372;
el resultado neto es que se retiene el dominio A2 co-
valentemente unido a la cadena ligera previniendo
su disociacién espontanea. Su actividad es 5 veces
superior a la forma nativa'?. El 38% de la actividad
maxima se retiene aun a las 4 horas i vitro; en las
mismas condiciones, toda actividad de la molécula
original ha desaparecido a los 10 minutos.

3. Alargamiento de la vida media del FVIII. Uno de los

mecanismos que regulan el nivel de FVIII en la cir-
culacién es su aclaramiento. El catabolismo del FVIII
estd mediado por dos receptores: la proteina rela-
cionada con el receptor de las lipoproteinas de baja
densidad (PRL) y por el receptor de las lipoproteinas
de baja densidad (RLDL). Ambas cooperan en este
proceso'® La PRL se expresa predominantemente en
el higado, mientras que el RLDL es ubicua aunque
estd mas prominentemente en ese érgano. Mientras
que la PRL reconoce mds de 35 ligandos estructu-
ralmente distintos, el RLDL tiene restringida su ac-
tividad a las lipoproteinas que contienen ApoB y
ApokE. El aclaramiento del FVIII por sus receptores
estd facilitado por los proteoglicanos heparan sulfa-
to (PGHS) de la matriz extracelular.

La interaccién del FVIII con la PRL compromete,
al menos, tres lugares: en el dominio A2 de la CP, y
en el A3y C2 de la CL. El dominio de alta afinidad
se ha hallado en el dominio A3, y concretamente
entre los residuos 1811-1818. En contraste con los
dominios A2 y A3, el dominio aislado C2 parece ex-
hibir una baja afinidad por la PRL*, por lo que los
lugares A2 y A3 son los que mds contribuyen a la
interaccién FVIII/PRL. El lugar de unién a los PGHS
se localiza en la region 558-565 del dominio A2 y
es distinto a la de unién a la PRL, también en la A2.
Considerando que la regién 1811-1818 del dominio
A3 representa el lugar de gran afinidad para el FIXa
y que la 484-509 del dominio A2 contribuye a la ac-
tividad de cofactor del FVIIIa, la estrategia consisti-
rd en seleccionar las mutaciones que reducen la in-
teraccion con la PRL y no afectan a las propiedades
funcionales del FVIIL.

Como no se han realizado mutagénesis en el lu-
gar de unién ala PRL en A3 y al PGHS en A2, la ma-
nipulacién se ha dirigido a la regién 484-509 de A2
y a los residuos espacialmente préximos a ella se-
gun el modelo en tres dimensiones de A2'. En estu-
dios basados en competicién y resonancia de plas-
mén superficial (RPS), las afinidades de los mutantes
K466A, R471A, R484A, S488A, R489A, R490A,
H497A y K499A para la PRL estuvo disminuida sig-
nificativamente. Este hallazgo se correlaciona con un
menor internamiento de estos mutantes en cultivos
celulares. Si se combinan estas mutaciones en pa-
res (K466 A/R489A, R471A/R484A, S488A/R499A y
R490A/H497A) se consigue un efecto acumulativo
con descenso de la afinidad por la PRL hasta de 10
veces, y de dos en cuanto a la endocitosis. Basados
en estos resultados, los residuos de A2: K466, R471,
R484, 5488, R489, R490, H497 y K499 son los ma-
yores determinantes de lugar de unién a la PRL. Se
sugiere que cuatro residuos cargados positivamente
(K466, R471, R489, R490) y dos hidrofilicos (Y487 y
S488) forman el marco de unién a la PRL. Las mu-
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taciones R484A, S488A, R489A, R490A producen
proteinas con afinidad reducida a la PRL retenien-
do actividad de cofactor. Estas mutaciones pueden
ser buenos candidatos para la elaboracién de FVIII
completo de vida media mas larga's.

4. Reduccion de la antigenicidad del FVII. Los inhibido-
res en hemofilia A aparecen en el 25% de los pa-
cientes tras infusiones repetidas. Los blancos de los
inhibidores se sitGan en los dominios A2 y C2 del
FVIIL. Como los inhibidores humanos tienen escasa
reaccién cruzada con el factor VIII porcino, si se ob-
tiene un hibrido en el que se sustituyan los principa-
les epitopos por secuencias porcinas, es posible que
se tengan menos interacciones. Barrow realizé sus-
tituciones en los AA 484-508 de A2, 1649-1687 de
a3, 1694-2017 de A3y 2181-2321 de C2 observando
una reduccién significativa de su antigenicidad fren-
te a 23 plasmas con anticuerposV.

Moléculas de FVIII conjugadas

1. FVIII asociado a polietilenglicol (PEG). Los polimeros
de PEG son anfipaticos, atéxicos e inmunoldgica-
mente inertes. La unidad basica es 6xido de etile-
no que forma estructuras lineales (5-30 kDa) o ra-
mificadas (40-60 kDa) a través de uniones entre los
grupos hidroxilo terminales. La pegilacién fue des-
crita en los afos setenta y actualmente se ha plas-
mado en varios productos terapéuticos. Los poli-
meros de PEG incorporan numerosas moléculas de
agua en su estructura hidrofilica adquiriendo un vo-
lumen desproporcionadamente elevado respecto a
su peso molecular intrinseco; por eso, la molécu-
la pegilada supera el umbral de la filtracién renal y,
como consecuencia, expande su vida media. En el
medio acuoso, las cadenas de PEG son muy méviles
y pueden ocultar ciertos determinantes antigénicos
a las células inmunocompetentes. También evita la
proteolisis al crear barreras estéricas o conjugacio-
nes en lugares especificos que dificultan la accién de
las proteasas.

La pegilacién del FVIII parece ser la progresién na-
tural en el avance de la terapéutica en hemofilia. Sin
embargo, no todo son luces en esta estrategia. El in-
conveniente mds importante es que, aunque la mo-
lécula conjugada le confiere una mayor vida media,
se acompana de una disminucién de su actividad es-
pecifica y esto es debido a que el PEG puede unirse
a AA hidrofilicos como la K e impedir el acceso a las
proteasas para su activacion bioldgica. Este dltimo
efecto va en detrimento de su eficacia ya que la mo-
lécula nativa precisa de la trombina para su activa-
cién y su interaccién posterior con los fosfolipidos,
el FIXa y el FX para ejercer su funcién de cofactor.
Por otra parte, el FVIII es de por si una molécula lo
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suficientemente grande como para escapar al filtro
renal y su vida media estd naturalmente condicio-
nada a su unién con el FvW que podria estar dificul-
tada. La restriccién de su actividad serfa aceptable
si se compensara con una farmacocinética de vida
media larga y una accién sostenida. La experiencia
con el FVIII pegilado y carente del dominio B (PEG/
r-VIII SQ) ha permitido comprobar ciertos aspectos:
a) cuando el PEG se asocia a AA hidrofilicos, espe-
cialmente K, la consecuencia es una pérdida de ac-
tividad proporcional al grado de modificacién, por
lo que se precisa gran selectividad para la conjuga-
cién; b) los métodos empleados para proteger los si-
tios funcionales con el maximo de polimeros (hasta
4 por mol de FVIII) no consiguen preservar mas del
50% de su actividad y ademads la unién del FvW su-
pone sé6lo de un 26 a un 43% del total posible. La es-
trategia de la pegilacién debe pasar por la adhesion
del polimero a grupos no esencialmente funcionan-
tes como los C u oligosacaridos o protegiendo los
esenciales con un inhibidor o sustrato especifico; en
una molécula como el FVIII es posible, pero requie-
re intervenir numerosos lugares clave'®.

La estrategia que parece que va a rendir frutos en
un futuro préximo tiene que ver con el empleo del
dominio B como lugar de aplicacién de estos poli-
meros basdndose en que juega un escaso papel tras
la activacién por la trombina. Su modificacién mo-
lecular introduciendo residuos C, que crean lugares
tiol-reactivos, parece ofertar una gran esperanza de
éxito. La casa Baxter, en asociacién con Nectar The-
rapeutics (experta en tecnologia de pegilacién selec-
tiva), ha iniciado un ensayo clinico.

Una preocupacién afiadida es el destino metabdli-
co del PEG ya que no es biodegradable. Se han des-
crito posibles rutas de degradacién no relacionadas
con las desintoxicantes y que operan lentamente;
por ello se sugiere que acabara en tejidos que partici-
pan en su incorporacién celular y, concretamente, en
sus lisosomas. Los efectos adversos potenciales de
cantidades importantes de PEG durante largos pe-
riodos de tiempo, como es el caso de los tratamien-
tos profilacticos en hemofilia, son desconocidos?.

. Liposomas pegilados. Los liposomas son vesiculas

lipidicas capaces de albergar farmacos, bien en su
fase acuosa o en la bicapa lipidica, y se han utili-
zado como vehiculo para aplicaciones terapéuticas.
Lamentablemente, se retiran de la circulacién por el
sistema reticulohistiocitario. Al incorporar PEG a su
superficie, su aclaramiento disminuye y su vida se
prolonga. Estos liposomas modificados se descri-
ben como “liposomas estabilizados estéricamen-
te” (LEE) y se han empleado con éxito asociados a
ciertos farmacos como la deoxirrubicina y la IL-2.
Una de las estrategias de formulacién con relacién
al WTEVIII ha sido la preparacién de LEE conte-
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niendo distearoil fosfatidiletanolamina (DEFA) con-
jugado con PEG. Esta preparacion, designada como
PEGLip-FVIII, no se halla encapsulada en la fase
acuosa (intraliposoma), ni insertada entre la bicapa
lipidica, sino asociada al liposoma por su alta afini-
dad con el PEG-DEFA. Los estudios de ligamiento
usando la RPS han demostrado que no existe resis-
tencia a su unién con el FvW y la actividad coagu-
lante del PEGLip-FVIII es similar al WTEVIII medi-
do en uno o dos tiempos®. Esta nueva formulacién
experimentada con éxito en el animal de laborato-
rio estd en ensayo clinico en fases [-II por los labora-
torios Zilip-Pharma y Bayer.

3. Polimeros de dcidos polisidlicos (APS). Los APS son po-
limeros lineales de acido sidlico (N-acetil neurami-
nico), que se halla abundantemente en la superfi-
cie de las células y en muchas proteinas. Los APS
son extremadamente hidrofilicos y pueden formar
una “nube acuosa” en torno a la molécula terapéu-
tica protegiéndola de los enzimas proteoliticos, de
los receptores de aclaramiento e incluso de anticuer-
pos. Los APS son biodegradables, lo que supone una
ventaja frente a la pegilacién. Se han aplicado a una
serie de farmacos como la asparraginasa, el interfe-
rén y la insulina. La polisializacién del FVIII se esti-
ma prometedora, ya que parece prolongar su vida
media, evita su degradacién enzimadtica e impide la
formacién de anticuerpos?!. Estd demostrado que
conserva su accién bioldgica pero no la conserva-
cién de la afinidad por el FvW o la activacién ade-
cuada por la trombina. Los laboratorios Baxter, en
colaboracién con Lipoxen Technologies, estdn tra-
bajando en este campo.

Elaboracion de FVIII de animales transgénicos

Una molécula de factor VIII que aportara una profilaxis
efectiva con una administracién semanal, sin duda se-
ria un hallazgo notable. Lamentablemente parece im-
probable que se asociara a una reduccién significativa
del costo de tratamiento. La experiencia con otros pro-
ductos bioldgicos de larga duracién, como el PEG-G-
CSE muestra que el precio no se modifica®.

Dos de las razones de la carestia del factor VIII son
su escasa concentracién en plasma y las limitaciones
de su produccién en biorreactores con células modi-
ficadas genéticamente por cualquiera de los métodos
descritos. Bésicamente, el problema de una elabora-
cién limitada reside en el escaso progreso que se ha
realizado para elevar la concentracién de células en el
medio de cultivo. Ni que decir tiene que el precio se
va elevando con los procesos de concentracion y pu-
rificacién, las inversiones econémicas, los servicios de
manufacturacién y el cumplimiento de las reglamen-

taciones sanitarias en todo el proceso de produccién.
Cuando se consideran como biorreactores, los tejidos
mamarios pueden producir concentraciones elevadas
de proteinas secretadas debido a que la densidad celu-
lar glandular es de 10° células por mL! frente a la con-
centracion maxima de un biorreactor de 5 x 10° células
por mL’. Este aspecto justifica la notable produccién
de proteina de alrededor de 1-15 g - L? - h'l. Las ra-
zones para elegir al cerdo como animal de produc-
cién de factor VIII frente a otro animal de estabulacién
es el alto volumen de leche que puede recogerse por
dia (1-3 L) y la calidad del proceso postranslacional de
las células del tejido mamario del cerdo con relacién
a otros animales; en muchos aspectos bioquimicos y
fisiolégicos este animal es muy parecido al humano.
Los cerdos pueden ser ordefiados hasta 5 veces al dia
durante periodos de dos lactancias de 50 dias, lo que
supone entre 100 y 300 L al afio®. Se ha demostrado
la presencia de FVIII maduro de dos cadenas en su le-
che. Ademads, los N-glicanos se expresan mejor que en
los rumiantes.

La produccién de una proteina recombinante a tra-
vés de la leche de un animal transgénico se consigue
generando inicialmente un vector que contenga el gen
que codifica la proteina deseada unida a elementos re-
guladores especificos de la leche, generalmente el pro-
motor del gen de la betacaseina. Posteriormente se
realiza una microinyeccién pronuclear en un embrién
de una célula o, alternativamente, una transfeccién en
una poblacién de células susceptible de transferen-
cia nuclear somatica (évulos). Después se seleccionan
aquellos animales que expresan la proteina en su leche
y se genera la cabafa adecuada.

La seguridad de estos productos se ha demostrado
en ensayos clinicos por Genzyme Transgenic Corpo-
ration. Para reducir los riesgos de transmisién de en-
fermedades se establecen las mismas barreras que con
otros factores purificados, plasmaticos o recombinan-
tes (cromatografia, solvente/detergente, nanofiltra-
cién). En este caso es igualmente de primordial impor-
tancia mantener los rebafios en un ambiente libre de
patdgenos. El modelo de referencia puede ser el factor
VIII bovino Hyate:C® cuya produccién hubo que de-
tenerse porque el producto estaba contaminado con
parvovirus porcino (PVP). En un estudio retrospecti-
vo se concluyd que no habia existido evidencia de que
los pacientes a los que se habia infundido este pro-
ducto hubieran estado en contacto con el PVP, el vi-
rus de la encefalomiocarditis, o el virus del sindrome
respiratorio y reproductivo porcino. Otro motivo de
inquietud son las encefalopatias espongiformes trans-
misibles, frente a las que los suidos son especialmen-
te resistentes como se ha demostrado tras su exposi-
cién a nutrientes altamente contagiosos®, y ademads
son alimentados exclusivamente con productos de ori-
gen vegetal.
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Métodos celulares para mejorar
el rendimiento del FIX

La hemofilia B, también heredada de forma recesi-
va ligada al cromosoma X, presenta unas manifesta-
ciones clinicas que remedan a la A. La clonacién del
FIX por dos grupos de modo independiente permi-
ti6 la elaboracién de FIX recombinante (FIXr), libre,
en principio, de los contaminantes de la sangre o sus
componentes.

La produccién de FIXr requiere de células de ma-
mifero ya que su sintesis precisa de una compleja se-
rie de modificaciones postraslacionales. Sélo existe un
producto aprobado para su uso en hemofilia B, Bene-
FIX™ poducido por Wyeth/Genetics Institute y se ex-
presa en células de ovario de hamster chino (CHO) en
un medio de cultivo sin proteinas de origen humano.
La proteina de BeneFIX presenta tres isoformas segin
su unién a los fosfolipidos, a las células endoteliales y
a la activacién del FX y tienen propiedades hemosta-
ticas semejantes. Las modificaciones postraslacionales
se han realizado actuando sobre la N-glicosilacién. Sin
embargo, la recuperacién del FIX ha sido mas baja que
la del original plasmatico lo que ha constituido un es-
collo importante en la generacién de nuevos FIXr. Sin
embargo, su produccién puede incrementarse hasta 8
veces incluyendo tres tripletes ATG como sefial de ini-
cio de la traslacién. También se mejora incluyendo la
forma truncada del intrén 1 del FIX en el cADN de
su forma nativa. Este intrén parece inducir una acu-
mulacién de mARN FIX en el nicleo, muy probable-
mente como consecuencia de una mejor proteccién de
los transcritos frente a su degradacién y consiguién-
dose un incremento en la produccién de FIX de 8 a 15
veces®.

Nautilus Biotech y Wyeth han firmado un acuerdo
para alargar la vida media del FIXr, lo que redundard
en un menor nimero de infusiones.

Debido al avance importante que se esta observan-
do en la terapéutica génica con la hemofilia B, las me-
joras en este campo se estdn relegando porque en el fu-
turo no seran la mejor oferta.

Métodos extracelulares para mejorar
el rendimiento del FIX

No todas las células de mamiferos son capaces de
realizar las complicadas modificaciones postransla-
cionales en la sintesis del FIX como, aparte de la gli-
cosilacidn, la carboxilacién gamma para el correcto
funcionamiento del mismo. En los biorreactores se
consiguen isoformas de FIX, pero el problema de po-
seer una mezcla de poblaciones de FIX biolégicamen-
te activas e inactivas se resuelve con un proceso de
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purificacién cromatografica en cuatro pasos para con-
centrar y seleccionar el FIX gammacarboxilado. En
conclusién, BeneFIX contiene una mezcla de subpo-
blaciones de 10, 11 y 12 gamma carboxiglutamatos lo
que es debido a la limitacién de las CHO en carboxilar
las moléculas completamente. BeneFIX, por otro lado,
no exhibe una fosforilacién de la S158 y sélo un 15%
de sulfatacion de la Y155; estas modificaciones serian
las responsables de la menor recuperacién del farma-
co administrado por via intravenosa. La presencia de
acido sidlico en posicién terminal de los N-oligosaca-
ridos mejora la vida media de las proteinas, BeneFIX
tiene esta configuracién de modo similar al derivado
plasmatico.

En la produccién del FIX a través de animales trans-
génicos rigen los mismos principios, se obtienen los
mismos resultados y se precisan los mismos niveles
de seguridad. Si las predicciones de Garber son cier-
tas, bastarfa una piara de 60 cerdos para cubrir las ne-
cesidades de FIX de los 3.000 hemofilicos B de Esta-
dos Unidos, con un consumo medio de 200.000 Ul
por paciente y afio, que de otro modo precisarian el
equivalente al obtenido de un millén de litros de plas-
ma o de 600.000 L de sobrenadante de los biorreacto-
res por afio®.

Nuevas moléculas de factor VII
recombinante activado (FVlira)

El FVIIra se obtiene en biorreactores por manipula-
cién genética de células de rindn de hdmster neonato.
Su solvencia en el tratamiento de los pacientes afec-
tados de hemotfilia A o B con inhibidores es bien pa-
tente. Existen lagunas de conocimiento en lo que hace
referencia a la dosis indicada, inicio de tratamiento y
modo de control. Se ha propuesto su forma de accién
como dependiente del factor tisular o independiente,
a través de su unién a los monocitos y a las plaquetas
activadas. Reconoce un efecto antifibrinolitico a tra-
vés del inhibidor de la fibrinolisis activado por trom-
bina.

Se han realizado mutaciones genéticas para con-
seguir productos como un mayor efecto proteoliti-
co sobre el FX. Asi, una combinacién de mutaciones
de “sentido erréneo” (V158D/E296V/M298Q/K337 A-
1VIIg) ha mostrado una actividad cincuenta veces su-
perior sobre el FX que la molécula inicial. Este efecto
se ha comprobado en los ratones con hemofilia indu-
cida por anticuerpos, en los que la potencia del nuevo
producto fue cuatro veces mas eficaz determinada por
la hemorragia del corte de cola. Recientemente, Maxy-
gen ha anunciado el desarrollo de estudios en anima-
les con varias moléculas de FVIIra que muestran ma-
yor eficacia y vida media®.
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