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DESCRIPCION

Factor von Willebrand o factor VIl y factor de von Willebrand para el tratamiento de coagulopatias inducidas por
inhibidores de los trombocitos.

La presente invencion se refiere a un Factor von Willebrand para uso en el tratamiento y/o la prevencion de un
evento de sangrado asociado con una trombopatia inducida por sustancias inhibidoras de los trombocitos. La
presente invencion se refiere también a una composicion que comprende VWF y una composicién que comprende
FVIII para uso simultaneo, separado o secuencial destinado a utilizacion en el tratamiento y/o la prevencion de un
evento de sangrado asociado con una trombopatia inducida por sustancias que inhiben los trombocitos que son
inhibidoras del receptor de ADP o una combinacion de un inhibidor de la ciclooxigenasa y un inhibidor de ADP.

Un desequilibrio de los componentes de la coagulacion o el sistema fibrinolitico se manifestara clinicamente en
trombosis o hemorragia, respectivamente. Ambas situaciones patoldgicas pueden constituir una amenaza para la
vida. Después de un evento trombdtico, v.g. durante un infarto agudo de miocardio, se intentara intervenir en el
equilibrio actual de lisis y coagulacion. El sistema fibrinolitico se vera favorecido v.g. por administracion de
estreptoquinasa (SK) o activadores del plasminégeno (t-PA, u-PA) para disolver el coagulo de sangre existente. La
activacion de los trombocitos se inhibe o se reduce por inhibidores de los trombocitos. Con ello, los vasos obstruidos
por un trombo se recanalizaran y se evitara la formacion de un nuevo trombo. Los inhibidores de las funciones de los
trombocitos pueden actuar en sitios diferentes. Los inhibidores de la ciclooxigenasa (v.g. acido acetilsalicilico)
previenen la formacion de tromboxano A; (TXA:) que es un activador potente de la funcion de los trombocitos. Los
antagonistas de los receptores de ADP en la superficie de los trombocitos (v.g. Clopidogrel, Ticlopidina) previenen la
fijacion del ADP activador de los trombocitos a su receptor y previenen la activacion de los trombocitos. El receptor
de fibrinégeno en la superficie de los trombocitos, la Glicoproteina IIb/llla (GP lIb/llla), induce la agregacion de los
trombocitos después de la fijacion de su agonista fibrindgeno (o VWF). Los anticuerpos monoclonales contra GP
IIb/llla (v.g. Abciximab) o antagonistas de receptores como Eptifibatida o Tirofiban previenen también la agregacion
de los trombocitos.

Por otra parte, es necesario cierto potencial para formar un trombo después de la lesién de un vaso a fin de prevenir
la hemorragia en estos lugares. La terapia de una hemorragia que evoluciona de modo implica potencialmente
amenazante para la vida durante la terapia con inhibidores de los trombocitos incluye la interrupcion de esta terapia
y la administracion de mejoradores de la coagulacion. Dichos mejoradores de la coagulacion consisten, entre otros,
en factores de coagulacion parcialmente pre-activados tales como el producto comercializado FEIBA® (Baxter) o el
factor recombinante de la coagulacion Vlla (NovoSeven®, Novo Nordisk). Fundamentalmente, estos mejoradores de
la coagulacion dan como resultado una reduccién de los efectos terapéuticos de la inhibicién de los trombocitos.
Dickneite et al. (Dickneite G, Friesen H.-J., Kumpe G, Reers M, 1996 Platelets 7, 283-290, Dickneite G, Nicolay U,
Friesen H.-J., Reers M, 1998 Thromb Haemost 80, 192-8) describen el uso de VWF y Haemate® (CSL Behring)
como mejorador de la coagulacion durante un evento de sangrado inducido por el inhibidor de trombina
recombinante Hirudina.

Una medida cuantitativa de los efectos anti-coagulacion y fibrinoliticos en la clinica son procedimientos de diagnoésti-
co diferentes como la tromboelastografia, el ensayo de generacion de trombina, el tiempo de tromboplastina parcial
activado (aPTT) o el tiempo de protrombina (PT). Un método para evaluar la prevencion de una hemorragia grave en
situaciones experimentales es el sangrado de 6rganos después de una lesion traumatica (Dickneite G, Doerr B,
Kaspereit F, 2008 Anesth Analg 106, 1070-7).

De acuerdo con investigaciones mecanisticas concernientes a la aparicion de hemostasis después de la lesién de un
vaso, los trombocitos se fijaran fundamentalmente a las fibras de colageno subendoteliales por la via del factor von
Willebrand (VWWF). vVWF es el tnico factor con capacidad para fijar eficientemente los trombocitos a velocidades de
cizallamiento tanto bajas (v.g. en el area venosa) como a velocidades de cizallamiento altas (v.g. en la regién arte-
rial, coronaria o en la estenosis de vasos inducida por placa) por fijacion al colageno expuesto (Ruggeri ZM, Semi-
nars in Hematology, 1994, 31, 229-239). La agregacion subsiguiente de los trombocitos y una retraccion y
contraccion subsiguiente de las plaquetas agregadas por la accion de la trombina induce un tapéon hemostatico du-
rante la hemostasis secundaria (Hemker HC, y Poliwoda H, 1993, 1-18, Barthels M y Polidowa H, Thieme, Stuttgart,
Alemania).

En la actualidad vWF es la mayor proteina plasmatica conocida. La misma es una glicoproteina multimera con dos
propiedades bioldgicas. En las lesiones locales de vasos, la misma media la adhesién de los trombocitos seguida
por formacion de trombo y actia como un portador para el factor VIl procoagulante de la coagulaciéon (Ruggeri ZM,
1993 Current Opinion in Cell Biology, 5, 898-906). VWF se encuentra en ciertas cantidades en una forma exenta de
factor VIl en las células subendoteliales y se almacenara en una forma exenta de factor VIl en los granulos a de los
trombocitos. Los trombocitos tienen dos receptores para vVWF. En primer lugar, GP Ib en el complejo GP Ib-IX-V, y
en segundo lugar GP lIb-llla (Ruggeri ZM, 1994 Seminars in Hematology, 31, 229-239). Por la via de su primer re-
ceptor, VWWF induce una adhesion de los trombocitos en el lado de la lesion del vaso, lo que va seguido por fijacion
de VWF y/o fibrinégeno al receptor GP llb/llla y soporta la agregacion subsiguiente de los trombocitos. De acuerdo
con estos antecedentes, se discute en la bibliografia el uso de inhibidores para la fijacion de VWF como principio
para un farmaco anticoagulante (Alevriadou BR, Moake JL, Turner NA, Ruggeri ZM, Folie BJ, Phillips MD, Schreiber
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AB, Hrinda ME, Mclintire 1V, 1993, Blood 81, 1263-1276M; Grainick HR, Williams S, McKeown L, Kramer W, Krutzsch
H, Gorecki M, Pinet A Garfinkel LI, 1992 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89, 7880-7884).

Existe todavia una gran necesidad médica de reducir o prevenir los efectos adversos de una hemorragia después de
la administracion de inhibidores de los trombocitos. Por consiguiente, el problema técnico que subyace en la
presente invencion es la provisién de medios y métodos para tratar con éxito un evento de sangrado causado por la
administracion de sustancias inhibidoras de los trombocitos que son inhibidores de ADP o combinaciones de
inhibidores de ADP con inhibidores de la ciclooxigenasa.

La solucion para este problema técnico se consigue proporcionando las realizaciones caracterizadas en las
reivindicaciones.

Sorprendentemente, se ha encontrado que los eventos adversos del sangrado o la hemorragia durante o después
de la administracién de una sustancia inhibidora de los trombocitos se reducian después de la administracion de
factor von Willebrand (vVWF). Por tanto, un suplemento adecuado con una composicion farmacéutica que contenia
vWF antagonizara los eventos adversos de aumento del sangrado subsiguientes a la terapia con antitrombocitos.
Por tanto, se reducen o evitan los efectos adversos resultantes de los efectos de los anticoagulantes o fibrinoliticos.
Para reducir el riesgo de sangrado en los pacientes, el VWF puede administrarse sea profilacticamente o después
del tratamiento anti-trombocitico.

De acuerdo con ello, la presente invencion se refiere a un factor von Willebrand (VWF) para tratamiento y/o
prevencion de un evento de sangrado asociado con una coagulopatia, especialmente una trombopatia, inducida por
sustancias inhibidoras de los trombocitos, que son inhibidores o combinaciones de inhibidores de ADP con
inhibidores de la ciclooxigenasa.

El término "trombopatia" de acuerdo con la presente invencién se refiere a una disfunciéon en los trombocitos
mientras que el nimero de trombocitos es normal o esta alterado marginalmente. Esto puede verse como una
caracteristica diferenciadora de la trombocitopenia, conocida también como trombopenia, en la cual estan presentes
relativamente pocas plaquetas en la sangre. En lo que respecta a la trombopatia, existen cierto nimero de
medicamentos restrictivos de la o las funciones de los trombocitos, v.g. acido acetilsalicilico, diclofenaco, heparina,
penicilina y otros. La trombopatia se conoce también como trombocitopatia, término que se utiliza asimismo en esta
memoria.

En relacién con la coagulacion plasmatica, los trombocitos tienen dos caracteristicas o funciones importantes: la
adhesion al subendotelio por una parte y la agregacion entre ellos por otra parte. De acuerdo con la presente
invencion, el término "sustancias inhibidoras de los trombocitos" se refiere a sustancias que inhiben la agregacion de
los trombocitos. En general, estas sustancias se conocen también como inhibidores de trombocitos o farmacos
antiplaquetarios o inhibidores de la agregacion de las plaquetas, y se administran a los pacientes para evitar el
desarrollo de trombos, especialmente en las arterias, es decir se administran para prevenir v.g. un derrame cerebral,
un infarto de miocardio u otra enfermedad afin.

Por tanto, de acuerdo con la invencién, el término "trombopatia, inducida por sustancias inhibidoras de los
trombocitos" se refiere a una disfuncion en la agregacion de los trombocitos, en tanto que el nimero de trombocitos
es normal o esta alterado marginalmente. En contraste, la trombocitopenia se refiere a una disminucion del nimero
de trombocitos. La trombopatia es inducida por una, dos o mas sustancias que inhiben la agregacién de los
trombocitos. Estas sustancias inhibiran la ciclooxigenasa y/o el receptor de ADP.

Preferiblemente, el término "trombopatia", como se utiliza en esta memoria, no incluye enfermedades hereditarias
como una trombastenia causada por una deficiencia de las glicoproteinas de la membrana plaquetaria (GP) IIb/llla
(Trombastenia de Glanzmann) o sindrome de Bernard-Soulier, causado por una deficiencia de GP Ib. La
trombastenia es una anormalidad hereditaria de las plaquetas de la sangre caracterizada especialmente por
retraccion deficiente del coagulo y a menudo por un tiempo de sangrado prolongado.

En una realizacién preferida del uso del factor von Willebrand en el método de la invencion, el VWF se utiliza o se
administra en combinacion con factor VIII como una combinacion factor Vlll/factor von Willebrand (FVII/VWEF).

Preferiblemente, el VWF o la combinacion FVIII/VWEF se formulan en una composicién farmacéutica, que comprende
opcionalmente un portador, excipiente y/o diluyente farmacéuticamente aceptable.

El término "composicidon farmacéutica" como se utiliza en esta memoria se refiere a una composicion para
administracién a un paciente, preferiblemente un paciente humano. La composicion farmacéutica contempla
alternativamente mixturas de VWF o una combinacién de VWF y FVIIl. En los casos en que la composicion
comprende mas de un compuesto, se entiende que ninguno de estos compuestos tiene un efecto inhibidor sobre los
otros compuestos contenidos también en la composicion.

Se prefiere que dicha composicion farmacéutica comprenda un portador, excipiente y/o diluyente farmacéuticamente
aceptable. Ejemplos de portadores, excipientes y/o diluyentes farmacéuticos adecuados son bien conocidos en la
técnica e incluyen soluciones salinas tamponadas con fosfato, agua, emulsiones, tales como emulsiones
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aceite/agua, diversos tipos de agentes humectantes, soluciones estériles, etc. Las composiciones que comprenden
tales portadores pueden formularse por métodos convencionales bien conocidos. Estas composiciones
farmacéuticas pueden administrarse al individuo a una dosis adecuada. La administracién de las composiciones
adecuadas puede efectuarse de diferentes maneras, v.g., por administracion intravenosa, intraperitoneal,
subcutanea o intramuscular. Se prefiere particularmente que dicha administracién se lleve a cabo por inyeccion y/o
suministro, v.g., a un punto en el torrente sanguineo. El régimen de dosificacion sera determinado por el médico
encargado del tratamiento y por factores clinicos. Como es bien conocido en las técnicas médicas, las dosificaciones
para cualquier paciente dependen de muchos factores, que incluyen el volumen del paciente, la superficie corporal,
la edad, el compuesto particular a administrar, el sexo, el tiempo y la via de administracion, el estado general de
salud, y otros farmacos que se administren concurrentemente.

La composicién farmacéutica de acuerdo con la invencién puede administrarse a un paciente en un intervalo de
dosificacion de 10 a 1000 unidades de VWF por kg de peso corporal. Alternativamente, si se utiliza la combinacion
FVII/VWEF, el intervalo de dosificacion administrado estda comprendido entre 5 y 400 unidades de FVIII por kg de
peso corporal, y entre 10 y 1000 unidades de vWF por kg de peso corporal.

Un intervalo de dosificacion preferido sera entre 30 y 500 unidades de vVWF por kg de peso corporal o,
alternativamente, para la combinacion FVIII/VWF se administrara una dosis de 20 a 200 unidades de FVIIl y 30 a 500
unidades de VWF por kg de peso corporal.

Como composicion farmacéutica que comprende VWF o vVWF y FVIII, respectivamente, utilizada de acuerdo con la
invencion, puede utilizarse cualquier producto comercializado que comprenda vVWF o vVWF y FVIII, v.g., Haemate® P
y Humate® P (CSL Behring) que contienen FVIII ademas de vWF, u otros productos plasmaticos de VWF o
productos VWF o VWF/FVIII fabricados recombinantemente.

El proceso puede monitorizarse por evaluacion periddica. Las composiciones de la invencién pueden administrarse
local o sistémicamente. Las preparaciones para administracion parenteral incluyen soluciones, suspensiones, y
emulsiones acuosas o no acuosas estériles. Ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilen-glicol,
aceites vegetales tales como aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Portadores
acuosos incluyen agua, soluciones, emulsiones o suspensiones alcohdlico/acuosas, con inclusion de solucion salina
y medios tamponados. Vehiculos parenterales incluyen solucion de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y
cloruro de sodio, soluciéon de Ringer lactada, o aceites fijos. Vehiculos intravenosos incluyen restablecedores de
fluidos y nutrientes, restablecedores de electrdlitos (tales como los basados en dextrosa de Ringer), y analogos.
Pueden estar presentes también conservantes y otros aditivos tales como, por ejemplo, antimicrobianos,
antioxidantes, agentes quelantes y gases inertes, y analogos.

En otra realizacion preferida del uso del factor von Willebrand o el método de la invencién, el VWF se utiliza o se
administra para actuar como antidoto.

El término "antidoto", como se utiliza de acuerdo con la presente invencion se refiere a una sustancia que mejora la
funcién reducida de los trombocitos. Por tanto, un antidoto de acuerdo con la invenciéon no es cuestiéon de una
funcién clasica agonista/antagonista, sino que mejora la funcion de los trombocitos que se ha deteriorado por
sustancias inhibidoras de los trombocitos.

En una realizacion preferida de la invencién, el VWF o FVIII/VWF se utilizan o se administran en forma de un
concentrado.

En otra realizacion preferida, el VWF o el FVIII/VWF se ha aislado de plasma sanguineo humano, o se administra
alternativamente como una proteina recombinante.

En el uso del factor von Willebrand en el método de la invencién, la sustancia inhibidora de los trombocitos se
selecciona del grupo constituido por un inhibidor de la ciclooxigenasa, un inhibidor del receptor de ADP o una
combinacién de los mismos. En una realizaciéon mas preferida, el inhibidor de la ciclooxigenasa es acido
acetilsalicilico, y el inhibidor del receptor de ADP es un derivado de tienopiridina, preferiblemente clopidogrel o
ticlopidina. En la realizacion mas preferida, la sustancia inhibidora de los trombocitos es acido acetilsalicilico,
clopidogrel o la combinacion acido acetilsalicilico y clopidogrel.

La presente invencion se refiere adicionalmente a una composicion que comprende VWF y una composicion que
comprende FVIII para uso simultaneo, separado o secuencial destinada a utilizacion en el tratamiento y/o la
prevencion de un evento de sangrado causado por la administracion de sustancias inhibidoras de los trombocitos.
De acuerdo con esta realizacion, el vVWF y el FVIII se utilizan por tanto o se administran en dosis estandar
separadas.

Las figuras muestran:

La Figura 1 muestra los diagramas de caja de pérdida total de sangre (significacion contra el grupo 1 (control
de Plavix®)) en el modelo de clopidogrel de la rata.
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La Figura 2 muestra el diagrama Kaplan-Meier de pérdida total de sangre en el modelo de clopidogrel de la
rata.

La Figura 3 muestra el efecto de Haemate® P 200 U/kg y concentrado reciente de plaquetas de rata (1,6 x
10° PLT/animal) sobre la generacion de trombina/trombograma en plasma rico en plaquetas.

La Figura 4 muestra los diagramas de caja de pérdida de sangre en cerdos después de la administracion de
Clopidogrel/Aspirina®.

La Figura 5 muestra el diagrama Kaplan-Meier de pérdida de sangre en los cerdos después de la
administracion de Clopidogrel/Aspirina®.

La Figura 6 muestra el efecto de la administracion de Clopidogrel/Aspirina® sobre el recuento de plaquetas
en los cerdos.

Sin limitacion de la presente invencion, los ejemplos ilustran la invencion.
EJEMPLO 1:

Influencia de las plaquetas de rata transfundidas combinadas con un concentrado de VWF y FVIII (Haemate® P)
sobre el sangrado en el modelo de clopidogrel de la rata

Se investigd si una dosis de 120 y 200 U/kg de Haemate® P (intravenosa) en combinacion con plaquetas de rata
recién preparadas podria reducir el sangrado en ratas tratadas con clopidogrel. Dos grupos de ratas tratadas con
clopidogrel recibieron Haemate® P (120 y 200 U/kg) sin plaquetas. El estudio se disefié como una prueba abierta, de
7 ramas, con 115 ratas (+60 donantes de plaquetas). El régimen de dosificacion se resume en la Tabla 1.

Tabla 1: Tratamiento de los grupos

No. Tratamiento Dosis / Volumen / Protocolo / Via N (f)

Solucion salina isotonica -/ 1,7 - 2,8 ml/kg peso corp. / inyeccion simple (t=d 2) /i.v.
Solucion salina isotonica -/ 1 ml/animal / inyeccion simple (t=d 2) /i.v.

Solucion salina isotonica -/ 1,67 mUkg peso corp. / inyeccion simple (t=d 2) / i.v.

Plaquetas de rata recientes

Haemate® P

2,8-3x10" / 1ml/animal / inyeccién simple (t=d 2) / i.v.

120 U/kg / 1,67 mUkg peso corp. / inyeccion simple (t=d 2) /i.v.

10
Plaquetas de rata recientes 3x10” / 1ml/animal / inyeccién simple (t=d 2) /i.v.
Haemate® P 200 U/kg / 2,8 mUkg peso corp. / inyeccion simple (t=d 2) /i.v.

15
Plaquetas de rata recientes 2,8x10%/ 1ml/animal / inyeccién simple (t= d 2) / i.v.
Haemate® P 120 U/kg / 1,67 ml/kg peso corp. / inyeccion simple (t=d 2) /i.v.

10
Solucion salina isotonica -/ 1 ml/animal / inyeccién simple (t=d 2) / i.v.
Haemate® P 200 U/kg / 2,8 mUkg peso corp. / inyeccion simple (t=d 2) /i.v.

25
Solucion salina isotonica -/ 1 ml/animal / inyeccién simple (t=d 2) / i.v.
Control negativo para TGA / sin
administracion de solucion salina 2,8 ml/kg peso corp. /i.v.
isotonica 5

Solucién salina isoténica

1 ml/animal / i.v.



10

15

20

25

30

ES 2395855 T3

Plaquetas de rata

La sangre para preparacion de concentrado de plaquetas se obtuvo cuidadosamente por puncion en la vena cava
inferior de las ratas donantes bajo anestesia profunda. Se mezclaron 3,2 ml de sangre con 0,8 ml de citrato trisédico.
Las muestras de sangre se agruparon y se centrifugaron a 900 RPM durante 30 minutos. El plasma rico en
plaquetas se recogié en un tubo nuevo y se centrifugé a 1800-2000 RPM durante 15-17 minutos. El sedimento se
resuspendié suavemente en Tyrode HEPES + 0,3% BSA. Dependiendo de la produccion de plaquetas, los animales
recibieron 1,6-3 x 10° plaquetas lavadas por via intravenosa en la vena de la cola.

Modelo animal

Se indujo la inhibicion plaquetaria’lhemorragia por 2,5 mg/kg de clopidogrel (Plavix®) el dia 0 y el dia 1. Las tabletas
se disolvieron en solucion salina isotdnica y se administraron por sonda esofagica. El dia 2, se transfundieron en la
vena de la cola plaquetas de rata recién preparadas mediante un bolus. Se administr6 Haemate® P inmediatamente
antes de la transfusioén de las plaquetas. 15 minutos después de la administracion de las plaquetas, se determiné la
pérdida de sangre. El volumen de pérdida total de sangre se calculé por medida de la HGB presente en la solucion
salina utilizada para inmersién de la punta de la cola. El corte en la punta de la cola se realizé con un bisturi bajo
anestesia profunda, eliminando aproximadamente 3 mm de la punta de la cola. Inmediatamente después de la
lesion, la punta de la cola se sumergio en solucién salina, y se mantuvo a la temperatura fisioldgica del cuerpo de las
ratas, utilizando un bafio de agua. El periodo de observacion para monitorizacion del sangrado fue 30 minutos.

Sangrado

Se determind la pérdida de sangre como la pérdida total de sangre (t = 0-30 min) y se analizé por un test exacto de
Wilcoxon de dos lados, diagrama de caja y diagrama Kaplan-Meier. El tratamiento oral con clopidogrel dio como
resultado una pérdida total de sangre incrementada (figuras 1y 2, Tabla 2). La Figura 1 ilustra que la pérdida total de
sangre se reducia significativamente en el grupo que recibio transfusion de plaquetas (estadisticas, véase la Tabla
3). La pérdida total de sangre no pudo reducirse por combinacion de transfusion de plaquetas y tratamiento con
Haemate® P comparado con plaquetas solas. Sin embargo, la monoterapia con Haemate® P dio como resultado
una disminucién importante en la pérdida de sangre en el grupo que recibié una dosis de 200 U/kg.

No se observo influencia alguna sobre la pérdida de sangre con 120 U/kg.

Tabla 2: Pérdida total de sangre (ul)

Grupo0 | Grupo1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6
Solucion |Plavix/ Plavix / Plavix / Plavix / Plavix / Plavix /
salina ® ® ® ®
isoténica | Solucion Solucion sali- Haemate-P~ |Haemate-P~ |Haemate-P Haemate-P
salina na isotonica + (120 U/kg + 120 200 U/kg 200 U/kg +
isotonica plaquetas de plaquetas
rata recientes U/kg plaquetas
N 18 20 20 10 10 19 10
Media |103,9 1404,2 9744 914,0 1403,5 1025,6 865,9
SD 125,5 624,3 626,9 676,6 573,3 553,3 483,0
Minimo |11 265 189 42 372 81 165
Mediana |65 1466 960 830 1532 940 852
Maximo |507 2345 2716 2259 2193 2002 1613
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Tabla 3: Estadisticas de la pérdida total de sangre (test exacto de Wilcoxon)

Valorp |Grupo0 |Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6
Solucion Plavix / Plavix / Solucién Plavix/ Plavix / Plavix / Plavix /
salina salina isoténica + ® ®
isoténica | Solucion plaquetas de rata Haemate-P Haemate- |Haemate- |Haemate-P

salina recientes 120 Ukg + P 120 |P® 200 200 Ukg +
isotonica plaquetas U/kg U/kg plaquetas

Grupo 0 |- <0,0001 <0,0001 0,0003 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Grupo 1 |<0,0001 |- 0,0231 0,0529 0,9649 0,0461 0,0278

Grupo 2 |<0,0001 [0,0231 - 0,6284 0,0585 0,6940 0,7249

Grupo 3 |0,0003 0,0529 0,6284 - 0,0821 0,4629 0,9397

Grupo 4 |<0,0001 |0,9649 0,0585 0,0821 - 0,1083 0,0494

Grupo 5 |<0,0001 |0,0461 0,6940 0,4629 0,1083 - 0,4629

Grupo 6 |<0,0001 (0,0278 0,7249 0,9397 0,0494 0,4529 -

Generacion de trombina

El tratamiento con clopidogrel dio como resultado un comienzo retardado de la formaciéon de trombina y una
disminucidn en la concentracion pico de trombina (figura 3). Cuando se administr6 Haemate® P a ratas tratadas con
clopidogrel, se observd un comienzo mas temprano de la formacion de trombina, pero sin aumento alguno de la
trombina pico. La transfusiéon de plaquetas dio como resultado un aumento en el pico de trombina. Se observaron
efectos adicionales o incluso sinérgicos cuando se combinaron plaquetas y Haemate® P: el pico se incrementada y
el comienzo de la formacién de trombina era mas rapido.

Ejemplo 2:

Evolucién temporal del sangrado en los cerdos después de la administracion de Clopidogrel y Aspirina y después de
la infusion adicional de un concentrado de VWF y FVIII (Haemate® P).

Se administraron a cerdos macho castrados durante un periodo de tres dias 75 mg de clopidogrel (Plavix®)
diariamente por via oral mediante sonda esofagica. El tercer dia se administr6 por via intravenosa acido
acetilsalicilico (Aspirina®) en una dosis de 200 mg/kg. 15 minutos mas tarde se administré un bolus intravenoso de
un concentrado que contenia FVIII/VWF (60 unidades/kg de FVIII y aproximadamente 150 unidades/kg de vWF)
(grupo de tratamiento, grupo 3, n = 6). Los animales de control recibieron un volumen apropiado de solucién salina
en lugar del concentrado de VWF y FVIII (grupo de placebo, grupo 2, n = 4). 5 animales no recibieron ni los
inhibidores de trombocitos ni tratamiento con Haemate® P (grupo 1, control negativo). Durante el experimento, se
determinaron los valores PT y aPTT en plasma, la tromboelastografia y la agregacion de los trombocitos se
realizaron en sangre entera. Para la generacién de trombina, se utilizé un test en plasma rico en plaquetas.

La administracién combinada de clopidogrel y Aspirina® conduce a una trombocitopatia con agregacion deteriorada
de las plaquetas y generacion de trombina. Después de lesion en el bazo, se produjo una hemorragia sustancial por
la trombocitopatia. En contraste, la coagulacion plasmatica (PT, aPTT) no se vio influenciada por el tratamiento con
clopidogrel/acido acetilsalicilico. La Figura 6 muestra que no se observé disminucion significativa del recuento de
plaquetas después de la administracion de Clopidogrel/Aspirina®; por tanto, no se ha inducido trombocitopenia
alguna.

En las Tablas 4 y 5, asi como las Figuras 4 y 5, puede verse que en esta investigacion un tratamiento con
Haemate® P reducia significativamente la pérdida de sangre. Asi pues, se ha demostrado que un concentrado que
contenia VWF y factor VIII de la coagulacion era capaz de contrarrestar en parte la trombocitopatia inducida por el
inhibidor de los trombocitos.
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Tabla 4: Pérdida de sangre (ml) después de lesion en el bazo

Grupo 2 Grupo de placebo Grupo 3 Grupo de Tratamiento

(Plavix/Aspirina + sol. salina) |Plavix/Aspirina + Haemate® P

4

811,3

148,5

616

827,5

974

6

387,7

233,9

50

440

670

Tabla 5: Estadisticas de la pérdida de sangre (test de Wilcoxon)

Comparacion

Valor p

Control negativo (Grupo 1) - Grupo de placebo (Grupo 2) 0,0143

Control negativo (Grupo 1) - Grupo de tratamiento (Grupo 3) |0,0285

Grupo de placebo(Grupo 2) - Grupo de tratamiento (Grupo 3) |0,0190
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién constituida por factor von Willebrand (VWF) o FVIII/VWF para uso en el tratamiento y/o la
prevencion de un evento de sangrado asociado con una trombopatia inducida por sustancias inhibidoras de los
trombocitos, en donde la sustancia inhibidora de los trombocitos es un inhibidor del receptor de ADP o una
combinacién de un inhibidor de la ciclooxigenasa y un inhibidor de ADP.

2. Uso de una composicion constituida por factor von Willebrand (VWWF) o FVIII/VWF para la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento y/o la prevencion de un trastorno relacionado con un evento de sangrado asociado
con una trombopatia inducida por sustancias inhibidoras de los trombocitos, que comprende administrar una
cantidad farmacéuticamente eficaz de factor von Willebrand (vWF) a un paciente que se encuentra en necesidad de
ello, en donde la sustancia inhibidora de los trombocitos es un inhibidor del receptor de ADP o una combinacién de
un inhibidor de la ciclooxigenasa y un inhibidor de ADP.

3. La composicién para uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o el uso de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde
el vWF o el FVIII/lVWF se administra para actuar como antidoto.

4. La composicion para uso de acuerdo con la reivindicacion 1 6 3, o el uso de acuerdo con la reivindicacién 2 6 3,
en donde el VWF o el FVIII/VWF se utilizan o se administran como un concentrado.

5. La composicioén para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 3 a 4 o el uso de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en donde el VWF o el FVIII/VWF ha sido aislado de plasma de sangre
humana.

6. La composicién para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 3 a 4 o el uso de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en donde el VWF o el FVIII/VWF se administra como una proteina
recombinante.

7. La composicion para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 3 a 6 o el uso de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en donde el vVWF o el FVIII/VWF se administra al paciente a una dosis
de 10 a 1000 unidades de VWF por kg de peso corporal o 5 a 400 unidades de FVIIl y 10 a 1000 unidades de vVWF
por kg de peso corporal.

8. La composicion para uso o el uso de acuerdo con la reivindicacién 7, en donde el VWF o el FVIII/ VWF se
administra al paciente a una dosis de 30 a 500 unidades de VWF por kg de peso corporal o 20 a 200 unidades de
FVIIl'y 30 a 500 unidades de VWF por kg de peso corporal.

9. La composicioén para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 3 a 8 o el uso de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 8, en donde el inhibidor del receptor de ADP es un derivado de
tienopiridina, preferiblemente clopidogrel o ticlopidina.

10. Una composicion constituida por vVWF y una composicion constituida por FVIII para uso simultaneo, separado o
secuencial para uso en el tratamiento y/o la prevencion de un evento de sangrado asociado con una trombopatia
inducida por sustancias inhibidoras de los trombocitos, en donde la sustancia inhibidora de los trombocitos es un
inhibidor del receptor de ADP o una combinacion de un inhibidor de la ciclooxigenasa y un inhibidor de ADP.
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Figura 1

(0L=U) (81=v) (01=v) (0L=u) {oz=w) (oz=v) (81 =u) (s1)
IHd+00Z &-NH 002 d-NH 0ZL d*NH  Ud+0ZL &NH  Ud + SI S| eajugjos| eujjes
IXin€Id~9  [XIABId-G  /XNB|d-¥  XIABIA-E§  MABld-T  /Xme|d- YORNOST
il .

0
x>

00s

o0oolL

0osli

0002

0082

000€

Pérdida total de sangre (ml)

10



ES 2395855 T3

Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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