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Principio fundamental del
tratamiento de la EVW

“Correccion de los dos defectos que motivan la tendencia
hemorragica en estos pacientes: la hemostasia primaria
anormal manifestada por un tiempo de hemorragia prolongado

y de la coagulacion debido a niveles de FVIIl bajos”

Mannucci PM. Int J Clin Lab Res (1998) 28: 211-214



Tratamiento de la EVW

Tratamiento farmacologico:

Acetato de desmopresina (DDAVP)

=» Recomendable test previo.

Farmacos antifibrinoliticos

Sellos de fibrina

Tratamiento hormonal ( levonorgestrel)




espuesta al DDAVP
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Limitaciones en el uso del DDAVP en
EVW.
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No respuesta

Aclaramiento t1del VWF y FVIIl liberados (1 VWFpp/VWF:Ag)
El tratamiento prolongado puede ser dificil

Taquifilaxia

Efecto antidiurético y otros efectos secundarios

En EVW 2N T,,, del FVIIl puede ser corta

Contraindicaciones: enfermedad cardiovascular franca, ninos < 2

anos, RIPA facilitado (EVW 2B).

=» Se debe considerar el tratamiento sustitutivo.



EVW tipo 1: heterogeneidad de las T,,, del

FVW postinfusion de DDAVP

Aumento del aclaramiento en algunas mutaciones del Dominio D
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Generalmente se detecta por un 1 de la razén FVWpp/FVW:Ag.
R1205H (VWD Vicenza) es el ejemplo de vida corta del FVW.

Castaman. Blood 2008.
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EVW 2A: Respuesta al DDAVP

Ensayo DDAVP justificado
= pero respuesta < 10%
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DDAVP en EVW tipo 2B

Gel de agarosa-SDS
Baja resolucion
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Tratamiento de la EVW

Tratamiento sustitutivo:

Concentrados de VWF y FVIII
Haemate P, Fandhiy Wilate

Concentrados de VWF
Wilfactin

=» Cuando no respuesta,
contraindicacion para DDAVP o riesgo
trombaético.



Concentrados de FVIII/FVW actuales

TR
i

IR - -
MNH

PIC1 |C2 C3 C4 C5 ISP]ISC

Haemate-P Wilfactin



~Concentradosde FVW y FVIII.

Haemate-P/ Precipitacién mdltiple Pasteurizacion
CSL-Behring (glicina/CINa)
R Cromatografia SD+ calor seco
®
Fanhdi®/Griols - cnidad con heparina (72ha80° ()
Precipitacion, cromatografia ~ TNBP/Triton X 100 y calor

Wilate/ de intercambio i6nico y
Octapharma exclusion por tamafio

. H
Wikiactin® (LF) anico y de afinidad

seco 100 °C, 120 min,
con humedad residual
controlada

Cromatografia de intercambio  SD + NF + calor seco

75l 0,96
38“]1 [ZIE-ZIB}
~408! 0,83 (1,29-1,6)
>100™®
=53k
>60"!
111 £ 119 1,05 >10

Dosisy pautas recomendadas

Cirugia mayor* 40-60
Cirugia menor y cesarea 30-60
Extraccion dentaria 20-40
Parto y anestesia epidural 30-40
Hemorragia espontanea o traumatica 20-40

* Depende del tipo de cirugia. ** Dosis orientativa.
Batlle et al. Haematologica 2012.

1 cada 24-48 h

1 cada 24-48 h
Unica
Unica

Unica

FVIII:C > 80-100 Ul/dL los dos primeros dias

2,226

1,48

>10

Si

Si

No

Si

Luego > 50 Ul/dL los dias siguientes hasta la cicatrizacion completa

>30 Ul/dL, de 5 a 7 dias

>30-50 Ul/dL. Nueva dosis segin necesidad
>50 Ul/dL. Nueva dosis segin necesidad
>30-50 Ul/dL. Nueva dosis segun necesidad
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Concentrado de FVW vs FVIII + FVW

e VWF:RCo

e VIII:C

Concentrado de FVW :
-100 1U /FVW:RCo / kg basal
- 501U /FVW:RCo/kg /24 h

Tiempo (horas)

€L I:\ I\I\I-
rr v

W:RCo/kg /12h

60 Tiempo (horas)

Menache et al. Thromb Haemost 1997




Tratamiento sustitutivo en EVW 2N.

Niveles:

Alcanzados (M-FVIIT)

Esperados (M-FVI11)

77| Alcanzados (FVITT/FVW)
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Profilaxis en la EVW

» Quirdrgica
» Secundaria prolongada

v Fundamentalmente en tipo 3, sagrado frecuente e importante afectacion en
su calidad de vida, y secuelas crénicas debidas a los episodios
hemorragicos.

v Evidencia cientifica escasa
v" Indicaciones:

a) Formas graves de EVW con hemartrosis de repeticiony
artropatia con articulaciones dianas (similar a la hemofilia).

b) Sangrado gastrointestinal recurrente.
c) Pacientes pediatricos con epistaxis frecuente y grave, o con
menorragias que condicionen una anemizacion.

Federici AB. Blood Transfus. 2008.
Federici A. Blood. 2005.
Berntorp E. J Thromb Haemost 2006.



Profilaxis Network en la EVW (VWD PN)

YV V Y VY

Estudio retrospectivo en EVW grave sin respuesta a otros tratamientos.
66 pacientes de 30 centros de 10 paises =» 59 pacientes, edad media 22,4 aios.
La mayor proporcion tipo 3. (N = 34; 57,6 %).
Efecto significativo:
Grupo total entre antes y tras instauracion profilaxis (P = 0.0001),
En grupo con indicacion primaria de:
Epistaxis ( P=0.0005).
Hemartrosis (P = 0.002)
Hemorragia gastointestinal (P = 0.001).

No diferencias entre <18 anos similar al de =18 anos.

Un paciente desarrollé un inhibidor durante el tratamiento.

=» CONCLUSION: La profilaxis en la EVW es eficaz

Abshire TC (VWD PN). Haemophilia. 2012 .



Estrategias terapeuticas en la EVW
en desarrollo o investigacion

< FVW recombinante (r-FVW)

< FVW modificado (vida media prolongada):
v'Proteinas de fusion (FVW-albimina)
vFVW pegilado
v FVW mutado

* Terapia génica
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Anélisis multimérico del FVW . Infusiondel  F VWTrh
rh FVW a perros deficientes de FVW Turecek P. Blood 1997.

1 % agarose gel

2 % agarose gel
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normal
dog
hrvWF

infusion hours post infusion (Baxter)



FVWrh-PFM

»Produccion libre de proteina humana.

»Estudio multicéntrico Fase |I. Administracion
combinada con FVIlir en proporcion fija.

» 32 pacientes con tipo 3. y tipo 1 grave.

»Cuatro niveles de dosis diferentes investigados:
2,7.5 20 y 50 Ul FVYW:RCo/kg, con escalamiento
de dosis
=» Buena tolerancia, sin eventos trombéticos

ni efectos adversos graves.

Mannucci PM. Blood 2013. (Baxter)



FVWrh-PFM

> Comparacion farmacocinética aleatorizada
y cruzada de las combinaciones:

50 Ul FVW RCo/kg FVWrh con 38.5 Ul/kg de FVIllirh

VS

50 Ul FVW RCo/kg FVWdp con 21-25 Ul/kg de FVllidp

Mannucci PM. Blood 2013. (Baxter)
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FVWrh-PFM
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FVWrh-PFM

»Los MAPM del rh-FVW fueron proteolizados
normalmente por el ADAMTS13 endogeno,
con la aparicion de las caracteristica
bandas satélites.

»La existencia previa a la infusion de anticuerpos anti FVW

no neutralizantes influyeron en la farmacocineética
de ambos tipos de productos.

Mannucci PM. Blood 2013. (Baxter)
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FVWrh-PFM

CONCLUSIONES:
=>El FVWrh es seqguro y bien tolerado con
farmacocinética similar al FVWdp,
facilitando una mayor estabilizacion
del FVIIl endoégeno.

= Estos datos apoyan el empleo exclusivo del
FVWrh una vez se aicanza ei nivei
terapéutico de FVIll endogeno deseado.

Mannucci PM. Blood 2013.
(Baxter)
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Proteinas de la coagulacion modificadas.
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* Prolongar la T,, de los factores de la coagulacion con los
siguientes objetivos:

+*Menor numero de infusiones manteniendo la eficacia
hemostatica.

“*Mejorar la adherencia al tratamiento

“*Lograr una menor necesidad de empleo de accesos
vVenosos.

“*Optimizar la profilaxis

Weimer T, et al. Recombinant albumin fusion proteins. In: Fusion protein technologies for biopharmaceuticals: applications and challenges. Schmidt S (Ed.) New
Jersey: John Wiley & Sons, Inc.; 2013; pp. 163-78.
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Extension de la T,,, de los factores de la
coagulacion. Objetivos

“*Prolongacion clinica relevante de la vida media
“*Mejorar la facilidad de su administracion
“*Preservar su actividad biologica

“*Baja inmunogenicidad

‘*Tolerabilidad potencialmente elevada

Fogarty PF. Biological rationale for new drugs in the bleeding disorders pipeline. Hematology Am Soc Hematol Educ Prog 2011;2011:397-404; Weimer T, et al.
Recombinant albumin fusion proteins. In: Fusion protein technologies for biopharmaceuticals: applications and challenges. Schmidt S (Ed.). New Jersey: John Wiley &
Sons, Inc.; 2013; pp. 163-78.

29 CSL-Behring



Extension de la T,;, de los factores de la
coagulacion. Técnicas posibles

Liberacion mantenida

(Nanoparticulas/microesferas. Liposomas PEG).
Modificacion quimica
(PEGicacion, HESIlacion y Polisializacion [PSA])

(Ej: fusion con albumina).

HES, hydroxyethyl starch; PEG, polyethylene glycol; PSA, polysialic acids.

Byrne B, et al. Sialic acids: carbohydrate moieties that influence the biological and physical properties of biopharmaceutical proteins and living cells. Drug Discov
Today 2007;12:319-26; Kontermann R. Half-life modulating strategies — an introduction. In: Therapeutic proteins. Strategies to modulate their plasma half-lives.
Kontermann R (Ed). Wiley; 2012; pp. 3-22; Saenko EL, Pipe SW. Strategies towards a longer acting factor VIII. Haemophilia 2006;12(Suppl. 3):42-51; Schulte S. Use
of albumin fusion technology to prolong the half-life of recombinant factor Vlla. Thromb Res 2008;122(Suppl. 4):S14-19; Schulte S. Half-life extension through albumin
fusion technologies. Thromb Res 2009;124(Suppl. 2):S6-8; Sheffield WP, et al. Effects of genetic fusion of factor IX to albumin on in vivo clearance in mice and rabbits.
Br J Haematol 2004;126:565—73; Weimer T, et al. Prolonged in-vivo half-life of factor Vlla by fusion to albumin. Thromb Haemost 2008;99:659—67; Weimer T, et al.
Recombinant albumin fusion proteins. In: Fusion protein technologies for biopharmaceuticals: applications and challenges. Schmidt S (Ed.). New Jersey: John Wiley &
Sons, Inc.; 2013; pp. 163-78.

30 CSL-Behring



Mejora de T,,, de factores de coagulacion
mediante fusion con albumina

Albumina como “partner” de fusion recombinante
 Albumina tiene una T,,, muy larga (~20 dias)

Proteina transportadora inmunologicamente inerte

Farmacocinética bien conocida

Fundamento comprobado en la practica con otras proteinas

Las proteinas de fusion con albumina se expresan como una unica
entidad recombinante

B -

Factor Albumina Proteina de fusion
recombinante. recombinante con albumina
T1/2 corta T1/2 larga recombinante

T1/2 prolongada

Metzner HJ, et al. Half-life extension by fusion to recombinant albumin. In: Therapeutic proteins. Strategies to modulate their plasma half-lives. Kontermann R (Ed.). Wiley-
VCH Verlag & Co, Weinheim, Germany. 2012; pp. 223-47; Schulte S. Pioneering designs for recombinant coagulation factors. Thromb Res 2012;128(Suppl. 1):S9-12;
Weimer T, et al. Recombinant albumin fusion proteins. In: Fusion protein technologies for biopharmaceuticals: applications and challenges. Schmidt S (Ed.). New Jersey:
John Wiley & Sons, Inc.; 2013; pp. 163-78.

31 CSL-Behring



Factores de coagulacion de fusion con

n I h NN i [ | la
FVila 4063a -  Linker Albumin 585 aa
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Covalent bond

S. Schulte/Thrombosis Research 131S2 (2013) S2-S6 CSL-Behring



Perfiles farmacocinéticos de FIXr-FP, FIXr y FIXdp
en pacientes con hemofilia B (36)

FIX activity (IU/dL)

0= T T

—s— 50 IU/kg rIX-FP (n=13)
—o— 50 IU/kg rFIX (n=8)
—o— 50 IU/kg pdFIX (n=4)
5% trough

[ ————— |

| [ [
0 24 48 72 96 120 1

Time (hours)

44 168 192 216 240 264 288 312 33

Santagostino et al. Blood 2012
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Terapia génica de la EVW



Terapia genica de la hemofilia

Transferencia mediada por virus AA. Capacidad de
empaquetamiento del AArV 4.6 kb.

»cDNA FIX humano =~ 1,6 kb

= Exito inicial de terapia génica en hemofilia B.
(Nathwani N Engl J Med 2011).

»>cDNA FVIIl humano= ~ 7 kb

|} PSSy QUGN iy I = V / | | S S Y P

iernor exXpresiorn del rvii rnativo cudiiao se Coinpdid
a otras proteinas de tamano similar
~ 4 veces menos
Transcripcidn ineficiente
Procesamiento celular

»>cDNA FVW humano = ~ 9 kb



Formas de superar desafios en hemofilia A

Reduccion del tamano
Se puede retirar el dominio B =& cDNA ~ 4.2 kb

"Llar a2 | e ~

7kb

300 | a1_n2|ns [

4.2kb

Aumento de expresion
Inclusion de dominio B minimo: ~226 Aa, 6 sitios de glicosilacion.
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Miao et al Blood 2004 103:3412-3419
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Gen del VWF

20 40 60 80 100 120 140 160 180 kb
I l I I l I I I I
30 50 /0 20 110 130 150 170
1-3 4.5 6 78910 111516 17 1819--22 23-27 28 29-34 35-38 39-42 43-45 46-47 48-52

ARNmM del VWF
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Subunidad del VWF

N° exon:
12 310 11-17 18-20 20-28 28 28-32 35-39 40-42 44 A45-48 49-52
_ pp D2 D% Al A2) A3 M CK
N~
T 2813
Multimer ADAMT513 Dimer
1 ) Propéptido 741aa VWF maduro (monémero) 2050 aa ]

P.Sefal 22aa



Terapia géenica de la EVW

»Diversos acercamientos y modelos experimentales.
»Numero reducido de pacientes candidatos.
= Con toda probabilidad su avance seguira los pasos

de la optimizacion de la terapia génica en hemofilia
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