A History of Hemophilia Treatment Factor Replacement to Gene Therapy

Flora Peyvandi:

O objetivo da minha apresentacédo, e de muitas atividades do ISTH durante
0s préximos anos, € educacao, especialmente no dificil campo da terapia
genética, além do entendimento de como a terapia genética funciona, o que
isso significa para o paciente e para o médico, e de que forma podemos
alcancar esse objetivo e 0 que precisamos saber?

O tratamento da Hemofilia é uma terapia de reposi¢cdo com base na
administracdo endovenosa de um fator de coagulacéo deficiente. No caso da
hemofilia A, administramos o fator VIII. Na hemofilia B, seria o fator IX.

Houve uma ampla mudanca no tratamento de pacientes com hemofilia,
representando uma grande evolucdo desde os anos 50 quando um paciente
com hemofilia era tratado com sangue total. Depois foi indicado o tratamento
com PFC, com crioprecipitado e, a seguir, nos anos 70, com produtos
derivados do plasma. Infelizmente, tivemos um periodo sombrio no
tratamento de pacientes com hemofilia, com infec¢des de nossos pacientes
com hepatite C e HIV.

Posteriormente, durante os anos 90, tivemos a oportunidade de usar 0s
dados de clonagem dos fatores VIl e IX obtidos de ATs, com a primeira
geracao do fator VIl recombinante chegando ao mercado em 1992, em 1994
tivemos a segunda geracgdo do fator IX recombinante e assim por diante.
Houve uma grande melhora na qualidade dos fatores, com o uso de cada
vez menor de proteinas humanas, tornando-os cada vez mais seguros.

O problema causado pelas infec¢des associadas a HIV e HCV ja se encontra
guase resolvido, assim como as infecgfes relacionadas a outros
hemoderivados. Chegamos a 2015 com a quarta geragao do fator VIl
recombinante, que ndo contém em sua formulagdo nenhum tipo de proteina
humana.

O melhor aspecto dessa evolugdo mencionado foi seguranca.
Definitivamente isso foi uma mudanca, entendemos os dois sistemas de
inativacdo do virus, por tratamento térmicos e por solventes detergentes,
assim como purificagéo adicional, como filtragem e as novas técnicas,
tornando o produto cada vez mais seguro.

Ao mesmo tempo, as estratégias de tratamento do paciente também
estavam mudando. No inicio os pacientes eram tratados apenas no
momento do sangramento; mas depois, entendemos que o0s quadros clinicos
dos nossos pacientes portadores de hemofilia leve ou moderada eram
significantemente diferentes em comparacao aqueles com menos de 1% de
atividade, chamado hemofilia grave.

O numero de episodios de sangramento espontaneo em pacientes com
fatores residuais minimos, cerca de 1 a 3%, foi muito menor em relagédo aos
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pacientes graves. Esse foi um ponto de ensino importante para 0s hossos
médicos, no sentido de mudar o fen6tipo do paciente com tratamento
profilatico, uma infusao intravenosa do fator de coagulacao deficiente, para
mudar o quadro de manifestacdo de sangramento nos NOsSso pacientes. ISso
ainda é feito para pacientes com hemofilia A com infusdes intravenosas 2 a 3
vezes por semana e cerca de 2 vezes por semana para pacientes com
hemofilia B.

A seguranca melhorou significantemente, mas ainda nao era facil para os
pacientes, especialmente criangas e adolescentes, receberem 2 a 3 infusfes
intravenosas [semanais]. Era complicado, especialmente se 0 acesso venoso
nao estivesse perfeito - se a crian¢a nao tivesse um bom acesso venoso.
Isso era dificil para os pais. O problema de trombose, infeccdo. Todos esses
fatores estavam criando uma situagcao muito dificil.

Essa situagao resultava da curta meia-vida dos fatores, o que estava
associado a frequéncia das injecdes e, ao mesmo tempo, estadvamos
observando titulos altos e baixos muito frequentemente. Os niveis eram altos
imediatamente apos a inje¢cdo e muito mais baixos apés 8 a 12 horas,
significando que nossos pacientes ndo estavam completamente protegidos
porgue 0s niveis ndo eram estaveis, e esse era 0 aspecto terapéutico que
precisava mudar. NOs precisdvamos de mais prote¢cdo para nossos
pacientes.

Entretanto, os padrées do produto, estavam realmente mudando a qualidade
de vida dos nossos pacientes, com tratamento em casa, com terapia
profilatica, mas ainda ndo eram sub6timos. E foi esta a razéo, ao longo dos
ultimos dez anos, para a melhora significativa do tratamento da hemofilia
com novas opgoes terapéuticas que estavam tentando otimizar o manejo dos
pacientes com e sem inibidores.

E o que vem a ser um inibidor? Inibidores sdo aqueles anticorpos,
principalmente contra o fator VIl e as vezes contra o fator IX, que
neutralizam a atividade do fator; os pacientes ndo podiam mais ser tratados
com o fator VIII e precisavam de uma terapia mais intensiva e de um
tratamento mais caro, chamado de agente de bypassing.

Quais sdo essas novas opgoOes terapéuticas? Trés estratégias compdem o
novo tipo de tratamento que se iniciou nos Ultimos anos e esta progredindo
sensivelmente. Um s&o produtos com meia-vida estendida; o segundo € uma
terapia sem reposicao; o terceiro € a terapia genética. Eu estou apenas
procurando mostrar onde estamos com os resultados de cada categoria de
produtos.

Como produtos com meia-vida estendida, dois tipos de estratégia tém sido
usados. O primeiro, no lado esquerdo, é a PEGuilagéo, que significa um
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acoplamento quimico de polietileno glicol que se liga ao fator VIII
recombinante capaz de aumentar o volume hidrodindmico das moléculas.
Isto leva a diminuicdo da a depuracéo desta molécula pelo rim. O tamanho
da PEGuilacdo poderia ser diferente, de 5 quilodaltons para 10, 20, 40 ou as
vezes, 60 quilodaltons.

A segunda categoria de produtos foram proteinas de fusao, que podiam ser
feita pela ligacé@o por fusédo de um fragmento cristalizavel, Fc, regido de uma
imunoglobulina IgG, ou poderia ser albumina, capaz de se ligar ao fator VI
recombinante ou fator IX. E mesmo esta estratégia reduz a depuracdo da
molécula pelo rim e aumenta a meia-vida do produto na circulacéo; o
fragmento Fc e a albumina sao reciclados pelo receptor do Fc ligante na
superficie das células endoteliais, 0 que aumenta a meia-vida das moléculas.

Como eu disse, as tecnologias eram PEGuilacéo e fusdes. Diferentes
empresas tentaram usar essas duas estratégias, produzindo, no total, quatro
produtos do fator VIUI, trés PEGuilados e um Fc de fuséo do fator VIII
recombinante além de trés produtos com meia-vida estendida do fatores IX,
cada um por cada tipo de técnica, um PEGuilado, um produto glico-
PEGuilado do fator 1X, um produto Fc de fusdo do fator e um produto de
fusdo da albumina do fator IX.

A pergunta principal é qual desses produtos funciona melhor em termos de
seguranca e eficacia, e sera que temos dados suficientes para entender,
como médicos, qual produto € mais seguro ou melhor que os outros?

Eu tentei reunir todos os dados e me parece que, para o fator VIII, estamos
atingindo um aumento de cerca de 50 a 60% vezes e iSSO é mais ou menos
similar para todos os produtos. Se fizermos a associacdo e considerarmos o
efeito que este tipo de aumento teve na vida dos pacientes, veremos que ele
esta reduzindo o numero de infusdes anuais em cerca de 30 a 35% nos
pacientes com hemofilia A.

E sobre a protecdo? Como vocé pode lembrar, eu expliquei que profilaxia é
um método para manter o nivel do fator VIII ou fator IX acima de 1%; mas
com o padrao do produto e a frequéncia atual de infusdes, era muito dificil
atingir esse nivel minimo de 3 a 5% para a protecdo dos pacientes. Aqui
podemos ver que alguns pacientes poderiam alcangar 3% ou até um pouco
mais.

Se reunirmos todos esses dados, podemos concluir que com o uso de
produtos com meia-vida estendida, pacientes com hemofilia A grave
poderiam ser convertidos para um fen6tipo moderado. Isso significa um
menor nimero de sangramentos e um menor numero de infusdes.
Precisamos de mais dados da vida real para entender a eficacia nesses
pacientes no futuro.
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Em termos de hemofilia B para os produtos com meia-vida estendida, temos
observado que produtos com fator IX funcionam muito melhor e os
resultados foram muito mais animadores. Foi observado um aumento de
cerca de 3 a 6 vezes entre produtos Fc, albumina e produtos PEGuilados.
Isso significa que o numero de infusGes nos pacientes com hemofilia B foi
associado a uma reducdo de quase 50 a 65%. E, em especial, o nivel
minimo foi significantemente aumentado até 5 a 10 unidades internacionais.
Isso no quadro clinico de um paciente significa que pacientes com hemofilia
grave poderiam ser convertidos em um fenétipo leve. E isso significa muito -
significa uma mudanca significativa na qualidade de vida de pacientes com
hemofilia B.

Se tivermos que concluir sobre os produtos de meia-vida estendida do fator
IX, podemos dizer que atingimos o alvo, e, até para o fator VIl podemos
dizer que conseguimos um resultado parcial; porém, apesar da reducéo de
30 a 35% do fator VIII ser interessante, queremos mais.

Por que existe essa limitagdo? N6s obtemos um menor niumero de infusdes,
alcangamos um nivel minimo mais elevado e observamos uma diminui¢do no
sangramentos, o que significa mais dados da vida real no futuro; mas nao
alcangamos o resultado completo pelo qual esperavamos.

Por que razéo isso estava acontecendo? Estava acontecendo porque o fator
VIl circulante leva consigo ao circular carreadores, que € o fator de von
Willebrand. E a meia-vida do fator von Willebrand na circulagéo é de 18
horas. E ndo podemos ter uma extensado maior do que aquela do fator de
von Willebrand se ndo mudassemos nossa estratégia. Por esta razdo as
futuras geracdes dos produtos de meia-vida estendida contém um fragmento
do fator von Willebrand. De fato, dois deles ja estdo disponiveis, ainda ndo
no mercado, mas em estudos clinicos.

O primeiro é uma molécula de Fc do fator VIII recombinante adicionado ao
fator de von Willebrand D’D3 com o XTEN, um polipeptidio biodegradavel
esse baixo clareance renal. A segunda molécula é o fator VIII recombinante
de cadeia Unica infundida com albumina; novamente uma proxima geragao
do produto com meia-vida estendida, e essa molécula também é adicionada
ao fator de von Willebrand D’'D3.

Se olharmos os resultados da primeira molécula que mencionei, o fator
recombinante Fc von Willebrand XTEN parece ser muito interessante, e o
estudo de fase 1/2a em pacientes com hemofilia grave mostrou uma
extensao de até 37 horas. A média de atividade do fator VIII era de 13% a
cada cinco dias, e de 5,6% sete dias apds a infuséo. Isso significa mudar
significativamente a qualidade de vida de pacientes com hemofilia A também
no futuro.
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Passando para o segundo grupo de tratamentos, temos a terapia sem
reposicao para pacientes com hemofilia, com um mecanismo de acao
diferente. Aqui nds ndo estamos administrando o fator VIII ou fator IX. Nosso
tipo de acéo é diferente. Podemos usar a inibicdo de anticoagulantes ndo
naturais. Com isso, podemos preparar uma geragéo de trombina obtendo
uma hemostasia mais eficaz, o que poderia ser feito pela inibicdo da proteina
C ativada, podendo ser feito com o uso do fator inibidor da via de inibi¢do do
pelo uso de anticorpos monoclonais. Podemos realizar a infra-regulagéo da
transcricdo da antitrombina e do RNA silenciando o RNA,; e isso, novamente,
seria o efeito anticoagulante ou podemos usar um método completamente
diferente fazendo o bypass ou mimetizando o fator VIII usando um anticorpo
monoclonal biespecifico contra o fator IXa e fator X.

Tenho certeza de que no futuro encontraremos ainda mais novos tipos de
estratégia, mas € isso que sabemos sobre hemostasia e seus mecanismos
de acao diferentes. Ter mecanismos de acao diferentes, significa que a
medicao dos fatores VIl e IX ndo € suficiente. Precisamos aprender que tipo
de ensaio temos que usar e como devemos avaliar a eficacia da hemostasia
guando usamos esses produtos, especialmente durante o sangramento
guando estamos combinando esses produtos com outros tipos de agentes e
produtos hemostaticos.

O Unico produto ja disponivel sdo os anticorpos humanizados biespecificos
gue vou mostrar; os demais estdo em estudos clinicos, alguns na fase 2
avancando para a fase 3, e logo a maioria deve estar disponivel. O SerpinPC
estd em ensaios pré-clinico e logo estard em um estudo clinico de fase 1.

Emicizumabe - novamente, uma estratégia de tratamento completamente
nova, chamada de ACE IX-X ou emicizumabe, é o anticorpo quimérico
humanizado biespecifico contra o fator IXa e fator X. Isso significa que este
produto mimetiza a fungéo do cofator do fator VIII, ligando-se ao fator IXa
com um braco e ao fator X com o outro, colocando-0s em uma posicao
especialmente apropriada e promovendo a ativacéo do fator 10 pela
catalisacdo do fator 9a. Este tipo de propriedade estd mudando
significantemente o tratamento de pacientes afetados pela hemofilia A, com
e sem inibidor, e poderia ser usado para os dois grupos de pacientes como
foi mostrado neste desenho.

A FDA e a EMA aprovaram emicizumabe para profilaxia em pacientes
adultos e pediatricos com hemofilia A com ou sem inibidores. No inicio foram
usadas doses de 3 mg/kg uma vez por semana durante as primeiras quatro
semanas, seguido por 1,5 mg uma vez por semana, como dose de
manutencgédo, e agora esse intervalo poderia ser de duas semanas ou até de
quatro semanas no futuro.
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Ele ndo poderia ser usado para tratamento sob demanda, durante
sangramento ativo, e se destina unicamente a profilaxia. Atualmente este
produto esta disponivel nos Estados Unidos para pacientes com e sem
inibidores, e esta disponivel na Europa principalmente para pacientes com
inibidores e em alguns paises europeus, também pode estar disponivel para
pacientes sem inibidores.

No inicio do estudo clinico de emicizumabe, tivemos trés episédios de
microangiopatia trombética, particularmente associado ao complexo de
protrombina ativada com dose alta nas primeiras 24 horas, mas depois
entendemos que a combinagcdo com este medicamento poderia ser
prejudicial para os pacientes. Em seguida tentamos mudar a estratégia
terapéutica para outros agentes de bypass e depois disso ndo tivemos mais
nenhum outro caso de MAT.

Alguns eventos tromboticos e dez casos de morte foram relatados; trés
ocorreram durante o uso do produto por uso compassivo. Foi relatado um
caso de anticorpo neutralizante contra o0 medicamento. Agora, estes dados
também estdo chegando, especialmente para o relatorio de mortalidade,
gue, como podemos reconhecer, ndo tinhamos os dados para todos os
outros tipos de produto. Assim, precisamos de uma boa vigilancia pos-
registro para analisar a seguranga e eficacia, ndo apenas para deste
medicamento, mas para cada novo medicamento no futuro, a fim de
entender como estdo atuando e qual a seguranca desses produtos.
Atualmente, o nimero relatado até agora € aquele que mostrei nos slides.

Em suma, poderiamos dizer que as novas estratégias terapéuticas parecem
alterar significantemente o tratamento de pacientes e causar uma melhora
significativa no controle de sangramentos relativo ao padrao atual de cuidado
de pacientes, com e sem inibidores. Ainda permanecem algumas questdes
de seguranca que requerem a implantacao de estratégias para mitigacao de
risco. Desses, alguns ja foram iniciados e alguns ainda precisamos entender
melhor, porque os pacientes tratados, especialmente sem a terapia de
reposicéo, ndo sdo mais pacientes graves, eles sdo mais moderados, e
precisamos aprender melhor como trata-los durante um sangramento agudo.

Minha recomendacéo seria a observacao de longo prazo e planos
educacionais para pacientes e médicos. Precisamos ensinar nossos médicos
nao especialistas e N0ssos pacientes, que esses medicamentos sdo
diferentes e que eles precisam conhecé-los melhor, e n6s precisamos
entender melhor de que forma estdo agindo.

A Ultima categoria, que sao terapias genéticas, € a reposicao do gene
disfuncional com um gene exdgeno funcional que cura ou causa uma
expressao de longo prazo do gene que néo era funcional.
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Os estudos pré-clinicos da terapia genética comecaram em 1997 até 2006 e
0 primeiro ensaio clinico usando AAV2 foi usado pela Avigen em 2006, como
falei, na hemofilia B. Todavia, a expressdo permaneceu apenas por um
periodo curto de tempo. Depois de quase quatro anos, o grupo do Professor
Amit Nathwali e Ted Tuddenham na University College de Londres,
juntamente com nossos colegas do St. Jude’s Children’s Research Hospital
usaram o novo vetor, AAVS, e trataram 0s primeiros pacientes com hemofilia
B grave; os primeiros seis pacientes tratados com trés diferentes dosagens
mostraram um bom resultado. A partir dai, 0 nimero tem aumentado até dez
pacientes, e por agora estamos ha cerca de 9 anos do inicio da terapia
genética, nenhuma questéo de seguranca foi notada e o nivel de expresséo
continuou quase estavel. Esse foi um resultado muito importante no campo
da hemostasia obtida por esse grupo em Londres.

Depois desse resultado, varias empresas comecgaram a usar a estratégia de
terapia genética associada com diferentes dosagens, e depois foram
inseridos novos componentes de mutacgéo relatados pelo grupo de Padua, a
variante do gene que foi capaz de aumentar o nivel de expresséo. Com isso,
a segunda geracao de terapia genética comegou com cerca de 18 a 33%
relatado por Spark, expressdo agora também disponivel com os resultados
de uniQure. Isso estd mudando o quadro de tratamento de pacientes com
hemofilia B grave.

Para hemofilia A, como vocé sabe, a terapia genética é ainda mais
complicada, porque o gene € maior e mais complexo. Assim, diferentes
métodos e estratégias, como a otimizacdo de codons, delecdo do dominio B
com o promotor especifico do figado, tém sido usados, e a expresséo
genética in-vivo foi usada em camundongos e primatas ndo humanos entre
2004 e 2011; o primeiro ensaio clinico de terapia genética em humanos foi
feita usando AAVS5 por BioMarin, e este resultado foi publicado no New
England Journal of Medicine mostrando resultados interessantes.

Nesta tabela vocé pode ver como as coisas estdo caminhando, existem
diferentes empresas tentando trazer o uso de diferentes niveis de vetor pelo
emprego dos vetores AAV2, AAV5 e AAV8. Novamente, como eu falei,
diferentes expressodes do fator 8 tém sido alcancados. BioMarin veio com a
normalizacdo da expresséo do fator 8, um resultado surpreendente, agora
esperamos ver um bom resultado, como foi relatado pelo comunicado da
BioMarin, que eles tinham disponivel junto ao leito para um ensaio clinico de
fase 3 durante o ISTH deste ano em Melbourne. Igualmente, também outras
empresas estdo trazendo resultados interessantes.

Resumindo o que tentei dizer nesta meia hora de apresentacdo, somado ao
gue falei sobre produtos com meia-vida estendida e sem terapia de
reposicao, a terapia genética também parece ser uma abordagem poderosa
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no manejo de hemofilia e poderia oferecer um resultado de longo prazo.
Finalmente, no futuro, usando outros tipos de vetor, como lentiviral ou até
estratégias como edicdo, poderao levar a uma cura definitiva. Contudo,
podemos dizer que os resultados de ensaios clinicos de terapia genética
usando o vetor viral adenoassociado mostram, sem duvida, a expressao de
longo prazo com o fator IX. O resultado com o fator VIII sera relatado durante
0 ISTH apds trés anos.

Naturalmente, em todos esses pacientes, nossa sociedade tem uma grande
responsabilidade de ensinar todos os médicos, cientistas e pacientes como
fazer o seguimento e a vigilancia de longo prazo em termos de ganho,
seguranca e eficacia. Precisamos também projetar um conjunto de dados
minimo que ser& usado por todos os centros. Todos 0s pacientes tratados
com terapia genética devem estar nesse banco de dados e, bancos de
dados nacionais e internacionais, devem ter um link disponivel dos bancos
de dados nacionais; os reguladores devem ter acesso a esses dados e a
academia. Este tipo de coleta de dados independentes deve nos dar
informacdes claras quanto a se esses tipos de estratégia sao bons e
eficazes, como estamos vendo agora.

Questbes criticas. Esta tudo lindo, mas eu ainda penso que precisamos ficar
de olho na durabilidade da expresséo do fator de coagulagéo na terapia
genética. Precisamos entender porque, 8-12 semanas apos a inje¢do, ha um
aumento das enzimas hepéticas e qual € o elemento em alguns pacientes
causando o aumento desta enzima. Ademais, os perfis de seguranca de
diferentes sorotipos de AAV precisam ser entendidos: o efeito do processo
de fabricacdo do vetor e o nivel de expressdes e a variabilidade entre os
diferentes pacientes e a variabilidade do vetor entre lotes.

A potencial genotoxicidade, é extremamente importante, e precisamos
entender se temos integrados vetores de entrega de genes ao figado. Se
existe risco, qual a percentagem dessa integracdo e se ela é segura? No
futuro seria muito importante termos alguns dados sobre bidpsias hepaticas
de pacientes que foram tratados com terapia genética.

Finalmente, precisamos entender que tipos de ensaios laboratoriais
precisamos realizar, caso contrario o que estamos alcangando com um
estudo clinico é diferente do outro e ndo poderemos comparar a eficacia dos
resultados alcangados com dois tipos diferentes de estratégia.

Muito obrigada pela sua atencéo.
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