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Resumen: La hemofilia es una enfermedad monogénica ligada al cromosoma X. La terapia
génicaofrecela promesade curacién, mediante una sola administraciénintravenosa de
un vector a partir de la capside de un virus adenoasociado modificado por ingenieria
genética para expresar niveles elevados de factor. Se presenta un resumen de los
ensayos clinicos publicados para hemofilia B. Se ha demostradoel potencial de obtener
niveles de factor IX en rango normaly por otra parte expresién de hasta 10 afios. Es
importante controlarla respuestainmune paraobtener un nivel adecuado de factor.
Palabras Clave: Hemofilia, Hemoterapia, genética.

Abstract: Hemophiliais an X-linked monogenic disorder. Gene therapy holds the promise of a cure
with asingle intravenous administration of an adeno-associated viral vector engineered to express
high level and, in some cases, hyperactive coagulation factors. Here we present a summary of
active gene therapy clinical trials for haemophilia B. It has been demonstrated the potential to
obtain Factor IX activity in normal range and otherwise expression up to tenyears. Itis relevant
to control the immune response to produce suitable factor IX levels.
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Introduccion.

La hemofilia B (HB) es una enfermedad de cardcter monogénico que
afecta a unos 25.000 individuos a nivel mundial. Se conoce como
enfermedad de Christmas en homenaje a Stephen Christmas, paciente de
10 afios en el que se describio la enfermedad por. Biggs, Douglas,
McFarlane, Dacie y Pitney, y porque su publicacion fue realizada en el
numero de Navidad del British Medical Journal de 1952 (;. El tratamiento
estandar es la profilaxis con factor IX de la coagulacion obtenido por
recombinacidon genética, administrado cada 72 horas,actualmente existe la
tendencia a cambiara factores de vida media extendida con administracion
cada 7-10 dias. Una nueva alternativa es la posibilidad de reequilibrar la
hemostasia con inhibidores de factor tisular o de antitrombina, no obstante,
la terapia génica es unica en ofrecer la potencial curacion mediante la

produccion endogena continua de factor IX.

A principios de los 80 se logra la clonacion de los genes de los factores de
coagulacion. En 1983 el profesor de la Universidad de Cardiff Arthur L.
Bloom (5 vaticinaba los siguientes beneficios a partir de este
descubrimiento: aumentar el conocimiento de la patogénesis de las diatesis
hemorragicas, avanzar en el diagnostico de la hemofilia y la curacion de la
hemofilia pormedio de la terapia génica. Este tratamiento aporta una copia
funcional del gen ausente o que se expresa comouna proteina no funcional,
por lo que puede resultar efectiva para tratar una enfermedad monogénica

como la hemofilia.
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En 2021 los objetivos de la terapia génica en hemofilia son:
1. Eficacia
* Niveles de factor adecuados para prevenir la hemorragia
* Respuesta duradera
* Administracion Unica
* Resultados predecibles
2. Toxicidad
* Respuesta inmune controlable

* Menor dosis efectiva posible (reducir riesgo de mutagénesis

insercional y de diseminacion del vector)
3. Reduccion del coste del tratamiento

Para lograr este objetivo con una expresion sostenida existen dos
estrategias: ex vivo: integracion del gen en una célula madre o edicion
genética de una célula madre, in vivo: transduccion de una célula
postmitdtica de larga duracidon como es el hepatocito, sin necesidad de

integracion o introduccién directa del gen.
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Vectores virales.

La barrera para aportar el gen al hepatocito se ha soslayado con la
utilizacion de vectores virales que de forma natural infectan células y
tejidos. Estos vectores contienen una minima secuencia genética del virus.
Sus genes estructurales, replicativos y patogénicos han sido substituidos
porel gen terapéutico. Actian mediante una serie de proteinas que acceden
a receptores en la superficie celular y envia su DNA al nucleo celular. La
utilizacidn como vectores de virus adenoasociados (AAV), miembros de
la familia de parvovirus, modificados por ingenieria genética, han logrado

los mejores resultados en los diferentes ensayos clinicos.

El producto que actualmente se esta utilizando consta de varios serotipos
delvector AAV (AAVS5,AAVE, AAVSpark100),todosellos con tropismo
hepatico y que permiten la infusién venosa periférica. Desde el punto de
vistade producto se consideran farmacos diferentes. Este vector transporta
un transgen optimizado, que estd bajo el control de un promotor especifico

hepatico para restringir la expresion a los hepatocitos.

it A
ITR Hep Cap imR
4,680 bp
Al wecinm
ITR Promoter Transgene pA ITR Up to
[ ] == ~5,000 bp

Figura 1.- Estructura y composicion del vector.
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Respuesta inmunolégica.

Un aspecto de gran importancia es la respuesta inmunologica, se utiliza
ingenieria desde un virus que el sistema inmune ha podido encontrar
previamente y, que, aunque no codifica proteinas virales puede
desencadenarlarespuesta inmune. Porello, es importante comprender esta
respuesta para lograr una expresion a largo plazo. Un 30-40% de la
poblacion presentan anticuerpos neutralizantes contra la capside AAV.
Ademas, se puede producir una respuesta celular inmune mediada por
linfocitos T contra la capside AAV, con aumento de enzimas hepéaticos y
hepatotoxicidad transitoria lo que puede llevar a la perdida de la expresion
transgénica. Esta es una complicacién dependiente de la dosis y aparece,

segun el serotipo, entre las 4-10 semanas de la transferencia génica.

La terapia génica: se inicidé en hemofilia B debido a la limitada capacidad
de empaquetamiento de los vectores AAV y al menor tamafio del gen
respecto a la hemofilia A. Posteriormente la modificacion del gen del
factor VIII ha permitido también realizar ensayos clinicos en hemofilia A.
En esta revision analizaremos los resultados en hemofilia B por ser en la

que existe mayor experiencia.

Ensayos iniciales de TG en hemofilia B (fase I).
Los primeros ensayos clinicos fase I comienzan a finales de los 90, los

resultados se presentaron en 2003, mediante inyeccion intramuscular en
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ocho pacientes de un virus adenoasociado (rAAV2-CMV-F9-WT) con una
dosis de 1,5x10!2 vg/kg, no se logro elevar losniveles de FIX en el plasma
pero sise observo una expresion subterapéutica local cuya persistencia se

demostro a los 10 afios 3, 4).

Manno y col. en 2006 presentaron los resultados del estudio
Avigen/CHOP, mediante infusion en arteria hepatica de rAAV2-hAAT-
F9-WT en siete pacientes, con tres dosis diferentes. La dosis mas alta
(2x1012 vg/kg) se utiliz6 en dos casos y lograron la elevacion del factor IX
en sangre. Sin embargo, el éxito se ensombrecid por el aumento de ALT y
AST en un paciente, que ya entonces se interpreté como citotoxicidad

mediada por linfocitos T ().

En 2011 el grupo formado por el Hospital de St. Jude Children’s Research
Hospital y el University College London-(UCL) en el Royal Free Hospital
realiz6 el primer estudio mediante infusion intravenosa en diez pacientes,
con tres dosis diferentes, seis pacientes se infundieron con la dosis alta de
2x102 vg/kg, ) y en estos se lograron niveles de factor IX con una
mediana del 5,1% y con expresion estable durante mas de 8 afios (7. No

obstante, en cuatro de estos seis sujetos aumento ALT.
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Figura 2. Actividad de Factor IX tras infusion endovenosa de AAV en los
seis pacientes del estudio con dosis 2x10!2 vg/kg (Nathwani AC et al. N
Engl J Med 2011;365:2357-2365).
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Desde estos estudios pioneros la investigacion se ha centrado en la
realizacion de ensayos clinicos en adultos con diagndstico de hemofilia B,
con exposicion previa a tratamiento substitutivo de factor IX, que no hayan

desarrollado inhibidor contra factor IX.

Respecto al vector, se han utilizado capsides de diferentes variantes de
virus adenoasociados obtenidas por bioingenieria, con promotores

especificos del higado.

El descubrimiento por Simioni y col. ) de un paciente con trombosis
venosa familiar y actividad catalitica de FIX incrementada hasta ocho
veces, denominado FIX Padua (FIX-R338L), debido a una mutacion
arginina-valina 338, ha permitido aumentar la eficacia del gen y disminuir

la dosis de vector.

Desarrollo clinico de FidaVec (Spark-Pfizer).

En 2015 se presentan los primeros ensayos liderados por Spark, dos afos
después los ensayos fase I/Il y en 2018 se inicia el ensayo fase III
promovido por Pfizer. En el disefio del vector merece ser destacado que se
utiliza una cépside creada por bioingenieria, rAAV-Spark100, y un
promotor especifico de higado que mejora su eficacia mediante la

utilizacion de F9-Padua (o, 19

El ensayo FidaVec fase I/Il (9) fue el primero en utilizar F9-Padua, un
estudio abierto, no aleatorizado, multicéntrico, para evaluar seguridad y

farmacocinética en una muestra de 15 pacientes en los que se realizo la
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infusion endovenosa de una dosis tinica de vector de 5x10!! vg/kg. Se
evaluaron los resultados al cabo de un afio con una fase de extension de
cinco afios. Se plantearon como objetivos cambios en la tasa anual de
sangrado y en la infusion de factor asi como cambios en el consumo anual
de FIX con respecto al basal. Se consideraron criterios de inclusion;
hombre >18 ano, diagndstico confirmado de HB (factor <2%), mas de 50
dias de exposicidon a productos de factor IX, tratamiento en profilaxis o >4
sangrados anuales que requieran tratamiento episodico, sin inhibidores.
Como criterios de exclusion se consideraron hepatitis B o C activa o en
tratamiento con antivirales, enfermedad hepatica, evidencia seroldgica de
HIV-1 o HIV-2, anticuerpos neutralizantes anti AAV-Spark100 < 1:5,
participacion en un ensayo clinico previo con terapia génica en las ultimas
52 semanas o con otros farmacos en las ultimas 12 semanas. Sianalizamos
los resultados, la actividad de FIX post-infusion al cabo de un afio fue
superior al 10%, en concreto la media fue de 33,7+/-18,5%, existia una
clara eficacia aunque también una amplia variabilidad entre los pacientes,

dificil de predecir.
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FidaVec: fase I/ll a 1 ano

Actividad de FIX post-infusién a 1 afio > 10%
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Figura 3.- Actividad de FIX tras una infusion endovenosa de Spark 9001
en los ocho pacientes que no tuvieron reaccion inmune contra la capside
de AAV. George LA, Sullivan SK, Giermasz A, et al. Hemophilia B Gene
Therapy with a High-Specific-Activity Factor IX Variant. N Engl J Med
2017;377:2215-2227.

Como potenciales causas de esta variabilidad cabe destacar diferencias
preexistentes en la tasa de anticuerpos neutralizantes, respuestas inmunes
no reconocidas o mal controladas, variabilidad lote a lote de vectory

variabilidad bioldgica en la eficiencia de transduccion del vector.

Se observo en dos de los participantes una elevacion de ALT como
consecuencia de la respuesta inmune al vector, una reaccion transitoria,
con buena respuesta a prednisona, aunque acompafiada en ocasiones con
una reduccion en la expresion del transgen.
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La extension a cinco afios del ensayo FidaVec (1) demuestra que el nivel
de actividad de FIX se ha mantenido estable (~20%). Cuatro participantes
se sometieron a cirugia durante el seguimiento a largo plazo, cirugia de
rodilla, protesis de cadera, discectomia lumbar y apendicectomia. Los
pacientes que se sometieron a cirugia de eleccion respondieron
adecuadamente a la administracion exogena de factor. Los niveles de FIX
conseguidos con la terapia génica fueron adecuados para proporcionar
hemostasia para procedimientos quirdrgicos de urgencia sin la
administracion exogena de factor (j2). Un participante sufrié un accidente
traumatico, con diversas heridas, incluyendo fracturas costales, contusion
en el rifion y luxacién de la articulacion del hombro. Los niveles de FIX
conseguidos con la terapia génica fueron adecuados para proporcionar

hemostasia suficiente tras este trauma, sin necesidad de factor exdgeno.

Actualmente esta en marchael estudio FidaVec fase III, con 55 pacientes,
utilizando una dosis unica, con el objetivo de evaluar la tasa anual de

sangrado con respecto al basal y los niveles de FIX:C derivado del vector

(14)-

Desarrollo clinico de AMT-060 y AMT-061 (Etranacogen

dezaparvovec) Uniqure.

Uniqure realizé un estudio fase I/Il, AMT-060, para ello utiliz6 AAVS-
hFIX, con la particularidad de admitir participantes con anticuerpos
neutralizantes (AcN) frentea AAVS. Suobjetivo era evaluar seguridad. Se
estudiaron 10 pacientes en dos cohortes de dosis distintas 5x1012y 2x1083
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gc/Kg. Se demostro expresion de FIX mantenida a 5 afios, con el
correspondiente beneficio clinico, sin necesidad de profilaxis, disminucion
en la tasaanual sangrado y del consumo de FIX como terapia de reemplazo
as» Los eventos adversos en los primeros 3,5 meses incluyeron dos
pacientes con elevacion de transaminasas. A largo plazo, solo se reportd
un nuevo evento adverso (inflamacion articular). Este estudio fue
fundamental para apoyar la realizacion del ensayo en fase III (Hope-B),

AMT-061.

El grupo dirigido por S.W. Pipe plante6 un estudio de eficacia en fase I,
con 54 pacientes, utilizando AAVS5-hFIXco-Paduaconunadosisde 2x1013
gc/Kg, denuevo se admitieron participantes con anticuerpos neutralizantes
frente a AAVS. El estudio demostré por primera vez el éxito del
tratamiento en pacientes con AcN preexistentes, el 42,6% (n=23) tenian
AcN pre-existentes (mediana: 56,9), la actividad media de FIX fue de
37,2% con mejoria clinica. Se describieron nueve aumentos de enzimas
hepaticas, que recibierontratamiento con esteroides,no se reportod ninguna

muerte ni desarrollo de inhibidores (¢, 17).

Dentro del estudio Hope-B se describi6é un paciente de 69 anos con HB
moderadamente grave, con multiples factores de riesgo pre-existentes,
fumador, consumo de alcohol 0-2 ud/semana, HBV+, HCV+, tratamientos
con antivirales y antecedentes familiares cadncer. Este paciente recibi6 una
infusion AMT-061 en octubredel 2019 y alcanzé un nivel de FIX del 44%.
En octubre del 2020, estando el paciente asintomatico, en una ecografia de
controlse observo una lesion hepatica que fue finalmente diagnosticada de

carcinoma hepatocelular. Tras analisis molecular, en marzo de 2021, se
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demostré una muy baja ratio de integracion (0,027% de las células de la
muestra) y distribucion aleatoria en el genoma, sin expansion clonal (18).
Los expertos descartaron su relacién con la integracion del vector de

AMT-061 y la FDA aprobo la continuacion del estudio.

Desarrollo clinico FLT108a (Verbrinacogen setparvovec) Freeline.

El grupo de St. Jude-UCL liderado por Nathwani y Tuddenham habian
demostrado la persistencia de actividad tras ocho afios de la infusion de
FIX (7). Su investigacion continua con la presentacion del estudio
FLT108a, fase I/II a 2 afios, utilizando AAVS3-F9 Padua, con el fin de
evaluar la seguridad en 10 pacientes con cuatro cohortes diferentes de
dosis entre 6,4x10!" y 8,32x10!! vg/kg. Este estudio permitié realizar
inmunosupresion profilactica con esteroides y tacrolimus. Se consiguen
niveles de actividad duraderos y clinicamente significativos. Las dosis
entre 6,4x10!1y 8,32x10!! vg/kg presentan el potencial de conseguir
actividad de FIX en rango normal, los pacientes en la cohorte 1 alcanzaron
niveles de FIX enrango del 40% alos 3 afios de seguimiento. En la cohorte
2, con una dosis mas alta, un caso present6 trombosis de una fistula AV,
asociado a nivel suprafisiologico de FIX. El evento adverso mas comin
fue un aumento de transaminasas transitorio que requirid
inmunosupresores (5/10 participantes) (19,20). Este estudio de Freeline
contintia el fase I/Il para confirmar la dosis, y una vez tengan esto pasaran

directamente a la fase III.
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Contindan Fase 1/2 para confirmacion dosis

Figura 4.- Disefio adaptativo de escalada de dosis en busquedade dosis
adecuada.Freeline Reports Updated Data from Phase 1/2 B-AMAZE Trial
in Hemophilia B.

Resumen de ensayos clinicos de terapia génica en hemofilia B. Datos

de eficacia y duracion del efecto.

Se presentan en la tabla 1 los principales ensayos clinicos publicados,
sefialando el vectorutilizado, la dosis de vector, niveles de FIX alcanzados
y duracidn de respuesta. Los estudios se han realizado en pacientes varones
adultos, con exposicion previa a terapia de reemplazo, sin inhibidor, sin
anticuerpos neutralizantes frente a la capside excepto AMT-060/061, sin

hepatitis activa o enfermedad hepatica.
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Sponsor Vector-transgene Status AAV Immune Median FIX:C Durabilit
(Program) (cell line) response expression Y
rAAV8-co-sc-FIX 20r6x10™1 Phase 1/2 concluded o
UCL/St. Jude (mammalian) 2x10°12 (N =163 4/6 5.1% >8Byrs
- Phase 1/2 concluded
Spark-Pfizer rAAV-Spark100-c9FIX—Padua 5 %1071 (N = 15)- 515 22.9% > 2 yrs
(Spark-8001) (mammalian) q
Phase 3 recruiting
Baxter-Shire rAAV8-co-sc-FIX-Padua 2x10"11 or Phase 1/2 concluded o
(AskBio) (mammalian) 10r3x10712 (N=8) 2 0to35% 28> 1y
uniQure rAAV5-co-sc-FIX 5x10M2 Phase 1/2 concluded o
(AMT 060) (insect) 2x10°13 (N = 10f° 8110 1% dyrs
uniQure rAAV5-co-sc-FIX-Padua 2%10°13 Phase 2b (N = 3)° 0/3 40.8%° > 2y8
(AMT 061) (insect) Phase 3 ongoing (N = 54) 9/54° 37.2%° 6m®
UCL-Freeline 450r7.50r 10110
(FLT-180a B- rM\?ﬁg;ﬁ?ﬂgﬁ::fdua 9.75 x10"11 Phase&ji ﬁ%’;f'“ded (CSprophy)  57% to 139% %
AMAZE) or 1.5x10™2 + 710 tacrolimus
Dimension rAAVrh10-co-sc-FIX . Phase 1/2 (N = 6) 313 o
(DTX 101) (mammalian) 16 0or 5x1012 Closed (5x10"12) 225% Ty
Sangamo rAAV6-Zn finger FIX
(SB-FIX) (insect) Closed

Tabla 1.- Resumen ensayos clinicos en hemofilia B. Gene Therapy for

Hemophilia | Gene Therapy Research (isth.org).

Datos de seguridad segin los estudios en marcha y completados.

A corto plazo algunos sujetos presentan fiebre y mialgia durante la
infusion, elevacion de transaminasas asintomatica y autolimitada. Esta

respuesta inmune puede reducir o eliminar eficacia.

A largo plazo con las pautas actuales, todos los sujetos desarrollan
anticuerpos con un titulo elevado, lo que hace que una segunda infusion
sea dificil o imposible. En estudios experimentales en ratones neonatos se
ha presentado una mayor incidencia de carcinoma hepatocelular, esto no
ha sido demostrado en perros ni primates. Ya hemos sefialado el caso
descrito en paciente con hemofilia B del estudio Hope-B. Porultimo, se ha

observado un caso de trombosis en una fistula arterio-venosa, el paciente
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teniaun BMI>32, habia sido infundido con AAV-FIX Padua, y presentaba

una sobreexpresion de FIX superior a 280%.

Poblaciones no incluidas en los estudios.

Hasta el momento no se han incluido en estos estudios a nifios y
adolescentes debido a las dudas sobre la duracion del efecto (efecto de
dilucidn) y al riesgo potencial de mutagenesis, pacientes con hepatopatias
graves y pacientes con inhibidor. Los pacientes HIV+ en general han sido
excluidos aunque no en todos los ensayos y finalmente los pacientes con
anticuerpos neutralizantes preexistentes a AAV excepto en los AMT

060/061 (1),

Conclusiones.

Existen multiples estudios en marcha, incluyendo fases III, utilizando

como vector AAV.

La introduccidon de AAV en el higado por infusidn i.v. puede elevar los

niveles de FIX de forma que la tasa de sangrado anual sea cero.-

Las causas mas comunes de exclusion son la existencia previa de

anticuerpos neutralizantes contra AAV o enfermedad hepatica.

La duracioén de la expresion de FIX parece excelente en algunos estudios

(mas de 8 anos en el UCL/SJCRL).
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El efecto adverso mas comun es la elevacion de transaminasas, un efecto
transitorio, asintomadtico y autolimitado, aunque puede reducir o eliminar

la eficacia.

Descripcion de carcinoma hepatocelular en un participante con factores de

riesgo, el analisis molecular no apoya la mutagénesis insercional.
Imposibilidad actual de repetir el tratamiento.
Dudas sobre la duracion de tratamiento en paciente pediatrico.

Riesgo de respuesta immune al transgen en pacientes con pocos dias de

exposicion.

Puede llegar a ser coste-eficiente.
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