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RESUMEN

Introduccidn: la hemofilia A es una coagulopatia congénita asociada a un déficit de actividad
coagulante del factor VIII (FVIII). Su manejo histéricamente ha recaido en el tratamiento
sustitutivo con factor VIII recombinante (FVIlIr) y recientemente se han introducido nuevos
tratamientos disruptivos (no sustitutivos) destacando entre ellos al emicizumab. Este anticuerpo
monoclonal suple la funcidn del FVIIl en la cascada de la coagulacidon y presenta muchas ventajas
con respecto al FVIlIr. A su vez, su monitorizacidn recae principalmente en la medicién de sus

niveles y en la generacidn de trombina.

Métodos: estudio descriptivo observacional con pacientes con hemofilia A moderada o grave
en tratamiento actualmente con emicizumab en el HGU Dr. Balmis. Se extrajeron sus datos
clinicos de sangrados asi como bioldgicos con niveles de emicizumab, de actividad de factor VIl

y datos de generacion de trombina.

Resultados: fueron incluidos 13 pacientes con una mediana de edad de 10 afios (7 - 16). La tasa
de sangrados anualizada que presentaron fue de 0,27 (0 — 0,65) con 7 sangrados totales en las
96 (74 — 103) semanas de seguimiento presentando el 100% de los pacientes menos de 3
sangrados. Los niveles medios de emicizumab fueron de 43 ug/mL (DE + 12,7) con una funcidn
de FVIIl media de 2,58% (DE £ 1,9). En cuanto a la generacidn de trombina presentaron un
potencial enddgeno de trombina (ETP) medio de 1020 nM (£ 260) y un pico maximo de trombina
(TPH) de 96,4 (68,4 - 150). Finalmente, en aquellos pacientes con tratamiento previo con FVIIIr
presentaron un ABR de 0,79 (0,49 — 1,38) que al pasar a emicizumab descendié a 0,27 (0 - 0,65)
(p=0,109). Las diferencias en generacion de trombina con el tratamiento con FVIlIr previo frente
al tratamiento actual con emicizumab fueron estadisticamente significativas en todos los

pardmetros evaluados.

Conclusiones: los hallazgos encontrados en nuestro estudio apuntan hacia la misma direccidn

que el resto de estudios publicados. Las complicaciones hemorragicas disminuyen con respecto



al tratamiento sustitutivo con FVIlIr. Los datos de generacidon de trombina mejoran de manera
significativa tras iniciar el emicizumab en pacientes con HA grave. Emicizumab es un farmaco

seguro y efectivo para el manejo de la hemofilia A grave y moderada.

Palabras clave: emicizumab, tasa de sangrados anualizada, tests de generacidn de trombina,

sangrados, hemofilia A, factor VIIl recombinante.

ABSTRACT

Introduction: Hemophilia A is a congenital coagulopathy associated with deficit of the coagulant
activity of factor VIII (FVIII). Its management has historically relied on replacement therapy with
recombinant factor VIII (rFVIII). Recently, new disruptive treatments (non-substitutive) have
been introduced, highlighting among them emicizumab. This monoclonal antibody supplements
the function of FVIII in the coagulation cascade and has many advantages over rFVIIl. At the
same time, its monitoring lies on mainly in the measurement of its plasmatic levels and on

thrombin generation.

Methods: Descriptive observational study with patients with moderate or severe hemophilia A
currently being treated with emicizumab at Doctor Balmis General University Hospital. Their
clinical bleeding data as well as biological data of emicizumab levels, factor VIl activity and

thrombin generation data were collected.

Results: 13 patients with a median age of 10 years (7 - 16) were included. The annualized
bleeding rate was 0.27 (0 — 0.65) with 7 total bleeds in the 96 (74 — 103) weeks of follow-up with
100% of patients having less than 3 bleeds. Mean emicizumab levels were 43 ug/mL (SD + 12.7)
with a mean FVIII function of 2.58% (SD + 1.9). Regarding thrombin generation, they presented
a mean endogenous thrombin potential (ETP) of 1020 nM (SD * 260) and a maximum thrombin
peak (TPH) of 96.4 (IQR: 68.4 - 150). Finally, patients with a previous treatment with FVIlIr
presented an annualized bleeding rate (ABR) of 0.79 (0.49 — 1.38) that decreased to 0.27 (0 —

0.65) (p = 0.109) when changed to emicizumab therapy. The differences in thrombin generation
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with previous rFVIIl treatment versus current emicizumab treatment were statistically

significant in all parameters evaluated.

Conclusions: The findings of our study point out in the same direction as the rest of the
published studies. Bleeding complications in emicizumab patients decrease when compared to
replacement therapy with rFVIIl. Thrombin generation data improve significantly after starting
emicizumab in patients with severe HA. Emicizumab is a safe and effective drug for the

management of severe and moderate hemophilia A.

Keywords: emicizumab, annualized bleeding rate, thrombin generation assays, bleeding,
hemophilia A, recombinant VI factor.

INTRODUCCION

La hemofilia A es una coagulopatia congénita hemorragica asociada a un déficit de funcién
coagulante del factor VIII (FVIII). Su incidencia se estima en 1:5000 varones nacidos vivos siendo
considerada una enfermedad rara. El gen que codifica para el factor VIIl se encuentra en el
cromosoma X y sus principales alteraciones conllevan mutaciones en los exones (7, 14, 22, 26)
e inversiones como la del intrén 22 o del intrén 1 asi como grandes deleciones. En base al grado
de actividad del factor VIlI se ha clasificado la hemofilia A como: grave (actividad del FVIII < 1%),
moderada (FVIII 1-5%) y leve (FVIII 5% - 45%) (1). El perfil grave se presenta con hemorragias
antes del afo y medio de vida que pueden provocar complicaciones graves (cefalohematomas,
hemartrosis, hematomas musculares...). La moderada suele cursar con hemartrosis o sangrados
postquirdrgicos. La leve suele ser un hallazgo ocasional tras extracciones dentarias u
operaciones. Los sangrados mas frecuentes (75%) son las hemartrosis principalmente de

tobillos, rodillas, codos y hombros (1).

Desde los ultimos 20 afios, el tratamiento de la Hemofilia A grave se ha realizado con factor VIII,
inicialmente de origen plasmatico y recientemente obtenido por metodologia recombinante con
buenos resultados (2). Uno de sus principales inconvenientes, sin embargo, es el desarrollo de
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inhibidores frente al factor VIII de origen recombinante (FVIIIr) que puede afectar hasta a un
30% de los pacientes con hemofilia A grave (3). También, debido a la corta vida media que tiene
y a su necesidad de administracion intravenosa, la calidad de vida se veia muy afectada ya que
la mayoria de los pacientes requieren de 2 a 3 infusiones semanales de FVIlIr. Es por ello que
han surgido nuevas estrategias para una terapia disruptiva (no sustitutiva) que se centran en
sustituir la actividad del sistema hemostatico sin uso de FVIIIr. De estos farmacos el primero y
Unico aprobado actualmente es el emicizumab aunque hay otros como fitusiran, concizumab,
serpinPC o marstacimab que contindan en distintos estadios de desarrollo clinico (4,5). También,
hay varios ensayos clinicos internacionales en marcha de terapia génica e incluso uno de ellos,
el valoctocogene roxaparvovec (Roctavian) que se basa en el uso de un adenovirus modificado,
ha sido aprobado de manera limitada por la EMA en agosto de 2022 para su uso en pacientes

con hemofilia A e inhibidores frente a FVIIIr (6).

Centrandonos en el emicizumab, este es un anticuerpo monoclonal biespecifico que une el
factor IXa directamente con el factor X sin mediacion del VIII (7). Su seguridad y eficacia ha sido
valorada por cinco ensayos clinicos (HAVEN 1, HAVEN 2, HAVEN 3, HAVEN 4 y HAVEN 6), estando
en marcha aun el HAVEN 5 y el HAVEN 7. Inicialmente se comenzd en pacientes con hemofilia A
grave e inhibidores frente al FVIIIr. Actualmente esta aprobado en Espaia desde febrero de 2018
para hemofilia A grave en general (incluidos pediatricos) y hemofilia A con inhibidores
(independientemente de la gravedad) (7). La administracion es subcutanea y consiste en 1 dosis
de carga semanal durante 4 semanas y luego un mantenimiento con posibilidad de inyecciones
semanales de 1,5 mg/kg (QW), 3 mg/kg cada 2 semanas (Q2W) o 6 mg/kg mensuales (Q4W)
debido a su elevada semivida de 27 dias (8—12). Sus principales eventos adversos son leves
destacando reacciones cutaneas locales, cefaleas, artralgias o mialgias. En los HAVEN, se
observd una tasa de eventos trombéticos <1% teniendo relacion estos con la administracidn

acumulada de >100 U/Kg/24h de complejo protrombinico activado (aPCC) (7).



Para medir el poder hemostdatico del emicizumab, no se pueden usar tests clasicos como el
tiempo de tromboplastina parcial activado (aPTT) o la medicién de niveles de factor VIl
humanos ya que se ven alterados por la presencia del farmaco (13). También, se han planteado
nuevas maneras de valorar la coagulacion en estos pacientes como son los tests de generaciéon
de trombina (TGA) o los niveles de emicizumab en sangre (14). Los TGA permiten medir en
tiempo real la produccién de trombina. Los pacientes con hemofilia A grave, presentan picos de
generacion de trombina muy inferiores a aquellos que presenta la poblacién sana (15). Sin
embargo, cuando se les afiade emicizumab se ha evidenciado en varios estudios in vivo que hay
un aumento del pico de generacidn de trombina que corresponderia a un 20-30% del pico
normal en pacientes sanos y que se mantiene durante toda la fase de mantenimiento (14). Es
por ello que ha surgido como una opcidn mas para valorar la coagulacién en pacientes con
hemofilia A grave con emicizumab. Los niveles de emicizumab pueden medirse de manera
directa (principalmente con métodos inmunoldgicos como un ELISA) o de manera indirecta
(estimandolo mediante su propio potencial procoagulante) habiendo tests validados y efectivos
en ambas técnicas (16). En el HAVEN 1, se estudid la farmacocinética del emicizumab vy se
certificd la correlacién entre sus niveles plasmaticos con los hallazgos clinicos de los pacientes

(17).

HIPOTESIS

Por todo esto, pensamos que el emicizumab es un buen sustituto para la profilaxis
antihemorragica en pacientes con hemofilia A grave en tratamiento con factor VIl recombinante
y que tanto los tests de generacién de trombina como los niveles plasmaticos de emicizumab

tienen una adecuada correlacion con la clinica hemorragica en estos pacientes.



OBJETIVOS

e Analizar tanto la generacion de trombina como los niveles de emicizumab de los pacientes
en tratamiento.
e Comparar la generacién de trombina y las complicaciones hemorragicas en pacientes que

estuvieron en terapia con FVIlIr previo y que han pasado a terapia con emicizumab.

MATERIAL Y METODOS

Disefio del estudio

Se realizé un estudio descriptivo transversal en el que se buscaron pacientes que cumpliesen los
criterios de inclusidn y que estuviesen en seguimiento por la unidad de hemofilias del Hospital

General Universitario Doctor Balmis de Alicante.

Los pacientes en tratamiento con emicizumab fueron divididos en dos grupos: todos los
pacientes en tratamiento con emicizumab fueron incluidos en el grupo 1. Si en algin momento
estuvieron en tratamiento previo con factor Vllir, tienen el diagndstico de hemofilia A grave,
estan actualmente con emicizumab y tienen datos de ambas etapas fueron incluidos en un
subgrupo llamado grupo 2. Se excluyeron los hemofilicos moderados del grupo 2 debido a que
la generacidn de trombina en estos pacientes es distinta que en los graves. En el grupo 1 se hizo
un andlisis descriptivo en el que se midieron y describieron los datos clinicos y bioldgicos sin
analisis comparativo con ningln grupo. En el grupo 2 se hizo un anadlisis comparativo
intrapaciente dentro del propio grupo para valorar las diferencias clinicas y bioldgicas entre el

momento en el que estaban con profilaxis con factor VIlir y el momento actual con emicizumab.



Criterios de inclusion

e Tener diagndstico de Hemofilia A Grave (<1% FVIII) o Hemofilia A Moderada (1-5% FVIII).
e Estar en tratamiento con emicizumab y llevar 4 dosis de carga.

e Tener datos de generacion de trombina.

e Tener datos de niveles de emicizumab.

e Tener datos de funcién de factor VIII.

e Conocer tratamientos frente a la hemofilia previos a comenzar con emicizumab.

e Conocer la presencia o no de inhibidores.

e Haber firmado el consentimiento informado.

Criterios de exclusion

e No firmar el consentimiento informado.

e No tener todos los datos solicitados.

Extraccion de la muestra de sangre

Los pacientes eran citados por la mafiana acudiendo en ayunas para la extraccién de la muestra
de sangre. La extraccion se lleva a cabo mediante sistema de vacio en vena antecubital de
cualquiera de los dos MMSS. La sangre total se recogera en un tubo que contiene citrato de
sodio al 3,2% de 2,7 mL de volumen total. Una vez obtenida la muestra se centrifugara a 2500G
para obtener un plasma pobre en plaguetas. Este plasma se separard y congelara a -802C de
forma inmediata. Cuando se vaya a realizar el procesamiento de las muestras, estas se
descongelaran a 372C en “bafio maria” durante 10 minutos previo a realizar las técnicas de

laboratorio.



Variables a estudio

Sociodemogrdficas y caracteristicas de la hemofilia

Se registraron tanto la edad como el género de los pacientes. En cuanto a las caracteristicas de
la hemofilia se tuvo en cuenta la existencia de historia de inhibidores frente al factor Vllir
(presentes o pasados), la gravedad de la hemofilia que presentaban y su historia de tratamiento
sustitutivo con factor VIlIr. También se registré el tiempo que llevaban en profilaxis con

emicizumab teniendo como punto de referencia la primera dosis.

Generacion de trombina en plasma

Se midié la generacion de trombina con un test que mediante la presencia de factor tisular,
calcio y fosfolipidos es capaz de activar la trombina que, a su vez, activa un sustrato fluorescente
y se genera una curva concentracion de trombina — tiempo como la mostrada en la figura 1. El
momento de extraccién de los datos fue en nivel de meseta tras cuatro dosis de carga de
emicizumab y, en aquellos pacientes con tratamiento previo con factor VllIr, se midid

justamente antes de la administracidn del factor Vllir en el momento valle.

De la grafica se pueden extraer varios parametros esenciales que son los usados en el estudio:

e 1: Lag time (LT). Es el tiempo del primer Normal thrombin generation curve
250
ascenso. Cuanto menor sea, antes i
< 200- ,
. ., £ |
comienza la generacion. £ 150 - ]
s i
. . E -
e 2:time to peak (TP). El tiempo que tarda en _g 100 - :
= i
- )
alcanzar el valor mdximo de trombina - '
o :l T i T ] T T 1
generada. Cuanto menor sea el valor, 0 5 10 15 20 25 30
. __ Time (min) )
mejor. Figura 1. Generacién normal de trombina.

Extraido de Verhagen MJA (14). nM =

nanomolar
e 3: thrombin peak height (TPH). El valor

maximo de trombina generada. Cuanto mayor sea el valor, mayor generacién de trombina.



e 4: endogenous thrombin potential (ETP). Es calculado como el area bajo la curva del total

de trombina generada. Cuanto mayor sea, mejor generacién de trombina.

El start tail (ST), seria el tiempo en el toda la trombina ha sido ya suprimida y se acaba la
reaccion. A su vez, se registra la correlacién de ETP entre el nivel tedrico estandar y el

presentado por el paciente en forma de porcentaje con respecto a la normal.

Niveles de emicizumab en plasma

Se registraran tras haber completado las 4 semanas de tratamiento inicial para poder haber
llegado al nivel meseta de estabilidad. La medicién de sus niveles se basa en un test de aPTT
modificado que usa una técnica coagulante que aun no estd estandarizada pero que ha

demostrado buenos resultados en estudios publicados.

Niveles de factor VIll cromogénico

Para medir los niveles de factor VIIl con la técnica cromogénica se usé el kit HemosiL
Electrachrome ® Factor VIII (Werfen North America). Esta técnica se basa en la adicién del plasma
deficiente de factor VIl del paciente a un reactivo compuesto de calcio, fosfolipidos, factor 1Xa
y un exceso de factor X. El factor FX activado que se genere hidroliza un sustrato cromogénico
que libera un grupo cromogénico sintético que correlaciona la intensidad del color con el nivel
de factor VIII presente en el plasma del paciente. La cromogénica es la Unica validada en
emicizumab ya que la técnica coagulante sufre modificaciones debido a la presencia del

farmaco.

Complicaciones hemorrdgicas

Se registraron todos los sangrados que presentasen los pacientes. Los sangrados que requirieron
tratamiento asi como diferenciando en sangrados espontdneos y sangrados traumaticos. Dos
sangrados que sucediesen en el mismo lugar anatdmico y con una diferencia inferior a 48h se

consideraron un Unico sangrado. También se registré la tasa de sangrados anualizada
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(annualized bleeding rate; ABR) que se calculé dividiendo la cantidad de sangrados totales entre

los dias de tratamiento efectivo y multiplicando por 365,25.

Seleccidén de los pacientes

Para el proceso de seleccidn de los pacientes, primeramente se utilizé la base de datos del
Servicio de Hematologia del Hospital General Universitario Doctor Balmis donde tienen
registrados todos los pacientes con el diagndstico de hemofilia A grave. Actualmente cuentan
con 31 pacientes en este grupo. De esta primera seleccion de pacientes, se seleccionaron
aquellos que estuviesen en tratamiento con emicizumab resultando en 13 pacientes. También
se incluyeron 2 pacientes que tenian hemofilia A moderada pero estaban en tratamiento con
emicizumab llegando a un total de 15 pacientes con emicizumab. Una vez seleccionados estos
pacientes, se seleccionaron aquellos que tuviesen toda la informacién solicitada quedando un
total de 13 pacientes. Los 2 pacientes con emicizumab excluidos se habia perdido el contacto

con ellos.

31 pacientes con
Hemofilia A grave

18 no tratados con

. b D
emicizuma 2 pacientes con
) HA moderaday
15 en tratamiento .
. en tratamiento
con emicizumab -
con emicizumab
2 con pérdida de PR
seguimiento
A
13 incluidos en el
estudio 5 que no cumplian
i p| Criterios de acceso
al Grupo 2
v
13 pacientes incluidos 8 pacientes incluidos
en el Grupo 1 en el Grupo 2

Figura 1. Diagrama de flujo de seleccion de los pacientes
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Estos 13 pacientes se dividieron en los dos grupos. Los 13 pacientes cumplian los criterios de
ingreso al grupo 1 (estar actualmente en tratamiento con emicizumab y tener los datos
solicitados) y 8 pacientes cumplian los criterios de ingreso al grupo 2 (estar con emicizumab,
haber estado previamente en tratamiento con FVIlIr, tener HA grave y tener los datos
solicitados). Esos 5 pacientes que no accedieron al grupo 2 fueron: 2 por tener el diagndstico de
hemofilia A moderada, 2 por ser pacientes sin tratamiento previo con factor Vllir y 1 por no

tener datos de generacion de trombina cuando estuvo en tratamiento con FVIllr.

Analisis estadistico

Se comprobd la normalidad de las variables estudiadas con el estadistico de Shapiro-Wilk
certificando que todas excepto el thrombin peak height (TPH) y los ABR seguian una distribucion
normal. En las variables cuantitativas normales se usé la media y la desviacion estandar y en las
variables cuantitativas sin distribucion normal se usé la mediana y el rango intercuartilico (Q1 -
Q3). Las variables cualitativas se establecen como valores absolutos y porcentajes. Se registraron
toos los datos en una hoja de Microsoft Excel y se realizaron los cdlculos ahi y en el programa

GraphPad Prism 9.5.1 (733).

Para el analisis de los pacientes del grupo 2 se utilizé una prueba T de Student pareada para las
variables con distribucidon normal y una prueba de los rangos con signo de Wilcoxon en aquellas
que no seguian la distribucidon normal. El nivel de significacion estadistica fue establecido en

p=0,05.
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RESULTADOS

Datos sociodemograficos y caracteristicas de la hemofilia

Se accedié a los datos clinicos y bioldgicos de los pacientes mediante las aplicaciones Abucasis,
Orion Clinic y GestLab durante el periodo desde el inicio del tratamiento con emicizumab

(Hemlibra ©) hasta el 2 de abril de 2023.

De los 13 pacientes incluidos en el estudio, todos eran varones con una mediana de edad de 10
afios (IQR: 7 - 16). 10 eran menores de 18 afios y 3 eran mayores de 18 afios. 5 habian presentado
en algun momento inhibidores frente al factor Vllir y 8 no. La mediana de tiempo en profilaxis
con emicizumab fue de 96 semanas (IQR: 74 - 103). Del total, 11 habian estado previamente en
tratamiento sustitutivo con factor Vllir y solamente 2 no habia estado tratado nunca con factor
VIlIr por su corta edad. De los 13 pacientes incluidos, 11 presentaban diagndstico de hemofilia
A grave y 2 de hemofilia A moderada pero estaban en tratamiento con emicizumab por el riesgo

de sangrados (Tabla 1). Todos estaban en fase de mantenimiento con la pauta Q2W.

Total de pacientes admitidos 13
Edad

e Mediana (IQR) 10 (7 - 16)

e <18 aiios, n (%) 10 (76,9%)

e 218 afios, n (%) 3(23,1%)
Sexo

e Varones, n (%) 13 (100%)

e Mujeres, n (%) 0 (0%)
Historia de inhibidores

e Si,n (%) 5 (38,5%)

e No, n (%) 8 (61,5%)
Mediana de tiempo con emicizumab, semanas (IQR) 96 (74 — 103)
Tratamiento previo con FVIlIr

e Si,n (%) 11 (84,6%)

e No, n (%) 2 (15,4%)
Gravedad de la hemofilia

e Grave (<1% funcidn FVIII) 11 (84,6%)

e Moderada (1-5% funcién FVIIl) 2 (15,4%)

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes. IQR = Rango intercuartilico
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Datos de generacion de trombina

Grupo 1

En la Tabla 2 se exponen los datos de generacién de trombina de los 13 pacientes incluidos en

el grupo 1. La media de lag time (LT) que presentaron estos pacientes fue de 2,91 minutos (DE

+ 0,83). En cuanto al endogenous thrombin potential (ETP) los pacientes incluidos presentaron

una media de 1020 nM (DE % 260) que correspondia a un 86% (DE + 28%) con respecto a la

normalidad del ETP de un paciente sano. Correspondiente al tiempo que tardaron estos

pacientes al llegar al pico maximo de generacidn de trombina (time to peak: TP) presentaron

una media de 8,3 minutos (DE + 2,16). Asimismo, este pico maximo (thrombin peak height: TPH)

alcanzado tuvo unvalor de 96,4 nM (IQR: 68,4 - 150). El start tail (ST) en estos pacientes presentd

un valor medio de 28,6 min (DE * 8,13).

Lag Time ETP Timeto Peak Height ETP% Start Tail
(min) (nM) Peak (nM) (nM)
(min)
Paciente 1 2,8 1330 6,7 168,9 106,9 22,8
Paciente 2 2,8 1125 8,7 123,6 87,74 24,9
Paciente 3 2,4 663,9 8,8 68,4 51,75 24,2
Paciente 4 2,5 1275 8,5 96,4 114 36,6
Paciente 5 2,3 883,8 8,4 86,7 67,6 27,7
Paciente 6 3,5 1132 6,9 136 90,6 25,7
Paciente 7 2,4 694,2 7,9 58,2 106,9 33
Paciente 8 2,6 1277 12,6 79,6 103,3 43,1
Paciente 9 5,3 339,2 11,9 25,8 27,46 38,5
Paciente 10 2,7 673,4 8 57,3 58,8 31,7
Paciente 11 3,2 1358 5,7 280,6 107,7 15,1
Paciente 12 2,4 1496 54 219,3 108,8 20,3
Paciente 13 2,4 1781 5,2 150,1 134,2 19,6
Media 2,91 min 1020 nM 8,3 min 86% 28,6 min
(xDE) (x0,83) (x260) (+2,16) (£ 28%) (£ 8,13)
Mediana 96,4 nM
(IQR Q1-Q3) (68,4 - 150)

Tabla 2. Parametros de generacion de trombina de los pacientes del grupo 1. DE = desviacion estandar;

IQR = rango intercuartilico; nM = nanomolar.
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Grupo 2

Aquellos pacientes que estuvieron en tratamiento con FVIlir y ahora han cambiado el
tratamiento a emicizumab, todos han presentado una mejoria significativamente estadistica de
sus parametros de generacién de trombina (tablas 3 y 4). El LT medio cuando estaban en
profilaxis con factor Vllir fue de 7,55 minutos (DE + 4,53) mientras que cuando empezaron
tratamiento con emicizumab fue de 2,53 min (DE + 0,19) resultando en una diferencia
estadisticamente significativa (p-valor = 0,015). El ETP medio presentado cuando estaban en
profilaxis con factor VllIr fue de 410 nM (DE + 254,6) mientras que durante su tratamiento con
emicizumab han presentado valores de 1128 nM (DE + 373) lo que lo hace una diferencia
estadisticamente significativa (p-valor = 0,005). Este nivel de ETP corresponde al 33% (DE *
20,3%) durante la terapia con factor Vlliry al 97% (DE * 25) durante emicizumab comparado con
el plasma de control normal, la diferencia también es estadisticamente significativa (p-valor <
0,001). El tiempo medio en llegar al pico mientras estaban con factor Vllir fue de 16 min (DE
6,8) y durante el tratamiento con emicizumab ha sido de 8,3 minutos (DE £ 2,1) lo que
corresponde a una diferencia estadisticamente significativa (p-valor = 0,017). El TPH durante el
tratamiento con factor Vllir era de 27,8 nM (15,2 — 36,3) mientras que actualmente con
emicizumab estd en valores de 91,5 nM (IQR: 76,8 — 130,2) presentando asi una diferencia
estadisticamente significativa (p-valor = 0,008). Finalmente, el ST sucedia con factor Vllir a los
43 minutos (DE * 10,4) mientras que con emicizumab sucede a los 29 minutos (DE +* 8) siendo

esta diferencia también estadisticamente significativa (p-valor = 0,028). (Figura 4)
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Lag Time ETP Time to Thrombin ETP% Start Tail
(min) (nM) Peak Peak Height (nM)
(min) (nM)
Paciente 1 16,9 302,8 24,6 27,1 24,224 46,5
Paciente 2 7,8 184,5 25,4 8,5 14,76 56,5
Paciente 3 6,7 148,2 23,7 6,7 11,856 58
Paciente 4 4,1 531,6 11,3 35,7 42,528 42,2
Paciente 5 2 610,7 8,6 40,6 48,856 41,2
Paciente 7 8,2 898,8 12,1 28,4 71,904 27,6
Paciente 8 4,9 248,2 11,9 17,5 19,856 40,8
Paciente 13 9,8 357,6 16,2 38 28,608 33,5
Media 7,55 min 410 nM 16 min 33% 43 min
(xDE) (x4,53) (£254,6) (+6,8) (£20,3%) (£10,4)
Mediana 27,8 nM
(IQR Q1-Q3) (15,2 -36,3)

Tabla 3. Parametros de generacion de trombina de los pacientes del grupo 2 cuando estaban con FVIIlr.
DE = desviacion estandar; IQR = rango intercuartilico; nM = nanomolar.

Durante tratamiento Durante tratamiento Contraste de

con FVIlir con emicizumab hipétesis
(p-valor)
Lag time (LT); x (DE) 7,55 min (+ 4,53) 2,53 min (x0,19) 0,015*
Endogenous thrombin
1 2 112 * *
potential (ETP); % (DE) 410 nM (£ 254,6) 8 nM(£ 373) 0,005
Endogenous thrombin
potential % (ETP%); X 33% (+ 20,3) 97% (+ 25) <0,001%*
(DE)
Time to peak (TP); x 16 min (£ 6,8) 8,3 min (+ 2,1) 0,017*
(DE)
Thrombin peak height "
(TPH); Me (IQR) 27,8nM (15,2 -36,3) | 91,5nM (76,8 —130,2) 0,008
*Start tail (ST); X (DE) 43 min (+ 10,4) 29 min (£ 8) 0,028*

Tabla 4. Comparacién de generacion de trombina entre FVIlIr y emicizumab en el grupo 2.
Me = mediana; IQR = rango intercuartilico; X = media; DE = desviacion estandar
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Niveles de emicizumab y actividad de factor VIIl cromogénico

Los 13 pacientes incluidos en el analisis del grupo 1
presentaban unos niveles medios de emicizumab de 43

ug/mL (DE £ 12,7) (Figura 2).

En cuanto a la funcidn media de factor VIl por técnica
cromogénica esta fue de 2,58% (DE + 1,9). Fue retirado un
paciente de la medicion de los niveles de factor VI

cromogénico porque el Unico dato que teniamos era en

terapia conjunta con emicizumab y factor Vllir y daba un nivel

de 22%.

Complicaciones hemorragicas

Grupo 1
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Figura 2. Niveles medidos de
emicizumab en el estudio

Los sangrados totales presentados por los pacientes en el tiempo en seguimiento fueron 7.

Todos fueron de origen traumatico y todos requirieron tratamiento con agentes bypass. De

estos 7 sangrados, 3 fueron en articulaciones (1 codo y 2 rodillas) y todos fueron traumaticos.

No se detectaron sangrados espontadneos articulares. Los 4 restantes fueron hematomas (1

muscular, 3 superficiales) tras traumatismos. El 100% de los pacientes presentaron menos de 3

sangrados. (Tabla 5)

Numero absoluto:

e Sangrados totales 7

e Sangrados tratados 7

e Sangrados espontaneos 0

e Sangrados traumaticos articulares 3

e Sangrados traumaticos no articulares 4
Tiempo mediano en tratamiento, semanas (IQR) 96 (74 —103)
ABR calculado 0,27 (0—0,65)
Participantes con 0 eventos de sangrados n, (%) 10 (76,9%)
Participantes con 0-3 eventos de sangrados n, (%) 13 (100%)
Participantes con > 3 eventos de sangrados n, (%) 0 (0%)

Tabla 5. Complicaciones hemorragicas de los pacientes incluidos en el grupo 1
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Grupo 2

En la busqueda en Abucasis se aislaron 53 complicaciones
hemorragicas en las historias clinicas de los pacientes cuando
estaban con FVIlIr. De estos 53 sangrados descritos, 45
requirieron tratamiento con agentes bypass. 15 sangrados
espontaneos fueron registrados en sus historias clinicas. 26
sangrados traumaticos articulares y 12 traumaticos no articulares

gue eran principalmente hematomas.

El ABR mediano calculado para el momento del tratamiento con

FVIlIr fue de 0,79 (IQR 25 — 75: 0,49 — 1,38) mientras que con

Tasa de sangrados anualizada

& ¥ &

Figura 3. Boxplot de la tasa de
sangrados anualizada (ABR)
con FVIlIr vs emicizumab

emicizumab fue de 0,27 (IQR: 0 — 0,65) lo que supone una diferencia no estadisticamente

significativa entre ambos parametros (p=0,109). (Tabla 6) (Figura 3)

FVilir Emicizumab

Numero absoluto:

e Sangrados totales 53 7

e Sangrados tratados 45 7

e Sangrados espontaneos 15 0

e Sangrados traumaticos articulares 26 3

e Sangrados traumaticos no articulares 12 4
Tiempo mediano en tratamiento, semanas (IQR) 270 (242 - 383) 96 (74 — 103)
ABR calculado 0,79 (0,49-1,38) | 0,27 (0-0,65)
Participantes con 0 eventos de sangrados n, (%) 0 (0%) 4 (50%)
Participantes con 0-3 eventos de sangrados n, (%) 3 (40%) 8 (100%)
Participantes con > 3 eventos de sangrados n, (%) 5 (60%) 0 (0%)

Tabla 6. Complicaciones hemorragicas de los pacientes incluidos en el grupo 2
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Figura 4. Boxplot de los pardmetros de generacion de trombina estudiados . A: Lag time (LT). B:
Endogenous Thrombin Potential (ETP). C: Time to Peak (TP). D: Thrombin Peak Height (TPH). E: Start Tail
(ST). F: Endogenous Thrombin Potential % (ETP %).
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DISCUSION

El presente estudio permite valorar las caracteristicas de los pacientes que estan actualmente
en tratamiento con emicizumab en el HGU Doctor Balmis de Alicante y, en un subgrupo de

pacientes, compararlo con una terapia sustitutiva previa con factor VIIl recombinante.

En nuestro estudio, el ABR de los 13 pacientes con emicizumab fue de 0,27 (0 - 0,65) que va en
la linea de los ensayos HAVEN (8-12) que presentaron ABR de 0,7 (0 — 5) entre la semana 73 y
96 de tratamiento (18). En el estudio HOHOEMI, los pacientes con la pauta Q2W presentaron un
ABR de 1,3 (0,6 — 2,9) tras un seguimiento de 40 semanas (19). En el estudio Barg et al se
reclutaron 107 pacientes con hemofilia A grave que presentaron un ABR en pediatricos de 0,25
(0-2)yen adultos de 0,5 (0 - 2) (20). Otro estudio incluyd a 93 pacientes que fueron separados
en con inhibidores (n=19) y sin inhibidores (n=74) presentando ABR de 0,4 (0-0,9)y 0,4 (0,2 —
0,6) respectivamente (21). Finalmente, en el estudio de Poon et al se incluyeron 146 pacientes

que durante 389 dias de seguimiento presentaron un ABR de 0.36 (0.24-0.53) (22)

En cuanto al valor absoluto de sangrados, un 100% de los pacientes presentaron menos de 3
sangrados y 10 (76,9%) presentaron 0 sangrados en las 96 (74 - 103) semanas. En los HAVEN (18)
entre las semanas 73 y 96 un 70% de pacientes no presentd ningun sangrado y un 97,2%
presentaron menos de 3 sangrados lo que coincide bastante con lo visto en nuestro estudio (8).
En la gran mayoria de los estudios comentados, la mitad de los pacientes o mas presentaron 0
sangrados durante todo el tiempo de seguimiento. Es importante destacar que no ha habido
ningun sangrado espontdneo en los pacientes del estudio. Todo ello confirma que desde el
punto de vista de los sangrados presentados por nuestros pacientes, el estudio va en linea con

la bibliografia publicada y es una buena profilaxis frente a los sangrados (Tabla 7).
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Pacientes | Tiempo ABR 0 sangrados, 0-3 >3

Estudio (semanas) | Mediana (IQR) n (%) sangrados | sangrados
n (%) n (%)

Nuestro 13 9 0,27(0-0,65) | 10(76,9%) | 13 (100%) 0
estudio
HAVEN ¢ 283 96 0,7(0-05) | 198(70%) | 275(97,2) | 8(2,8%)
HOHOEMI *° 6 40 13(06-29) | 2(333%) | 6(100%) 0
Barg et al ° 107 67 0,25(0-2) 53 (49,5%) - -
McCary et al 2! 93 61y 35* 0,4(0-0,9) 95%y 89%* - -
Poon et al 2 146 56 0,36 (0,2-0,5) | 112(76,7%) - -

Tabla 7. Tabla resumen de los estudios consultados.
*En el estudio de McCary et al se dividié en pacientes con inhibidores y sin inhibidores respectivamente

El siguiente aspecto evaluado en nuestro trabajo ha sido la comparacién de los sangrados
cuando estaban en tratamiento profilactico con FVIlir y posteriormente al estar con emicizumab.
En nuestro estudio habia un ABR con FVIIir de 0,79 (0,49 — 1,38) que al pasar a emicizumab
descendié a 0,27 (0 — 0,65) siendo esta una diferencia no estadisticamente significativa
(p=0,109). En el HAVEN 3 se compararon 48 pacientes en la misma situacion que los de nuestro
estudio y presentaban ABRde 3,8 (3,2—7,1) con FVIlIry 1,5 (1 —2,3) con emicizumab que supone
un descenso del 68% (p<0,001). La diferencia entre las tasas de ABR posiblemente sea porque
nuestros pacientes estuvieron una mediana de 270 (242 - 383) semanas en profilaxis con FVIIIr
y 96 (74 — 103) con emicizumab mientras que en el HAVEN 3 estuvieron 33,7 (20,1 — 48,6) y 30,1
(5 - 45) semanas respectivamente. A su vez, las diferencias no significativas en nuestro estudio
seran por el pequefio nimero de pacientes (n=8), por la diferencia de tiempos de seguimiento
de ambas terapias y por la dificultad de encontrar registros de los sangrados cuando estuvieron

con terapia con FVIIIr.
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En cuanto a las concentraciones de emicizumab en plasma, los pacientes han presentado unos
valores medios de 43 pg/mL (DE £ 12,7) lo que estd en consonancia con datos de estudios previos
(8,10,11,17). Una revisidén sistemdtica de la Universidad de Utrecht recomienda que la
concentracidn deseada en estos pacientes sea de 30 ug/mL ya que entre 30 y 50 practicamente
no se encontraron diferencias clinicas en los ABR (23). Su monitorizacion de manera rutinaria no
es necesaria ya que los niveles se mantienen estables a lo largo del tiempo (24). Solo se
recomienda si hay sangrados espontaneos que requieran tratamiento con FVIlIr o agentes

bypass, se sospecha de anticuerpos anti-emicizumab o hay cambios de peso inexplicables.

Otro de los aspectos tratados en el trabajo es el uso de la monitorizacién de la generacién de
trombina en estos pacientes. En nuestro estudio, los parametros del test de generacién de
trombina mejoran de manera significativa tras comenzar con emicizumab. La literatura refleja
que hay una mejoria de los parametros de generacidon de trombina con el emicizumab
comparando con plasma de HA grave (14,17,25). Pero, a la hora de compararlo entre
emicizumab y FVIlIr la literatura arroja otros resultados. En un estudio se compara in vitro la TPH
entre distintas formulaciones de FVIlir con emicizumab y el pico era mayor con FVIlir que con
emicizumab (26). La medicion de la generacidén de trombina en FVIlIr en nuestro estudio era en
el momento valle, mientras que en el citado estudio es una generacidn in vitro y he ahi la razén
de la diferencia ya que la funcion del emicizumab es mantener una generacion de trombina basal
duradera en comparacion con el FVIlIr que tiene efecto mads breve e intenso. Los pacientes de
nuestro estudio presentaban unos niveles de TPH de 96,4 nM que coinciden con diversos
estudios en pacientes en tratamiento con emicizumab (17,20,26,27). En el ensayo HAVEN-1 (9)
se observd que 5 pacientes presentaron eventos trombéticos graves tras usar aPCC como agente
bypass tras un sangrado y, en un estudio posterior (17), se certificd que tras afadir bajas dosis
de aPCC en plasma de paciente en tratamiento con emicizumab, los pardmetros de generacion
de trombina se disparaban de manera dosis-dependiente (28). Todo esto hace sospechar que

puede haber una correlacién clinica y bioldgica entre los niveles de generacién de trombina y
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los sangrados presentados. Esto se refuerza por el hecho de que hay una correlacién entre el
uso de agentes bypass (aPCC, rFVlla entre otros), mejoria de los parametros de los tests y
aparicion de eventos trombadticos a dosis altas. Actualmente sin embargo, aun se tiene que
dilucidar su uso en la practica diaria del manejo de la hemofilia (24) y hay grupos de expertos
que se han posicionado a favor de utilizar la generacién de trombina para el manejo de los

sangrados con agentes bypass (29) y otros en contra (30).

CONCLUSION

Por lo tanto, el emicizumab es una buena alternativa en el arsenal terapéutico disponible para
el manejo de la hemofilia A. Los beneficios de este farmaco van desde su gran semivida que
permite que los pacientes puedan recibir las dosis muy espaciadas, su inyeccidn subcutanea, sus
bajos eventos adversos asi como su facil monitorizacion. Aunque aun queda desgranar si
sustituird como tratamiento estandar al FVIliry el papel que jugara en esto los test de generacion
de trombina, ya se ha forjado una muy buena reputacién como alternativa. Este estudio
simplemente busca afiadir evidencia a la cada vez mas creciente literatura sobre este nuevo

farmaco.

LIMITACIONES

La principal limitacién de este estudio es su reducido tamafio muestral debido a que solamente

hemos contado con los pacientes en seguimiento por el HGU Doctor Balmis.

Sobre la tasa de sangrados, si son sangrados espontdneos muy pequeiios y el paciente no
notifica, no se han podido tener en cuenta por lo que la tasa de sangrados real podria ser mas

elevada.
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INFORME DE EVALUACION DE INVESTIGACION RESPONSABLE DE 1. TFG (Trabajo Fin de Gradao)

Elche, a 20/04/2023
Nombre del tutor/a Pasoual Marco Vera
Nombre del alumno/a Gabriel Ferrer Pefialver
Tipe de actividad 1. adherido a un proyecto autorizado
Titulo del 1. TFG (Trabajo Fin de Estudio dinico y bicldgico de use de emicizumab en la Unidad de
Grado) Hemofilia del Hospital General Universitario Dr. Balmis
Evaluacidn Riesgos Laborales Mo procede
Evaluacidn Etica Mo procede
Registro provisional 230415023045
codigpo de Investigacion TFG.GME.PMVLGFR.230419
Responsable
Caducidad 2 anos

5e considera que la presente actividad no supone riesgos laborales adidonales a los ya evaluadaos en el proyecto de
investigacidn al que se adhiere. Mo obstante, es responsabilidad del tutor/a informar y/o formar al estudiante de
los posibles riesgos laborales de |a presente actividad.

La necesidad de evaluacion ética del trabajo titulado: Estudio clinico y biologico de uso de emidzumab en la
unidad de Hemofilia del Hospital General Universitaric Dr. Balmis ha sido realizada en base a la informacidn
aportada en el formulario online: “TFG/TFM: Solicitud Codigo de Investizacion Responsable (COR)", habigndose
determinado que no requiere ninguna evaluacidn adicional. Es importante destacar que si la informacion aportada
en dicho formulario no es correcta este informe no tiene validez.

Por todo |o anterior, se autoriza la realizacion de |a presente actividad.
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Alberto Pastor Campos Domiingo L Orozoo Beltra
Secretario del CEI Presiderte ded CEIl
Vicemectorado de Investigacion Vicerrectorado de Imestigacion

Irformacion adicional:

En mso de que i presente sctivided 5= desarmolie totsl o pardalmente &n obms institscones e responsabilided del imvestigador princpal
solicitar omntas sutorizationes sesn pertinentes, de menera que s garentice, =l menos, que los responssbles de a5 mismas esiEn
informades.

Le recondamas que duranie la realizacion de este trabajo debe cumplir con |as exigences en meteris de prevencion de riesgos lsborales.
En concreto: las recogides en el pian de prevencion de s UMH y en ias planifi;acones preventivas de [as unidades en las que se integrs Ia
investignoon. igumiments, debe promover ks reslizecion de reConoGmienios medicos periodices entre su personal osmplic con los
procedimientos sobre coordinacion de actividades empresarisies en &l caso de que trabaje &n &l centro de trabajo de oirs empress o que
personsl de otrs empresa s= desplace o s inshincones de (s ULMH; y sbender o Ins obligadones formatims del permesl en maters de
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COMITE CE ETICA E INTESRIDAD EN u&:&'ﬂmﬂdn
VICERRECTORADC DE INVEST) N
UMIVERSIDAD MIGUEL HERMAMIDEZ DE ELCHE
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