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RESUMEN

Introduccion: La hemofilia es una enfermedad cronica que afecta al proceso
natural de coagulacién de la sangre, debido a un trastorno hereditario ligado al
cromosoma X, afectando principalmente a hombres. Los genes afectados son el
F8, en la hemofilia A (HA), o el F9, en la hemofilia B (HB), los cuales producen
respectivamente factor VIII (FVIII) y factor IX (FIX). La terapia génica es una
opcién de su tratamiento a largo plazo y en cuyo desarrollo pretende alcanzarse
la cura de esta enfermedad.

Objetivo: Analizar la eficacia de la terapia génica en pacientes con hemofilia en
funcion de la disminucién de sangrados.

Material y métodos: Se realizé una busqueda sistemética en PubMed, Scopus
y Web of Science, donde se obtuvieron 22 articulos y de los cuales se incluyeron
13 en la revision tras ser sometidos a una lectura critica CASPe.

Resultados: La terapia génica logro resultados variados tanto en eficacia como
en efectividad. Sin embargo, se aprecia una variabilidad importante en
resultados tanto entre estudios como en pacientes del mismo estudio,
destacando la relacién entre la dosis y la expresion de factores de coagulacion.
También se analizaron los criterios de inclusion y exclusion y el seguimiento tras
la administracion de estas terapias.

Conclusiones: A pesar de la variabilidad en resultados, este tratamiento ha
sembrado resultados a largo plazo que corroboran su efectividad y seguridad.
Sin embargo, son necesarios mas ensayos clinicos con muestras mas amplias y
con criterios de inclusién y exclusién menos estrictos.

Palabras clave: Hemofilia, Sangrados, Niveles de factor de coagulacién, Virus

adenoasociados, Transgeén.



ABSTRACT

Background: Hemophilia is a chronic disease that alters the natural process of
coagulation, due to an X-linked disorder, mainly affecting men. The mutated gene
in hemophilia A (HA) is the F8 gene, whereas in hemophilia B (HB) it is the F9
gene, which respectively produce coagulation factor VIII (FVIII) and factor IX
(FIX). The genetic therapy is an optional treatment with long-term effect whose
development could lead to the cure of hemophilia.

Objective: To analyse the effectiveness of genetic therapy in hemophilia patients
based on the number of bleedings decrease.

Methods: A systematic research was made in PubMed, Scopus y Web of
Science, where 22 articles were selected. After critical reading using CASPe
device, 13 articles were included in the research.

Results: Genetic therapy achieved diverse results in terms of efficacy and
effectiveness. However, the variability found in results among participants from
all studies, especially with regards to the administered dose and the expression
of coagulation factors. Inclusion and exclusion criteria and the follow-up process
after the therapy administration were analyzed as well.

Conclusions: Despite the variety of results, this treatment has achieved long-
term results, which support its effectiveness and security. On the other hand,
clinical trials with bigger samples and laxer inclusion and exclusion criteria are
required to establish it as the best treatment for hemophilia.

Key words: Hemophilia, Bleedings, Coagulation factor levels, Adeno-asociated

virus, Transgene.
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1. INTRODUCCION

La hemofilia es una enfermedad crénica que altera el proceso natural de
coagulacion de la sangre, debido a un trastorno hereditario ligado al
cromosoma X, como un rasgo autosémico recesivo, afectando principalmente a
hombres. Los genes afectados son el F8, en la hemofilia A (HA), o el F9, en la
hemofilia B (HB), los cuales producen respectivamente factor VIII (FVII) y
factor IX (FIX), lo que conlleva una deficiencia de uno de estos factores en el
sistema de coagulacion (1). En la actualidad 400.000 personas padecen
hemofilia en el mundo, de las cuales en Espafia hay alrededor de 3.000 casos,
representando la HA entre el 80 y el 85% de los casos esparioles (2-4). A pesar
de que representa un pequefio porcentaje de la poblacion espafiola, cabe
destacar que la hemofilia es una de las enfermedades con mayor coste para el
Sistema Nacional de Salud, no solo por el tratamiento enfocado a la deficiencia
del factor de coagulacién (concentrados de FVIII o FIX), el cual se estima en mas
de 400.000 € en algunos casos, sino también por otros costes asociados a la
enfermedad como son la falta de tratamiento adecuado y/o inmediato, procesos
de hospitalizacién prolongados y cirugias y terapias para las alteraciones que

causa la hemofilia en las articulaciones (4,5).

El tratamiento mas comun es el concentrado de factor de coagulacion, el cual
forma parte de las terapias de remplazo, las cuales aportan directamente el
factor deficitario (1,4). Sin embargo, el uso prolongado y en grandes cantidades
de este tipo de tratamientos esta asociado con el desarrollo de anticuerpos o
inhibidores que neutralizan los factores de coagulacion. Esto compromete en
mayor medida la calidad de vida de los pacientes, pues las terapias que

empleaban perderan eficacia y requeriran otras mas complejas y caras (4,5).

Actualmente, encontramos dos modalidades de tratamiento mayoritarias. En
casos de hemofilia severa predomina el uso de la profilaxis de los sangrados,
con el fin de prevenir hemorragias espontaneas, pero especialmente las internas.
Por otra parte, en pacientes con un grado de hemofilia mas leve, se opta por
el tratamiento a demanda, debido a que estos pacientes presentan una menor

frecuencia en los sangrados, los cuales igualmente requieren atencion



especializada de igual manera, ya que no es posible mantener el control del
sangrado como sucederia en el caso de un individuo sin esta patologia.

En consecuencia, se observa una acusada disminucion de la calidad de vida
de este grupo de pacientes debido a su necesidad de tratamientos tan
especificos, en especial aquellos bajo un tratamiento profilactico, teniendo que
acudir al hospital entre 1y 3 veces a la semana, en aquellos pacientes que no
lleven a cabo el autotratamiento (6). Este autotratamiento, regulado por la
Resoluciéon de 28 de abril de 1982, de la Subsecretaria para la Sanidad, por la
gue se autoriza el autotratamiento en los enfermos hemofilicos, permite, entre
otras consideraciones, la administracién del factor de coagulacion deficitario de
manera auténoma o realizada por algun pariente de primer grado o conviviente
Esto solo se consideraria legal tras la autorizacion por parte del Jefe de la Unidad
de Hemofilia del Centro sanitario correspondiente al paciente, para lo cual es
necesario tutorizacion de la persona que vaya a recibir dicha autorizacion. La
formacién del paciente o de la persona encargada del tratamiento es

responsabilidad del personal de Enfermeria de la Unidad de Hemofilia (7).

Sin embargo, durante la ultima década se han desarrollado diversos tratamientos
que proporcionan mejor calidad de vida debido a una mayor vida media y
administracion mas facil, disminuyendo las visitas al hospital, y obteniendo
resultados en efectividad equiparables a los de las terapias mas clasicas (8,9).
Entre estas, se encuentra la terapia génica, la cual ha generado un nuevo
panorama en la hemofilia, en el cual se incluye la mejoria de pacientes graves
a leves, de la calidad de vida (9), e incluso la posibilidad de la “curacién

funcional” de la enfermedad (10).

Ademas, es importante recalcar que actualmente el perfil del paciente es un
punto definitorio de si este podra beneficiarse en mayor o menor medida. Los
mejores perfiles son pacientes jovenes que requieren niveles elevados del factor
de coagulacion y pacientes con afectacion articular grave (9). Por otra parte, otro
aspecto a tener en cuenta es que si el paciente tiene anticuerpos
neutralizadores contra el virus empleado como vector (NAbs), debido a una

exposicién previa, el paciente no seria apto de recibir la terapia génica (8).
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2. JUSTIFICACION

La eleccién del tema de este trabajo de investigacion surge principalmente por
la realizacion de practicas profesionales del autor en la Unidad de Banco de
Sangre del Hospital Universitario Rio Hortega durante la asignatura del
Practicum 1l durante noviembre de 2023. En este tiempo, se impartieron
seminarios en los que se trataba en profundidad la hemofilia y se presentaba la
terapia génica, una posible cura de esta enfermedad. Asi, esta terapia resulté de
gran interés para el autor debido a los cambios que esta podria implicar tanto en

la calidad de vida de los pacientes como en los cuidados de enfermeria.

Como ya se ha mencionado, la terapia génica estd logrando resultados
similares a los de otros tratamientos empleados para suplir los niveles

insuficientes de FVIII o FIX para una coagulacion adecuada.

Actualmente, el nUmero de pacientes que pueden recibir este tratamiento es muy
limitado debido a que la mayoria de terapias se encuentran en desarrollo en
ensayos clinicos | y/o Il. Estos ensayos cuentan con criterios de inclusién y
exclusion que limitan en gran medida la muestra, pero mediante la investigacion
cabe la posibilidad de que con el tiempo cada vez mas pacientes puedan
beneficiarse de esta terapia. De este modo, mas pacientes podrian gozar de
una mayor calidad de vida, al reducir las patologias asociadas a las
hemorragias frecuentes, como la hemartrosis, y al disminuir la frecuencia de
visitas al hospital, lo cual a su vez significa menor gasto publico y menor
carga de trabajo para el personal sanitario. Ademas, este tipo de terapia es el
primero que da cabida a una posible curacion de una enfermedad que siempre

ha condicionado a quien la padece durante toda su vida.

Ademas, esta enfermedad es ideal para ser tratada con terapia génica por
distintos motivos. El primer motivo a destacar seria su etiologia, puesto que al
ser una enfermedad monogénica es mas facil tratar un solo gen (11,13,14,22).
El segundo consiste en la facilidad que supone medir la eficacia del
tratamiento, ya que mediante pruebas de coagulacion puede valorarse si se

han logrado aumentar los niveles de FVIII o FIX. Por dltimo, también resulta muy
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simple valorar la consecucién de otros objetivos secundarios, como serian
el nimero de sangrados o el consumo de concentrados de factores de
coagulacion (11).

Por ultimo, cabe destacar que un aumento de un 5% en los niveles de factor
de coagulacién en sangre es capaz de mejorar el patron de sangrados

(frecuencia y gravedad) (11,12).

El propdsito final de la investigacion es hallar una conclusion sobre la
efectividad de este tratamiento en personas con HA y HB, con el objetivo de

promover su investigacion y mejorar asi la calidad de vida de los pacientes.



3. OBJETIVOS
Los objetivos a alcanzar mediante la realizacion de esta revision bibliogréafica son
los siguientes:
OBJETIVO GENERAL
e Analizar la eficacia de la terapia génica en pacientes con hemofilia en
funcién de la disminucion de sangrados.

e Dar a conocer que es la terapia génica en hemofilia

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Analizar la eficacia de la terapia génica en base a los titulos o los niveles
de actividad de factor VIl o factor IX producidos.
e Designar unos criterios de inclusién y exclusion 6ptimos para esta terapia.
e Estudiar el seguimiento y/o cuidados tras la administracién de la terapia

génica.



4. METODOLOGIA

Disefio de investigacion

El disefio de este trabajo consiste en una revision sistematica de documentos
acerca de la terapia génica y su uso en el tratamiento de la hemofilia.

Pregunta de investigacion

La pregunta de investigacion se formulara siguiendo el formato PICO, incluyendo
los siguientes conceptos:

- P (poblacion, paciente): pacientes con hemofilia.

- | (intervencion, indicador): terapias génicas.

- C (comparacion, control): niveles de factor VIII o IX eficaces y no eficaces.

- O (outcome, resultados): disminucién del nimero de los sangrados.

Asi, surge la siguiente pregunta: “En pacientes con hemcdfilia, ¢ la terapia génica
produce niveles de factor VIII o IX capaces de disminuir el nimero de
sangrados?”

Estrategia de busqueda

Durante la investigacion se realizaron basquedas, en espafiol y en inglés, en las
siguientes bases de datos bibliograficas: PubMed, Scielo, Scopus y Web of
Science. Inicialmente se buscé informacién sobre la enfermedad, para asi mas
tarde centrar la investigacion sobre la terapia génica en tal patologia.
En el proceso se emplearon los Descriptores de Ciencias de la Salud (DeCS) y
Medical Subject Headings (MeSH) expuestos en la Tabla 1, combinados con los

operadores booleanos “AND” y “OR”.

Tabla 1. DeCS y MeSH utilizados para la elaboracién de la revisién sistematica. Fuente:

elaboracién propia.

Término natural DeCS MeSH
Hemofilia - -
Hemofilia Hemophilia
Hemofilia A Hemofilia A Hemophilia A
Hemofilia B Hemofilia B Hemophilia B
Terapia génica Terapia Genética Genetic Therapy



Estrategia de seleccion

A continuacién, se limité la busqueda bibliografica mediante la aplicacion de

filtros, a partir de los siguientes criterios de inclusion y exclusion.

Criterios de inclusion:

Articulos con texto completo en espafiol y/o inglés.
Publicaciones desde enero de 2020 hasta la actualidad.

Ensayos clinicos, revisiones sistematicas y metaanalisis.

Criterios de exclusion:

Publicaciones previas a enero de 2020.

Articulos que no presenten texto completo en espafiol ni inglés

Articulos con un disefio de investigacion distinto a los descritos en los
criterios de inclusion

Ensayos clinicos cuya muestra no fuesen humanos.

Documentos con una puntuacion menor a 7 segun los criterios de lectura
critica CASPe.

Después realizar esta busqueda en las distintas bases de datos empleadas, se

empleé una herramienta automatizada para eliminar registros duplicados.

Finalmente, los documentos que hubieran pasado todo este proceso fueron

sometidos a un andlisis profundo, eliminando primeramente los considerados no

aptos tras una lectura del titulo, después de esto del resumen y, por ultimo,

haciendo un cribado definitivo mediante la lectura critica del texto completo con

el apoyo de las listas de comprobacion CASPe.



5. RESULTADOS
5.1 Diagrama de flujo

Se identificaron un total de 1503 articulos, de los cuales 73 fueron analizados, y
de estos 22 llegaron al analisis mediante lectura critica. Cabe destacar que 3
articulos de este ultimo grupo no se pudieron incluir debido a que no fue posible
acceder al texto completo libre. El desarrollo de la recopilacion de articulos puede
observarse en la Figura 1, mientras que la valoracion mediante CASPe de los
articulos incluidos esta incluida en la Tabla 2. Ademas, otro aspecto de gran
importancia es que todos los ensayos clinicos en los que se administro terapia

génica son ensayos abiertos.

Documentos excluidos segun los

E Documentos encontrados en criterios de in;lusidn ¥ exclgsic’un
g bases de datos (n=1504) Eerrg;rien?aipgﬁ?:railiz;?cliil'ante
£ Eubmsd (1_38) > Documentos  excluidos  por
= Scopus (n=964) - =1287

s Web of Science (n=502) criterios (n=1287)

= Documentos duplicados

eliminados (n=144)

hd

Documentos segun el titulo .| Documentos eliminados
(n=73) "1 (n=35)
¥
o
E Documentos segun el resumen ol Documentos eliminados
= (n =38) | (n=16)
o
¥
Documentos segun texto Documentos excluidos:
completo > La muestra no consiste en
(mn=22) humanos (n =5)

Informacion sobre hemofilia
insuficiente (n =1)

r Y Mo disponible texto completo
2 (n=3)
= Documentos  incluidos en la
= revision
E (n=13)

Figura 1. Diagrama de flujo de busqueda en bases de datos (PubMed, Scopus y Web of Science).

Fuente: elaboracion propia.
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5.2 La terapia génica

La terapia génica es un tratamiento orientado a pacientes cuya patologia tiene
su base en alguna alteracién genética, ya sea la ausencia de este gen o su
expresion errénea, y su objetivo consiste la transferencia de una copia funcional
del gen respectivo (12,22). En el caso de la hemofilia, los genes alterados son
F8 o F9.

Para lograr la llegada del gen terapéutico o transgén, es necesario un vector
que funciona como medio de transporte. Este medio son los AAV, un grupo de
virus que se asocian a otros para replicarse y que resultan de especial interés
por varios motivos (11,12).

Primeramente, este tipo virus tiene una estructura muy pequefia y simple, lo que
facilita que se sustituya su material genético por el que pretende emplearse en
la terapia, proceso tras el cual el AAV se denominaria virus adenoasociado
recombinante (rAAV).

En segundo lugar, la patogenicidad de los AAV en humanos es minima, lo que
hace de estos un vector mas seguro (12,14).

Ademas, es de interés recalcar que en esta terapia es esencial elegir un tejido
cuyas células recibiran el transgén, pues segun ese tejido en el que se
reproduzca el virus o tropismo puede alterar la eficacia de la terapia. Asi, el
higado es el tropismo O6ptimo, pues los hepatocitos son los principales

productores de factores de coagulacion del organismo (11,14).

Por otro lado, existen varios métodos para modificar estos viruses que dan lugar
a mejores resultados, como son los siguientes:

- La optimizacién del cassette génico, es decir, mejorar el contenido
genético incluido en el rAAV. Esto puede lograrse por varias maneras,
como la eleccion del promotor (el virus al que se une el AAV), pues este
puede modificar el tropismo del rAAV, o lo que es lo mismo, el tejido en el
gue se integrara el transgén. Otro método es la modificacion del ADN
encargado de producir el factor de coagulacion, pues esto puede dar lugar
a variantes con mayor produccion o factores mas eficientes, como es el

caso de la variante Padua (11,12,14).
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La eleccidn de la capside y del serotipo del rAAV, pues estos factores
también pueden modificar el tropismo (14).

El control de la integracion del transgén, mediante el uso de enzimas
artificiales que permiten la insercion de forma segura del transgén en

lugares especificos del genoma (14).

Ademas, cabe destacar el proceso que hace posible esta terapia, el cual consiste

en los siguientes pasos:

1.

2
3.
4

Infusién intravenosa de la terapia.

Llegada del virus al tejido diana.

Endocitosis del virus: el virus es integrado en el citoplasma de la célula.
Importacién del virus al nucleo celular: el transgén del virus es liberado
en el citoplasma, y de aqui pasa al interior del nacleo. Cabe destacar que
generalmente el transgén se mantendra en el nlcleo como un episoma,
es decir, una porcion de material genético que no esta unido a los
cromosomas, pero igualmente es capaz de replicarse. Por otro lado, hay
una probabilidad muy pequefia de que el transgén se una al ADN del
paciente.

El transgén comienza a ser transcrito, lo que inicia la produccién de la
proteina que pretende generarse con la terapia, en el caso de la hemofilia
FVIII o FIX (13).

5.3 Terapia en hemofilia B

De los resultados de la busqueda, se encontraron 8 articulos sobre HB, 6 de

ellos revisiones que trataban sobre HB y HA, 1 revisibn que trataba

exclusivamente HB y 1 ensayo clinico sobre una terapia con virus adenoasociado

recombinante de serotipo 5 (rAAV5) para HB. La muestra de todos ellos consta

solamente de hombres con hemofilia de grado severo y/o severo-moderado

(niveles de actividad entre <1% y 2%).

En una revision sobre la evolucion de la terapia génica en HB y HA mediante

AAV, en la que incluyeron 8 ensayos clinicos en HB, 1 de ellos en fase I, 6 en
fase I/lly 1 en fase llb (11).
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En uno de los ensayos, en el cual se empled un rAAVS8 sin optimizar o wildtype
(WT) en una muestra de n=10, divididos en 3 grupos segun la dosis
administrada [(n=2; 2x10''vg/kg), (n=2; 6x10*'vg/kg), (n=6; 2x10%vg/kg)], se
observaron valores mantenidos de FIX. Los resultados fueron respectivamente
1,4%-2,2%, 2,1%-2,9% y 2,9%-7,2% a lo largo de 8 afios de seguimiento. Asi,
se concluyé que el resultado dependia principalmente de la dosis. De manera
similar, se observo respuesta del sistema inmunoldgico en 4 pacientes del grupo
con la mayor dosis. En otro ensayo realizado con rAAVS8, pero con la variante
Padua, el grupo con menor dosis (n=2; 2x10''vg/kg) se le administré una dosis
equivalente a la del estudio anterior, y se logr6 una mediana de niveles de FIX
mayores (3,5%) (11).

De manera similar, en un ensayo clinico con rAAV5 WT, con dos grupos con el
mismo tamafio de muestra (n=5) pero dos dosis distintas, y seguimiento durante
4 afios, se alcanzaron niveles de FIX con medianas de 5,3% Yy 7,1% y con una
elevaciéon de alaninaaminotransferasas (ALT) en un paciente del primer grupo
y 2 del segundo. Por el contrario, en otro ensayo en el que se emple6 una rAAV5
Padua con un grupo de muestra n=3 y al que se le administré la misma dosis
que el grupo con mayor dosis de rAAV5 WT, se logré una mediana mas elevada
en niveles de FIX, con un valor de 40,8% (11).

En el resto de estudios sobre HB incluidos en la revision también se puede
apreciar una relacion entre la dosis, los valores de FIX observados en sangre
y los casos de elevacion de ALT, junto a una alta variabilidad en los niveles
de FIX. En 6 de los estudios analizados se consiguié un aumento eficaz de FIX,
salvo en los grupos con la menor dosis de 4 de ellos y en el grupo con la segunda
menor dosis de otro de ellos (11).

En la revision no constan resultados sobre la disminucion en el numero de
sangrados de los ensayos estudiados, pero hace referencia a un estudio en el
gue se concluyé que, en pacientes con HA y HB no severa, niveles de factor
de coagulacion >20% eran capaces de prevenir las hemartrosis en pacientes
entre 25y 44 afnos (11).

Concluyen planteando varios objetivos en el desarrollo de la terapia genética en

hemofilia. El primero de estos es el estudio en pacientes con NAbs. Otros
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objetivo seria la inclusion de pacientes pediatricos o hallar menor dosis capaz
de producir niveles efectivos. Sin embargo, destacan especialmente la
importancia de hacer accesible esta terapia para todos los pacientes,

independientemente de su situacion socioecondémica (11).

En una revision sobre los resultados logrados en 2 ensayos clinicos, uno de fase
IIb (n=3) y el otro de fase Ill (n=52), con etranacogene dezaparvovec, un rAAV5
con la variante Padua, en los que la poblacién objetivo fueron pacientes con HB
severa. Ambos ensayos son ensayos clinicos abiertos, con dosis y grupo Unicos
y multicéntricos. Cabe destacar que toda la muestra de la revisién consiste en
hombres, principalmente de raza blanca (74,5% de la muestra). El objetivo de
esta revision era predecir la perdurabilidad del efecto de la terapia.

En toda la muestra de la revision se observo actividad de FIX en la 32 semana
tras la infusion de la terapia y entre la 32 y la 122 semana se comenz6 a observar
niveles estables pero variables entre individuos de expresion de FIX,
relacionado con la aparicion de hepatitis junto a un incremento de ALT y la
necesidad de tratamiento con corticoesteroides en algunos de ellos, pudiendo
afectar asi a la expresion transgénica. Una respuesta inmunolégica de linfocitos
T contra los hepatocitos que han adquirido el rAAV es la principal hipétesis para
la pérdida de expresion transgénica y del incremento de ALT, pues tales
hepatocitos mueren como resultado.

Tras el sexto mes, en el que se observaron niveles estables en todos los
pacientes con una media de 38,8 y una desviacion tipica de 18,76, se inicié un
seguimiento en los niveles de actividad de FIX de 30 meses, aunque solo se
mantuvo una muestra significativa hasta los 18 meses con 53 pacientes. En la
Figura 2 se muestra la evolucion de los resultados.

Las principales conclusiones son que tras el seguimiento en los ensayos clinicos
se alcanzaron niveles de actividad duraderos y que segun el analisis
prospectivo, etranacogene dezaparvovec podria producir niveles de actividad
de FIX eficaces como para que estos pacientes no requieran terapias de

reemplazo de FIX durante 25 afios (15).

En el ensayo clinico de fase Ill comentado en la revisidbn anterior el objetivo
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principal fue, mediante el nUmero de episodios de sangrados totales, hallar
una ratio de sangrados anuales (RAS) a partir del sexto mes tras la infusion,
en el que los niveles de FIX ya eran estables, durante las siguientes 52 semanas.
Cabe mencionar que se excluyeron pacientes con: “historial de inhibidores de
factor IX, infeccidén de virus de inmunodeficiencia humana (VIH) sin controlar o
fibrosis hepatica” (16). Otro motivo para que el analisis se iniciara a los 6 meses
después de la infusidn de etranacogene dezaparvovec fue que, tras ese tiempo,
todos los pacientes que hubiesen requerido glucocorticoides por ALT elevadas
habrian terminado este tratamiento.

Tras el tratamiento, se observo que el RAS descendi6 desde el periodo inicial
del tratamiento de 4,19 con un intervalo de confianza (IC) del 95% con valores
entre 3,22 y 5,45, hasta el periodo post-tratamiento (meses 7 a 18) de 1,51 con
un IC del 95% con valores entre 0,81y 2,82 (16).

En otro ensayo clinico de fase lll, iniciado en 2019 y actualmente activo, se esta
estudiando un rAAV de serotipo Spark100 y de variante Padua, denominado
fidanacogene elaparvovec. La muestra actual (n=45) consta solo con hombres
con edad entre 18 y 65 afios con HB con actividad de FIX de 2% o menor. En el
dia 1 del estudio se administré a todos los pacientes una dosis de 5x10vg/kg,
los cuales estarian sujetos a un seguimiento inicial de 52 semanas a 1 afio tras
la infusién y posteriormente a otro que durara desde el afio 2 al sexto afio del
estudio. El objetivo principal del estudio fue analizar el RAS, incluyendo todos
los sangrados, salvo los quirurgicos, en un periodo “preinfusion” y en otro entre
la semana 12 y el mes 15 tras la infusion.

En la etapa inicial se reporté un RAS con una media de 4,43 y un IC del 95% con
valores entre 1,81 y 7,05 sangrados, mientras que en el segundo periodo se
observo un RAS con media de 1,30 e IC del 95% con valores entre 0,59 y 2,02

sangrados (17).

En otras 4 revisiones (12,13,14,18), se repetian la mayoria de los estudios
incluidos, pero contaban con algunos estudios no incluidos en esta revision. En
estos ultimos, se considera la terapia con rAAV como la principal terapia génica

tanto para HB como para HA. Aunque estos se centran principalmente en la
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actividad mantenida de FIX, en la Tabla 3 se aborda la efectividad lograda en la
reduccion de sangrados en 6 estudios.

En estos ensayos se emplearon los siguientes serotipos de rAAV: dos estudios
sobre rAAVS3, un estudio sobre rAAV2/6 y un estudio sobre rAAV843.

En los dos ensayos clinicos en los que se emple6 el rAAVS3 (12,13,17) se logro
un aumento en el nivel de actividad eficaz para reducir significativamente los
sangrados de estos pacientes. Sin embargo solo en el grupo con la menor dosis
en ambos ensayos (12,13), se aprecian valores estables y la muestra de estos
es muy reducida (n=2). Respecto al RAS, se observo una disminucion del 75%
(12). También cabe destacar sobre este Ultimo ensayo que uno de los pacientes
del grupo con mayor dosis sufri6 un evento de trombosis, quien llego a tener
niveles de actividad de 260% (12,13).

Aunque se ha hecho publico que el ensayo con rAAV2/6 se ha iniciado, no hay
ningun resultado publicado sobre este (12,14).

En cuanto al ensayo clinico del rAAV843, cabe destacar que tras un afio se
observaron niveles estables de 36,9% en 10 pacientes. Estos tuvieron un
tratamiento profilactico con 1mg/kg de prednisolona con un desescalamiento del
tratamiento de 8 semanas. Aun con la profilaxis, dos pacientes tuvieron
incrementos de ALT y de aspartato aminotransferasa junto a un descenso de

la expresion de FIX (12).

5.4 Terapia en hemofilia A

De los resultados de la busqueda, se analizaron 4 articulos, 3 de ellos ensayos

clinicos y 1 de ellos una revision, todos ellos especificos de HA.

En un ensayo clinico con valoctogene roxaparvovec, la primera terapia génica
de HA en ser aprobada para su comercializacién, se incluyé una muestra con
las siguientes caracteristicas: “hombres, con al menos 18 anos, con HA
congénita severa, que hayan estado recibiendo profilaxis con concentrados de
FVIIl durante al menos 1 aio antes de unirse al estudio y sin inhibidores de FVIII”
(18). Se excluyeron aquellos pacientes con NAbs de la capside de AAV5, con
VIH o patologias hepaticas (insuficiencia, fibrosis o cirrosis). La muestra final
fue de n=181.
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El objetivo principal fue analizar el cambio en niveles de actividad de FVIII, desde
antes del tratamiento hasta un periodo entre las semanas 49 y 52, momento en
el que se observd una mediana de FVIII en sangre de 23,9Ul/dL, con rango de
intercuartiles de 11,9 y 62,3Ul/dL.

Los sangrados fueron analizados mediante una ratio anual de episodios de
sangrados tratados, que descendieron desde 4,8 episodios en el analisis previo
al tratamiento a 0,8 sangrados anuales tras el tratamiento.

En comparacion con las terapias de reemplazo, valoctogene roxaparvovec ha
logrado aumentos duraderos y notables en los niveles de FVIII en sangre y
disminuciones considerables en los sangrados y en el uso de otras terapias
para HA. Sin embargo, otro resultado destacable es la variabilidad en
resultados tanto individuales (variacion de niveles de FVIII de un individuo)

como interindividuales (diferencia de niveles de FVIII entre individuos) (19).

Ademas, en una revision se realizé un estudio para comparar las RAS
empleando valoctocogene roxaparvovec, comparando con otras terapias
actuales como emicizumab o terapia de reemplazo mediante profilaxis con FVIII.
Se analiz6 un ensayo clinico de fase Il con la terapia génica y otro que empleaba
emicizumab, en los que encontramos diferencias en los criterios de inclusion:

- El primer estudio aceptd pacientes con 18 o mas afios sin VIH;

- En el segundo la edad minima de los pacientes fue 12 afios y el criterio
de exclusién fue la ausencia de inhibidores de FVIII, aunque en ambos
estudios los pacientes recibieron 6 meses de tratamiento de reemplazo
con FVIII previamente a iniciar el tratamiento objeto de cada estudio;

- Por otro lado, el estudio que empleaba profilaxis con FVIII era un estudio
observacional, longitudinal y prospectivo de pacientes que recibieron
profilaxis, cabiendo destacar que parte de la muestra de este estudio
formaria parte en los otros dos estudios (20).

En el andlisis de sangrados, se observa que los pacientes a los que se les
administré6 valoctocogene roxaparvovec sufrieron menos sangrados totales
gue aquellos con emicizumab. Ademas, en los pacientes con terapia génica se
observd una mayor proporcion del namero de participantes con cero

sangrados en comparacion con los otros dos grupos (20).
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En un ensayo en HA se estudio giroctocogene fitelparvovec, un rAAV6, en el
que, a partir de una dosis inicial, se fue aumentando la dosis con el objetivo de
alcanzar niveles de actividad entre 40 y 100%.

En el dia de la infusion del tratamiento, se mantuvo a los participantes en
observacion las primeras 24 horas. Tras esto, se iniciaria un periodo de 20
semanas en las que se monitoriz6 la actividad de FVIIl y los niveles de enzimas
hepaticas al menos una y dos veces a la semana respectivamente.

Los criterios de inclusion fueron el sexo (varones), la edad (18 o mas afos), el
grado de HA (severa), la exposicidén a tratamientos de reemplazo y al menos 12
sangrados en el Ultimo afio. Los criterios de exclusién fueron NAbs contra
AAVG, historial de inhibidores de FVIII y patologia renal o hepatica cronica.
Los objetivos principales fueron la seguridad y la actividad de FVIII lograda. En
lo respectivo al primero, se reportaron un total de 103 reacciones adversas,
aunque solo 28 de ellos se consideraron como relacionadas con el
tratamiento, siendo la elevacion de ALT la mas comuan (5 casos). En cuanto a
la actividad de FVIII, se observd un aumento relacionado con la dosis, llegando
a, en el grupo con la mayor dosis, una media de 42,6%, con desviacion tipica de
53,5 y un rango de valores entre 7,8% y 122,3%, en un periodo de 52 a 104
semanas tras el tratamiento.

Sin embargo, con el tiempo se observé una tendencia a disminucién en la
actividad de FVIII, y solo un participante mantuvo valores normales. En el grupo
con mayor dosis, en dos participantes llegé a estabilizarse la actividad de FVIII
tras el decrecimiento, pero en los otros dos continué disminuyendo, y la causa

de esta diferencia es desconocida (21).

En una revision sobre terapias génicas para HA, que incluye algunos estudios
ya mencionados, destacan los ensayos clinicos para otras 5 terapias:

e Dirloctocogene samoparvovec, desarrollado a partir de un AAV3, se
administr6 a 18 hombres con HA, separados en 4 grupos. Dos
participantes perdieron por completo la expresién de FVIII lograda,
pero en el resto los niveles de actividad se estabilizaron. Ademas, 12

participantes mantuvieron el seguimiento durante >2 afos, en los
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cuales el RAS llego a reducirse un 91,5% tras la administracion de esta
terapia. Por otro lado, 7 pacientes sufrieron elevacion de ALT, todas
leves salvo por un caso que requirid hospitalizacion para el tratamiento
(22).

e SPK-8016, se probé en un ensayo clinico de fase I/Il, abierto, no
aleatorizado, en el que se incluyeron hombres con HA severa, sin
inhibidores de FVIII ni NAbs contra AAV. Los resultados en actividad de
FVIIl fueron muy inestables y 3 participantes desarrollaron inmunidad
contra el AAV. Cabe destacar que continua en desarrollo (22).

e TAK-754, se estudio esta terapia desarrollada a partir de un rAAV8 en un
ensayo clinico de fase I/ll. En este, 4 pacientes de HA severa fueron
divididos en 2 grupos con dosis distintas. Se emple6é un tratamiento
profilactico con corticoesteroides para intentar prevenir el descenso de
los niveles de actividad de FVIII, pero estos disminuyeron en todos los
pacientes al iniciar la desescalada de dosis de corticoesteroides. Ademas,
3 de los participantes requirieron terapia de reemplazo tras 10 meses de
la infusion (22).

e BAY 2599023, que emplea un AAV de serotipo hu37, logré niveles
estables en un estudio con 9 participantes durante >23 meses, y se
concluyé que en pacientes que alcanzaron niveles de FVIII de >11Ul/dL
dejaron de requerir terapia con FVIII ante sangrados (22).

e AAV8-HLP-hFVIII-V3, probada en un ensayo clinico, dio resultados en
actividad de FVIII >5% en los 3 participantes de este estudio. Cabe
destacar que uno de los participantes logré niveles estables iguales a las
de un paciente sin HA y los niveles elevados de ALT en los pacientes
fueron resueltos con corticoesteroides sin que se produjera un descenso
en actividad de FVIII (22).

El articulo, en su conclusién, sefiala que medidas como la eleccidén de pacientes
aptos para la terapia y el manejo de las expectativas de los pacientes con
respecto a los resultados del tratamiento, pueden dar lugar a mejores resultados.
(22).

17



5.5 Criterios de inclusion y exclusion 6ptimos

Para la seleccion de unos criterios de inclusion y de exclusidon 6ptimos para
proximos estudios, se hallé informacion en 4 de los articulos ya comentados, y,
ademas, se encontro otro articulo cuyo objetivo principal era este mismo objetivo.
Entre los estudios vistos, los criterios mas comunes son:

- Pacientes de hemofilia severa (100% de los estudios) (11,13,19,22).

- Pacientes con 18 o mas afios (100%) (11,13,19,22).

- Pacientes que no tengan ningun historial de presencia de inhibidores de
FVIII o FIX, nide NAbs, tanto en el pasado como en el momento de iniciar
el tratamiento (100%) (11,13,19,22).

- Pacientes que hayan recibido terapia de reemplazo con FVIII o FIX,
durante un periodo de tiempo, que varia segun el estudio (75%)
(11,13,19).

- Pacientes que no padezcan VIH (50%) (19,22).

Ademas, en un articulo se resalta el hecho de que, en estudios realizados con
animales, se ha observado disminucion e incluso desaparicion de
inhibidores contra factores de coagulacion meses después de haber recibido la
terapia génica. Por esto, se propone como futuro objetivo la inclusion de
pacientes con este tipo de inhibidores en futuros estudios (11).

En el articulo sobre la eleccion de pacientes, se incluyeron en un inicio un total
de 87 participantes. Esta muestra fue sometida a una serie de criterios: en los
ensayos en terapia génica solo se incluyen varones de 18 o mas afios, por lo
gue se excluyeron 2 mujeres; se excluyeron otros 11 pacientes por tener 65 o
mas afos; otros 6 contaban con historial o presencia en el momento del estudio
de inhibidores de factores de coagulacién; ningun paciente sufria VIH, pero se
excluyé un paciente que tenia hepatitis C y otros 2 por abuso de alcohol; ademas,
5 pacientes mas fueron excluidos por comorbilidades sin controlar; finalmente,
se excluyeron 2 pacientes por ser participantes de otros ensayos clinicos y a 1
por no haber tenido una exposicion suficiente a tratamientos de reemplazo de
factor de coagulacion.

Tras este cribado inicial, los 57 participantes restantes fueron estudiados por

los hematélogos que participaban en el estudio, y estos excluyeron a 7 pacientes
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mas, considerados como inapropiados para recibir terapia génica por distancia
a centros de atencion (n=4), problemas con el idioma (n=3), motivos
socioecondémicos (n=3) y por gran discapacidad (n=1).

Finalmente, se realizé una ultima criba, en la que se descartaron otros 7
pacientes, por deterioro cognitivo (n=3), por dudosa implicacion (n=2), por
distancia (n=1) y 1 paciente se excluyd sin motivo aparente. Después de todo
este proceso, fue decision de los participantes aceptar o no ser tratados con
terapia génica, momento en el que 14 pacientes aceptaron, pero los 29
restantes se negaron por los siguientes motivos: preferencia de otras terapias
mas conservativas (n=16), falta de motivacion (n=12), miedo (n=3), preferencia
de otras terapias en periodo de investigacion (n=2), motivos religiosos (n=1),
deseo de tener hijos (n=1) (23).

Las conclusiones de este estudio son que a pesar de que pocos pacientes
pudieron ser incluidos, en el futuro los criterios seran mas permisivos debido a
los resultados de las terapias que ya son comercializadas en la actualidad, y que
casi la mitad de los pacientes que fueron excluidos se debid a factores

psicosociales, algunos de ellos siendo facilmente modificables (23).

5.6 Sequimiento y/o cuidados tras la administracion

Entre todos los articulos incluidos en los que se detallaba informacién sobre el
seguimiento de los pacientes, destacan los siguientes datos:
e El tiempo de seguimiento de los pacientes, con una media de 187,75
semanas (3,6 afios) y una mediana de 117 (2,25 afios) (11,16,17,19-22).
e Elempleo de tratamiento de corticoesteroides para tratar incrementos
en los niveles de ALT y prevenir el descenso de actividad de los factores
de coagulacion (11,14,15,19,21,22).
e Laobtencion de los valores de niveles de actividad y/o niveles en sangre
de los factores de coagulacién mediante test cromogénico y/o
mediante el tiempo de tromboplastina parcial activado (11,16,19-22).
e También es recomendable que, en las visitas de los pacientes, los
hematdlogos recuerden los beneficios de este tipo de terapia y les
informen sobre los resultados que van obteniéndose durante su

seguimiento (23).
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6. DISCUSION

La terapia genética con AAV es un tratamiento con décadas de evolucién con
resultados muy variados pero seguros. En la actualidad existe una gran variedad
de rAAV con métodos de optimizacidon variados y todos los estudios toman el
higado como tejido diana. Sin embargo, se estan estudiando otros métodos
distintos, destacando principalmente la tecnologia CRISPR/Cas9 o Repeticiones
Palindromicas Cortas Agrupadas y Regularmente interespaciadas, tecnologia la
cual no se ha valorado incluir en esta revision debido a la falta de estudios en
seres humanos. Otra terapia génica en desarrollo son las nanoparticulas
lipidicas, empleadas como vector de ARN mensajero, pero aun no han sido
probadas para el tratamiento de pacientes con hemofilia.

En lo respectivo a reduccion de sangrados, la imagen global de los diferentes
estudios da a entender la efectividad de la terapia, pero los resultados son muy
variables entre pacientes. Ademas, se ha observado en varios estudios casos de
pacientes con sangrados elevados aun tras haber logrado un aumento de niveles
de actividad >5%. Por otro lado, resulta notable que en algunos ensayos se
producen grandes descensos en las medias de RAS y de otras ratios estudiadas
(13,16-18,22).

En cuanto a los niveles de actividad o de concentracion en sangre de los
factores de coagulacién, de manera general se producian aumentos en los
niveles eficaces para prevenir los sangrados, destacando la relacion dosis-
resultado encontrada en la mayoria de los ensayos clinicos analizados. Este
hecho se observaba especialmente en aquellos estudios en los que se dividian
la muestra en grupos, pues en aquellos en los que se administraban las dosis

mas altas se lograban rangos de niveles normales (11,12,13,15,19,22).

Aungue no se sabe si es la Unica causa, se sospecha que la respuesta
inmunoldgica ante el AAV administrado o los hepatocitos transgénicos son el
principal motivo de una expresion inicial de factores menor o para un descenso
temprano de estos (11). De este modo, se justifica el tratamiento conjunto con

corticoides, especialmente en los casos con afectacién hepatica. Sin embargo,
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en ningun estudio se ha establecido una causa para el descenso de niveles a

largo plazo, ni para la gran variabilidad en niveles (11-16,18,19, 21,22).

Por otro lado, cabe mencionar algunos logros o aspectos de estudios no incluidos
en esta revision. En primer lugar, destacan los resultados obtenidos por esta
terapia en estudios con animales. Sin embargo, el principal hallazgo a recalcar
es que, en algunos de estos estudios, cuya muestra incluian animales con
inhibidores frente a factores de coagulacion, se ha observado descenso e
incluso desapariciéon de estos inhibidores meses después de haber recibido la
terapia génica. Este hecho no se ha observado hasta el momento en humanos,
aunque tampoco existen estudios que incluya valorar este aspecto entre sus
objetivos.

Ademas, existen herramientas para medir la calidad de vida, algunas
especificas para pacientes con hemofilia, como Haemophilia Quality of Life
Questionnaire for Adults o HaemophiliaSpecific Quality of Life Assessment for
Children and Adolescents Short Form. Estos cuestionarios no se han empleado
en gran medida en pacientes con terapia génica por el momento, pero estan
empezando a emplearse en algunos estudios. Resultaria interesante que estas
herramientas se incluyeran en mayor medida en los estudios en desarrollo y en

futuras investigaciones.

A la hora de disefiar unos criterios de inclusiéon y de exclusién que no solo
favorezcan los resultados de los estudios, sino que también aseguren la mayor
seguridad del paciente, destacan el rango de edad, entre 18 y 65 afios; el grado
de severidad de la hemofilia, aceptandose el grado severo y en algunos estudios
el severo-moderado; la ausencia de inhibidores de factor de coagulacion o de
NADbs, la exposicion a terapias de reemplazo de factores de coagulacion y
algunas patologias crénicas, principalmente hepaticas y VIH (11,13,19,22).

Sin embargo, los resultados en seguridad y la existencia de terapias que ya se
estdn comercializando (valoctocogene roxaparvovec Yy etranacogene
dezaparvovec) son alicientes, junto a los resultados en estudios en animales,
para ampliar de los criterios de inclusion o disminuir la restriccion que suponen

los criterios de exclusion.
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La principal limitacion encontrada durante este estudio es la muestra
restringida de estudios en terapia génica en hemofilia en humanos, ya que la
gran mayoria de estudios existentes sobre terapia génica actualmente han sido
probados en animales, una muestra no valida para la investigacion en
Enfermeria que se queria desarrollar en esta revision.

Por otro lado, el objetivo general de varios estudios incluidos y de gran variedad
de otros excluidos consiste en la seguridad, mientras que el de esta revision era
la efectividad en la reduccion de sangrados, aspecto que en ocasiones no se
estudiaba.

Por esto, junto a la busqueda de su eficacia a largo plazo, los ensayos de esta
terapia requieren periodos de seguimiento que duren afios, algo muy dificil de
cumplir, ya sea por baja adherencia de los participantes, por cese de recursos
para continuar el estudio o por interés de los investigadores, ya que los
resultados pueden empeorar con el paso del tiempo.

Entre las fortalezas de esta revision, principalmente destacarian una amplia
busqueda de articulos junto al seguimiento riguroso de las medidas establecidas
para la realizacion de la investigacion. Por otra parte, al no contar con apoyo de
ninguna empresa relacionada con el desarrollo de estas terapias, no ha habido
un conflicto de intereses y se ha intentado cubrir todos los resultados, tanto

positivos como negativos.

Algunas futuras lineas de investigacidén posibles para esta terapia serian el
tratamiento de pacientes pediatricos, pacientes con hemofilia de grado
moderado y pacientes con inhibidores de factores de coagulacion. Aunque la
variabilidad en los resultados ha sido algo comun en todos los estudios, se esta
demostrando su seguridad y eficacia a corto plazo. Dicho esto, cabe esperar a
gue con el paso del tiempo se desarrollen nuevas terapias con resultados mas
estables y se recaben mas resultados sobre los efectos a largo plazo. Por ultimo,
cabe esperar la implementacién de herramientas para medir la calidad de vida

de los pacientes en estos estudios.
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7. CONCLUSIONES

La terapia génica es una opcién en el tratamiento de pacientes con hemofilia
gue ofrece seguridad y resultados a largo plazo, con la posibilidad de evolucionar
en la cura de esta enfermedad cronica. Esta posibilidad se muestra a la vez
atractiva, por el beneficio econdmico de pacientes y de sistemas publicos de
salud, y alcanzable, en vista de los resultados observados hasta ahora.

Los sangrados producidos por esta enfermedad son una de las principales
preocupaciones de los pacientes y causa de otras patologias cronicas asociadas
a esta enfermedad. Sin embargo, la terapia génica ha demostrado multiples
datos en la reduccidn significativa de estos episodios, llegando a lograr que
varios pacientes no tengan ningun sangrado durante al menos un afio, sin la
necesidad de ningun otro tipo de tratamiento para esta enfermedad.

Por otro lado, en muchos estudios se ha alcanzado un incremento eficaz para
reducir significativamente los sangrados, considerado como el aumento de los
niveles estables de actividad de factores de coagulacién en mas de un 5%.
Esto se ha visto en un amplio nimero de pacientes participantes en estos
estudios, destacando algunos casos que mantienen niveles iguales a los de una
persona sin esta coagulopatia.

Ademas, se ha llegado a unos criterios comunes para la aceptacién de pacientes
para esta terapia y como podrian desarrollarse estos criterios en un futuro.
Finalmente, se ha observado que el seguimiento tras la infusion del tratamiento
consiste por lo general en un periodo de entre 2 y 3 afios, en el que se evallan
los sangrados y los niveles de factores de coagulacion, mediante pruebas
cromogénicas y de tiempo de tromboplastina parcial activado, junto a otros
valores sanguineos para preservar la seguridad del paciente y la efectividad del

tratamiento.
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9. ANEXOS
9.1 Anexo 1. Tabla con valoracion de articulos mediante metodologia
CASPe.

Tabla 2. Valoracion de articulos mediante metodologia CASPe. Fuente: elaboracion propia
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9.2 Anexo 2. Niveles de actividad de FIX tras 6 meses después del

tratamiento con etranacogene dezaparvovec.

n
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Figura 2. Niveles de actividad de FIX después del tratamiento con etranacogene dezaparvovec
(11).
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9.3 Anexo 3. Ratios de sangrados y empleo de tratamientos de

reemplazo antes y después de la terapia génica.

Tabla 3. Ratios de sangrados y empleo de tratamientos de reemplazo antes y después de la

terapia génica (11).

GENEr8-1"'
(28)

SPK-8011*
(29)

Number
of patients

Annual
bleeding rate
before vs.

after

Mean of
48vs. 08

Median of
28" vs.0

Median; 8.5 (0-43)

vs. 0.3 (0-6.5)

Bleeding rate and factor replacement before and after gene therapy

Change in
bleeding rate

-4.1 Bleeds
{95% Cl: [-5.3;

2.8]),
redﬁ]gﬁun: B3.8%
[p=0.001)
Reduction: 91.5%

95% CI: [88.5;
54.11} )

Annual
factor use

(thousand IU/kg)
before vs.
after

Mean of
39612 vs. 56.9

Median of
37544 vs 0

Mot specified

Change in
factor use

Reduction: 98 6%
p <0.001

Mot specified

Annual factor
infusion rate
before vs.
after

Mean of
1359vs. 2.0

Median of
1286vs 0

Median of
57.5 {IQR 24-245)

V8.
0.6 (IOR 0-28.8)

Change in
factor infusion
rate

Reducton: 93.6%

Reduction: 96.4%
95% CI: [95.7;
87.1)

UCLiStJude | & Median of Reduction: 96% Median of Reduction: 92%
[l 185 p=0.009 2613 (IGR p=0.002
(IGR 10.3-19.3) 1671-4513)
vs. Vs,
1.5 (IQR 1.0-4.0) 206 (1OR 79-948)
SPK a0 10 Mean of p=002 Mean of p=0.004
(18) 11.1(IQR 0-48) 2908
Vs, {1QR 0-8080)
04 (IOR 0-4) Vs,
49.3 (IQR 0-378)
AMT-06D 10 Cohort 1: Cohort 1: Cohort 1: Cohort 1:
(14) mean of Reduction: 53% Mean of reduction: 81%
9.8 vs. 46 1774 vs. 31
Cohort 2 (four Cohort Z: Cohort 2 {four Cohert 22
patients): Reduction: 70% patients): reduction: 73%
mean of mean of
30vs. 09 866 vs. 232
HOPE-B 54 Mean: Reduction: 64%, Mean of p<0.000
(21) 419 vs. 1.51 p=0.0002 257 vs. 8
{13-18 months)
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