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DESCRIPCION

Especialidades farmacéuticas para el tratamiento de trastornos de coagulacién de la sangre que contienen
concentrado de factor Xla sin trombina

Antecedentes de la invencion

La presente invencion se refiere a un concentrado de factor Xla sin trombina ni pirégenos, viralmente seguro y al uso
de un concentrado de factor Xla viralmente seguro para la produccion de una composicién farmacéutica para el
tratamiento de trastornos de coagulacion.

Las lesiones del organismo pueden producir hemorragia grave, con pérdida de sangre masiva e incluso letal. El
organismo se protege contra la pérdida de sangre grave por un mecanismo hemostatico, que produce que la sangre
que sale se coagule, por lo cual la hemorragia se controla y la herida se cierra. Se ha realizado investigacion en el
proceso hemostatico durante el ultimo siglo, y aunque se ha ganado un entendimiento basico, aun esta en marcha.

Segun el presente entendimiento, la rotura de los vasos expone sustancias que desencadenan la coagulacion de la
sangre, de modo que se puede formar un trombo hemostatico. El trombo contiene una red de fibrina y plaquetas, el
recuento de plaquetas supera el recuento sanguineo de 20 a 200 veces. El trombo se adhiere a, y cierra, el sitio
lesionado. La importancia del papel de las plaquetas en la hemostasia se puede ilustrar por el hecho de que
pacientes con afibrinogenemia no tienden a sangrar profusamente, mientras que pacientes con trombocitopenia
grave puede padecer hemorragias no controlables.

El proceso de coagulacion de la sangre implica componentes sanguineos individuales tal como células sanguineas,
microparticulas y plasma sanguineo. La coagulacion de la sangre se produce cuando el fibrindgeno como una
proteina soluble en el plasma sanguineo se convierte en fibrina insoluble por la accién enzimatica de la trombina,
una enzima que separa el fibrindgeno en mondmeros de fibrina soluble vy fibrinopéptidos A y B. Los mondmeros de
fibrina agregan a complejos de mondmeros de fibrina y por ultimo a fibrina insoluble. En pacientes con coagulacion
de la sangre normal, solo aproximadamente un cuarto del fibrinégeno que estaba presente en la cantidad de sangre
de la que se forma un coagulo, se convierte en fibrina. La conversion adicional de fibrinégeno en el coagulo depende
de la cantidad de trombina generada en el mismo (Kumar R, et al.).

La trombina resulta de la protrombina por activacion al final de la cascada de enzimas, donde los factores de
coagulacion que son proenzimas se activan en factores de coagulaciéon activados que son enzimas en un orden
predeterminado. Los factores de coagulacion que no son proenzimas son pro-cofactores, que se convierten
enzimaticamente en cofactores. Cada cofactor aumenta la conversién enzimatica de una proenzima especifica en
una enzima (Mann KG, et al.).

La cascada de enzimas que produce trombina se puede dividir en cuatro rutas diferentes, la ruta extrinseca, la
intrinseca, y la comun, y ademas, la denominada fase de contacto. El presente entendimiento es que en un vaso
sanguineo lesionado, el factor tisular, una lipoproteina unida a células, inicia la ruta extrinseca formando un complejo
con el factor Vlla, y este complejo activa el factor X a factor Xa. El factor Xa forma otro complejo enzimatico,
denominado protrombinasa, que genera trombina a partir de protrombina. Esta ruta, donde el factor Xa genera
trombina, se llama la ruta comun. La generacién del factor Xa por la ruta extrinseca se interrumpe pronto por el
inhibidor de la ruta del factor tisular. Como consecuencia, solo se pueden generar pequefias cantidades de trombina
a través de las rutas extrinseca y comun. Las pequefias cantidades de trombina, sin embargo, desencadenan la
activacion de la ruta intrinseca. Mediante la activacion de la ruta intrinseca se activan grandes cantidades de factor
X, de modo que se genera trombina en exceso a través de la ruta comun. A qué nivel las plaquetas y la fase de
contacto contribuyen a la activacion de la ruta intrinseca es todavia materia de discusién (Walsh P).

En pacientes que padecen trastornos de coagulacion graves toda su vida, incluso sucesos traumaticos menores
pueden producir hemorragias incontrolables. Tales pacientes bien han heredado las deficiencias de factores de
coagulacion especificos o han adquirido las deficiencias en el curso de sus vidas. Los trastornos hemorragicos de
este tipo se denominan hemofilia. La mayoria de los pacientes que padecen hemofilia grave tienen una deficiencia
del factor de coagulacion VIII (Brown S).

El factor de coagulacion VIl es un pro-cofactor, que se transforma enzimaticamente en un cofactor a través de la
ruta intrinseca. Este cofactor acelera la activacion del factor X por tenasa, un complejo del factor VIII-IX activado,
drasticamente, de modo que se puede formar un exceso de trombina a través de la ruta comun. La trombina
convierte el fibrindgeno y el factor Xlll en fibrina y factor Xllla, respectivamente. El factor Xllla, una transglutaminasa,
produce que la fibrina formada se entrecruce, lo que produce una adhesién aumentada de la sangre coagulada a los
bordes de la herida. En el curso adicional, TAFI, una proenzima, se activa a TAFla. TAFla separa el péptido receptor
para plasmina de fibrina, haciendo la fibrina entrecruzada mas resistente contra la lisis. Estos procesos enzimaticos
producen una estabilidad aumentada del coagulo, un aumento en su elasticidad, y un aumento en su resistencia a
lisis.
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Los pacientes con deficiencia en factor VIII forman trombos hemostaticos con dificultad solo. Si forman un trombo, el
trombo es fragil y se disolvera en breve por procesos fibrinoliticos, siendo la razén que la ruta extrinseca esta
alterada en el coagulo y solo se genera una cantidad de trombina insuficiente en el coagulo (Sixma J, et al.).

Una vez que se hizo posible producir concentrados de factor de coagulacion VIII como parte del fraccionamiento del
plasma humano, los hemofilicos con deficiencia en factor VIII se pudieron tratar tan exitosamente que su vida media
de 15 afos se pudo prolongar hasta la de una persona normal.

Se entendié gradualmente que un porcentaje considerable de pacientes que habian sido tratados con éxito con
concentrados de factor VIII se volvieron resistentes a los mismos productos con lo que habian sido tratados. Las
investigaciones del fenémeno llevaron a la conclusiéon de que esos pacientes desarrollaron anticuerpos contra el
factor VIII homologo que habian recibido, que inhibian en gran parte la funcién del factor VIII en el proceso de
coagulacion. Tales hemofilicos, de aqui en adelante denominados pacientes inhibidores del factor VIII, padecian el
mismo destino que pacientes deficientes en factor VIII antes de la disponibilidad de concentrados de factor VIII (van
den Berg H, et al.). El mismo proceso patolégico se produce en pacientes deficientes en factor IX segin se vuelven
resistentes a la terapia de sustituciéon con concentrados de factor IX.

En la década de 1970, los pacientes inhibidores del factor VIl se trataron sin éxito con diferentes especialidades
farmacéuticas hemostaticas. Se supo que solo ciertos lotes de productos que contenian complejo de protrombina
eran eficaces. Las especialidades farmacéuticas que contienen complejo de protrombina contienen varios factores
de coagulacién dependientes de vitamina K, predominantemente factores Il, IX, X'y VII, y, dependiendo del proceso
de produccion, esos factores pueden estar en parte presentes en forma activada (Kelly P, et al. y Kurczynski E, et
al.). El Baxter Group tuvo éxito después en la produccion de tales preparaciones de complejos de protrombina
parcialmente activados y en comercializarlos mediante el nombre comercial de “Autoplex” (Fekete L, et al.).

Aproximadamente al mismo tiempo, Immuno AG tuvo éxito en desarrollar un producto para el tratamiento del mismo
grupo de pacientes, que puentea la alteracion en la cascada de coagulacion y normaliza la coagulacion (Eibl J, et al.
y Turecek P, et al.). Este producto se introdujo mediante el nombre de “FEIBA”. Después de que Baxter Group
adquiriera Immuno AG en 1998, Baxter suspendi6 la produccion de Autoplex y siguié produciendo y distribuyendo
FEIBA en todo el mundo.

A principios de la década de 1980, Novo Nordisk A/S introdujo un producto de factor Vlla recombinante (Hedner U,
et al.) mediante el nombre de “NovoSeven” (Hedner U) para el tratamiento de pacientes con inhibidores de factor VIl
y factor IX y otros trastornos hemorragicos (Roberts H, et al.). Por tanto, dos empresas se convirtieron en lideres en
especialidades farmacéuticas parenterales para el tratamiento de hemofilicos con inhibidores. Segun permite la
estimacion, aproximadamente el 90% del mercado hoy esta cubierto por FEIBA y NovoSeven, representando unas
ventas anuales de 1,5 mil millones de dolares, NovoSeven representa aproximadamente el 60% y FEIBA
aproximadamente el 40%.

La publicacién mas reciente sobre la eficacia de FEIBA y NovoSeven evaluados en un ensayo multicentro
comparativo no describe ninguna diferencia significativa en el porcentaje de pacientes que dejaron de sangrar a las
seis horas del tratamiento. Tampoco ha habido una diferencia en el indice de sucesos adversos, particularmente
trombosis (Astermark J, et al.).

Jan Astermark y col han mostrado que el tratamiento con esos productos produjo hemostasia rapida en solo la mitad
de los pacientes. En aproximadamente el 25 por ciento de los pacientes, la hemostasia se produjo solo después de
dosis repetidas de Feiba o NovoSeven, y solo después de un periodo de tiempo prolongado. Otro 25 por ciento tenia
bien hemostasia insuficiente o la hemorragia no se pudo controlar en absoluto. La frecuencia de sucesos adversos,
particularmente trombosis, era la misma en cualquier grupo.

Desde la introduccién y uso exitoso de estas preparaciones farmacéuticas, ha habido especulaciéon sobre su modo
de accion. En paralelo, e independientemente del mismo, el entendimiento del proceso de coagulacion mismo ha
cambiado y mejorado durante los ultimos 30 afios. Sin embargo, no se ha alcanzado opinidon uniforme o definitiva
sobre su modo de accién (Roberts H, et al.).

Compendio de la invencion

El objetivo de la invencion es proporcionar una especialidad farmacéutica para uso parenteral que sea eficaz en
alcanzar control rapido y sostenido de hemorragia en pacientes con trastornos de coagulacién, y en particular,
pacientes con inhibidores para los factores VIl o IX, y uno que sera mas seguro que los productos actualmente en el
mercado en términos de sucesos adversos, incluso si se da a dosis altas. Ademas, el coste de producirlo no debe
ser mayor que los que los productos actualmente en el mercado. La mejora del proceso de coagulacion en estos
pacientes debe consistir no solo en un acortamiento de los tiempos de coagulacién y hemorragia sino ser
principalmente logrado en el coagulo mismo, donde se debe generar una cantidad de trombina que se compare con
€sa en una persona sana.
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Para que un producto se administre por via parenteral, es importante que no contenga actividad trombina y/o que no
genere trombina antes de la administracién. Los concentrados de factor XlI puro no contienen trombina y no generan
trombina durante el almacenamiento ni durante la liofilizacién, reconstitucion o antes de de la administracion.
Cuando se afaden otros factores de coagulacion, no activados y activados para la formulacion, se necesita usar
mucho cuidado para mantener esta ausencia de trombina. Lo Ultimo es de extrema importancia para la seguridad del
producto, la aplicacion parenteral de trombina tiene el potencial de crear trombosis o CID. Cuando se produce
trombina para aplicacion tépica, se puede usar factor Xl o factor Xla en el proceso de produccion y se puede, si asi
se desea, eliminar en el curso posterior de producciéon sin que la actividad tépica de la trombina afecte a la
hemostasia en ninguna manera negativa.

En la mayoria de los pacientes que padecen hemofilia, sea debido a la falta de factor VIII o factor IX, la ruta de
coagulacion intrinseca esta fuertemente disminuida. Esto es particularmente cierto de pacientes que tienen
anticuerpos contra uno u otro de estos factores. En personas con coagulacién de la sangre normal, mas del 90% de
la trombina se genera por la ruta intrinseca, tres cuartos de la trombina se forman en el coagulo mismo. En
pacientes con hemofilia, la cantidad de trombina generada en el coagulo es insuficiente, de modo que no pueden
formar coagulos de sangre que persistan durante un periodo extendido de tiempo como seria necesario para
sostener la hemostasia.

Segun la invencion, se puede generar una ruta intrinseca alternativa por factores activados de la fase de contacto en
presencia de fibrina y/o complejos de monémeros de fibrina. Cuando se afiade el factor XI, completa o parcialmente
activado, a la sangre, plasma rico en plaquetas o pobre en plaquetas de los pacientes con hemdfilia, la generacion
de trombina en el coagulo se normaliza. Esto mejora la calidad del coagulo formado considerablemente, lo que se
refleja en un aumento en el médulo de elasticidad y la resistencia frente a la lisis.

La inactivaciéon de virus por solvente/detergente se logra mejor antes de la purificacién cromatografica del factor o
factores, de modo que el solvente/detergente se puede separar. Se puede lograr eliminacion adicional de virus
mediante nanofiltracién, ultrafiltracion, y/o calentamiento en estado liofilizado. Los factores o cofactores seguros
respecto a virus activados, parcialmente activados o no activados y sus derivados se almacenan después a
temperatura de nevera o congelados antes de la formulacion de la especialidad farmacéutica.

Para estabilizar los factores Xll y X| y sus derivados, se afiade cininégeno de alto peso molecular, un cofactor de la
fase de contacto, preferiblemente cininogeno pobre en bradicinina. De la misma manera, se puede usar el
cininégeno de alto peso molecular de cadena larga separado por reduccion.

Para acelerar el proceso de coagulacion y hemostasia, se pueden afadir factores activados y no activados del
complejo de protrombina durante la formulacion.

Tales factores de coagulacion activados o no activados asi como concentrados de factor Xla formulados deben estar
libres de trombina o deben no generar trombina antes de la aplicacion.

El tratamiento con factores, en particular con factores activados de la fase de contacto, puede estar acompafiado por
un riesgo de trombosis. Para reducir este potencial riesgo, se aiaden serpinas de baja avidez u otros inhibidores de
proteasas homoélogos a los concentrados de factor de coagulacion de la fase de contacto para prevenir la activacion
durante el almacenamiento y/o aplicacion.

La adicion de serpinas de baja avidez u otros inhibidores de proteasas apropiados puede prevenir la autoactivacion
de factores de coagulaciéon no activados, hasta el nivel presente en la especialidad farmacéutica, durante el
almacenamiento y/o aplicacion.

Por tanto, la invencién se dirige al uso de un concentrado de factor Xla sin trombina o un concentrado de factor de
coagulacion sin trombina que contiene factor Xla para la producciéon de una preparacion farmacéutica aplicable por
via parenteral que no forma trombina durante o después de la liofilizaciéon, almacenamiento y reconstitucion.

Una forma de realizacion preferida se refiere al uso de la preparacion farmacéutica segun la presente invencion que
contiene serpinas y/o cinindgeno de alto peso molecular o sus productos separados.

Segun una forma de realizacion preferida, la preparacion farmacéutica se nanofiltra para mejorar la seguridad virica,
bien antes o después de la formulacién, preferiblemente por nanofiltros con un diametro de poro de < 20 nm o se
filtra mediante un ultrafiltro de 1000 kDalton.

La preparacion farmacéutica como se usa segun la invencion preferiblemente se hace viricamente segura mediante
tratamiento con solvente/detergente y posterior eliminacion del solvente y detergente.

La preparacion farmacéutica como se usa segun la invencion se puede cargar en condiciones estériles y sin

pirégenos y se puede liofilizar e inactivar viricamente calentando las preparaciones farmacéuticas cargadas,
liofilizadas a no menos de 90°C y no mas de 140°C durante 30 a 180 minutos.
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La invencion también divulga un concentrado de factor Xla sin trombina o un concentrado de factor de coagulacion
sin trombina que contiene factor Xla, caracterizado en que se obtiene por fraccionamiento de plasma o suero o por
ingenieria genética.

El concentrado de factor Xla sin trombina o concentrado de factor de coagulacion sin trombina que contiene factor
Xla como se usa segun la invencion o la preparacion farmacéutica como se usa segun la invencion son
preferiblemente viricamente seguros y sin pirégenos.

El concentrado de factor Xla sin trombina o el concentrado de factor de coagulacion sin trombina que contiene factor
Xla segun la invencion como se ha descrito anteriormente se puede usar como un principio activo para la produccion
de un medicamento para el tratamiento de trastornos de coagulacion.

Breve descripcion de las figuras

La determinacion tromboelastografica de los defectos de coagulacion y su normalizacién se conoce en la técnica. En
lo siguiente, se us6 el tromboelastégrafo ROTEG 05 de la empresa Pentapharm GmbH, Kreillerstrale 21, D-81673
Munich, Alemania.

Descripcion del proceso de medida tromboelastografica: Las células de medida del tromboelastografo de la empresa
Pentapharm GmbH, Munich consiste en una cubeta y un tapdn, que se insertan en el dispositivo de medida. La
cubeta se llena con los materiales que se van a ensayar antes de la insercion, se calienta a 37°C, y el tampon se
inserta en consecuencia. El tiempo de medida es 60-150 minutos, y el proceso de formacion del coagulo se sigue
usando los siguientes parametros:

a. Tiempo de coagulacion (TC). El TC es el intervalo de tiempo desde el punto de partida hasta la aparicion de
una amplitud de 2 mm.

b. Tiempo de formacion del coagulo (TFC). El TFC es el intervalo de tiempo en el que la amplitud aumenta de 2
a 20 mm.

c. Angulo a. El angulo a es el pardametro que resulta del angulo de la linea media y la tangente de la curva de la
amplitud.

d. Indice de formacién del coagulo (CFR). El CFR es el angulo mas amplio de la pendiente de la curva de la
amplitud entre su tangente y la linea media.

e. Maxima formacion de coagulo (MFC). La MFC es la mayor distancia de la curva de la amplitud desde la linea
media.

f. Tiempo de MFC (MFC-t). EI MFC-t es el intervalo de tiempo desde el punto temporal de coagulacion hasta el
punto temporal de alcanzar la maxima firmeza del coagulo.

g. Lisis maxima (LM): La LM se define por la mayor diferencia en altura entre la MFC y la menor amplitud
resultante de la lisis.

h. Tiempo de lisis (TL). El TL es el intervalo de tiempo desde el punto temporal del inicio de la coagulacion hasta
el punto temporal de la disolucién del coagulo.

i. Inicio de la lisis (LOT). EI LOT es el intervalo de tiempo desde el punto temporal del inicio de la coagulacion
hasta el punto temporal del inicio de la lisis.

Se pipetean 240 ul de plasma normal rico en plaquetas o plasma inhibidor en la cubeta. Otras adiciones de
soluciones o reactivos no deben superar 80 pl, y el volumen por cubeta no debe superar 320 pl. Si las adiciones son
menores de 80 pl, la cubeta se llena hasta 320 ul con solucion salina isoténica.

Figura 1: El tromboelastograma 3372 se obtuvo por la adiciéon de una dilucién de FT relipidado de 1:30000 respecto
a plasma normal rico en plaquetas. El tromboelastograma 3373 se obtuvo por la adicion de una dilucién de FT
relipidado de 1:300000 respecto a plasma normal rico en plaquetas.

Figura 2: El tromboelastograma 3569 se obtuvo por la adiciéon de una dilucién de FT relipidado de 1:30000 respecto
a plasma inhibidor de factor VIII. El tromboelastograma 3570 se obtuvo por la adicion de una dilucion de FT
relipidado de 1:300000 respecto a plasma inhibidor de factor VIII.

Figura 3: El tromboelastograma 3611 se obtuvo por la adiciéon de una dilucién de FT relipidado de 1:30000 respecto
a plasma inhibidor rico en plaquetas, al que también se afiadieron 10 U de factor Vlla. El tromboelastograma 3612
se obtuvo por la adicién de una dilucién de FT relipidado de 1:30000 respecto a plasma inhibidor rico en plaquetas,
al que también se afnadieron 1 U de factor Vlla. El tromboelastograma 3613 se obtuvo por la adiciéon de una dilucién
de FT relipidado de 1:30000 respecto a plasma inhibidor rico en plaquetas, al que también se afiadieron 1/10 U de
factor Vlla. El tromboelastograma 3614 se obtuvo por la adicién de una dilucién de FT relipidado de 1:30000
respecto a plasma inhibidor rico en plaquetas, al que también se afiadieron 1/100 U de factor Vlla.

Figura 4: El tromboelastograma 3607 se obtuvo por la adiciéon de una dilucion de FT relipidado de 1:300000 respecto
a plasma inhibidor rico en plaquetas, al que también se afiadieron 10 U de factor Vlla. El tromboelastograma 3608
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se obtuvo por la adiciéon de una dilucién de FT relipidado de 1:300000 respecto a plasma inhibidor rico en plaquetas,
al que también se afiadieron 1 U de factor Vlla. El tromboelastograma 3609 se obtuvo por la adicion de una dilucién
de FT relipidado de 1:300000 respecto a plasma inhibidor rico en plaquetas, al que también se afiadieron 1/10 U de
factor Vlla. El tromboelastograma 3610 se obtuvo por la adicién de una dilucién de FT relipidado de 1:300000
respecto a plasma inhibidor rico en plaquetas, al que también se afiadieron 1/100 U de factor Vlla.

Figura 5: El tromboelastograma 3677 se obtuvo por la adicion de una dilucion de FT relipidado de 1:30000 respecto
a plasma inhibidor rico en plaquetas, al que también se afiadié una diluciéon 1:10 de concentrado de factor Xla. El
tromboelastograma 3678 se obtuvo por la adicion de una dilucion de FT relipidado de 1:30000 respecto a plasma
inhibidor rico en plaquetas, al que también se afiadid una dilucién 1:100 de concentrado de factor Xla. El
tromboelastograma 3679 se obtuvo por la adicion de una dilucion de FT relipidado de 1:30000 respecto a plasma
inhibidor rico en plaquetas, al que también se afiadié una dilucién 1:100 de concentrado de factor Xla.

Figura 6: El tromboelastograma 3673 se obtuvo por la adiciéon de una dilucion de FT relipidado de 1:300000 respecto
a plasma inhibidor rico en plaquetas, al que también se afiadié una diluciéon 1:10 de concentrado de factor Xla. El
tromboelastograma 3674 se obtuvo por la adiciéon de una dilucion de FT relipidado de 1:300000 respecto a plasma
inhibidor rico en plaquetas, al que también se afiadid una dilucién 1:100 de concentrado de factor Xla. El
tromboelastograma 3675 se obtuvo por la adiciéon de una dilucion de FT relipidado de 1:300000 respecto a plasma
inhibidor rico en plaquetas, al que también se afiadié una diluciéon 1:100 de concentrado de factor Xla.

Ejemplos
1. Concentrados de factor Xla sin trombina ni pirégenos y seguro respecto a virus

10 | de plasma fuente se congelan, descongelan y el crioprecipitado formado después de la descongelacion
completa se elimina. El sobrenadante se mezcla con 500 g de DEAE-Sephadex-A50 lavado y se agita durante 30
minutos a 4°C. El Sephadex se elimina por filtracion y el sobrenadante se puede usar en la produccion para
fracciones adicionales de plasma. El Sephadex se lava 3 veces a 4°C con 10 | de tampén fosfato 0,01 molar, pH 7,8
que contiene NaCl al 1%. El factor XI se eluye con el mismo tampén fosfato (2 ) que contiene NaCl al 3%. El eluato
se agita moderadamente a 30°C durante 12 horas con 20 g de Twee-80 y 6 g de ftrinitrobutilfosfato (TNBP). El
Tween-80 y TNBP se eliminan por -multiple si es necesaria- adsorcién y elucion del factor XI en DEAE-Sephadex-
A50. Es ventajoso lavar el factor X| adsorbido a Sephadex con una solucién de NaCl al 1% tamponada para la
eliminacion del solvente y los detergentes.

El ultimo eluato de Sephadex se diluye 1+4 con tampodn fosfato 0,01 molar, pH 8,2. El factor Xla en este eluato
diluido se adsorbe en una columna de DEAE-Sephadex-A50. Después de lavar la columna con tampén fosfato 0,1
molar pH 7,8 que contiene NaCl al 1%, se realiza un paso de elucién con gradiente lineal; por lo cual el gradiente de
NaCl se prepara mezclando una solucién de tampon fosfato 0,01 molar, pH 7,5-7,8, con el mismo tampoén fosfato
que contiene NaCl al 3%. Se recogen fracciones de 100 ml cada una y las fracciones que contienen factor X| se
usan para el procesamiento adicional.

El factor XI se puede activar por factor Xlla, factor Xla, tripsina, trombina y otros agentes. En el caso de este ejemplo
con trombina segura respecto a virus comercialmente disponible y heparina las condiciones optimas para activar el
factor Xl en los concentrados se determinaran en experimentos preliminares a temperatura ambiente durante 3
horas. Mientras se realizan los experimentos preliminares, el concentrado de factor XI se puede mantener congelado
a -20°C para evitar contaminacion bacteriana. Después de que se hayan determinado las cantidades 6ptimas de
trombina y heparina para la activacion, el concentrado de factor XI congelado se descongela y activa con las
cantidades de trombina y heparina determinadas a 10°C durante 4 horas.

De la solucion que contiene factor Xla se elimina la trombina por adsorcion y elucién repetida del factor Xla en
DEAE-Sephadex-A50, de tal modo que el ultimo eluato de DEAE-Sephadex no debe contener mas de 0,1 unidades
de trombina por ml (es decir, 0,01 unidades de trombina por 100 pl), lo que se considera como “sin trombina” en el
sentido de la presente descripcion y reivindicaciones. Los pasos de concentracion de los concentrados de factor Xla
incluyendo la eliminacion de detergentes del solvente si como la concentracion de agentes activadores de factor Xla
también se pueden realizar mediante una elucion en gradiente de factor Xla con otras resinas que adsorben el factor
Xla tal como QAE-Sepharosa, SP-Sepharosa o concanavalina-A-Sepharosa.

Para la seguridad virica el concentrado de factor Xla se procesa adicionalmente por nanofiltracion aplicando un filtro
de poro de 20 nm. Antes de esta filtracién puede ser necesario clarificar la solucién mediante un filtro de poro de 75
nm y 35 nm asi como por un ultrafiltro permeable a proteinas. Podria tener ventajas ultracentrifugar la solucion en
una centrifuga de flujo continuo con un minimo de 50.000 rpm. Después de la formulacion adecuada el factor Xla se
filtra a través de un filtro estéril de tamafio de poro de 100 o 200 nm y la solucion global estéril se carga en
recipientes finales y se liofiliza. El contenido en humedad del concentrado de factor Xla liofilizado debe ser del 0,8-
2,0% de agua. El factor Xla liofilizado en los recipientes finales se somete a tratamiento con calor después de
sellado hermético durante 30 minutos a 100°C como un paso adicional de inactivacion de virus. Esta es una forma
de realizacion preferida de la invencion.
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2. Prueba de la ausencia de trombina en el concentrado de factor Xla

Se mezclan 100 pl de concentrado de factor Xla con 200 pl de solucién de fibrindgeno al 0,1%; ambas soluciones se
ajustan a un pH de 7,8 y una temperatura de 37°C. El tiempo exacto de mezcla se registra y la mezcla se observa
durante 250 segundos para registrar coagulacion y/o floculacion. En paralelo se mezclan 100 pl de 0,1 unidades de
trombina por ml de solucién con 200 ul de solucién de fibrindgeno al 0,1% a 37°C pH 7,5 y manteniendo la
temperatura a 37°C se observa durante 250 segundos. En este periodo de tiempo se espera que se produzca la
coagulacion completa del fibrinégeno afiadido. Se determina que el concentrado de factor Xla como “sin trombina” si
después de mezclar con fibrinégeno no se produce coagulacion ni floculacién y si en paralelo las 0,01 unidades de
trombina con fibrinégeno coagulan.

3. Estimacion de la actividad del factor Xla

Se ensaya la actividad con el sustrato cromégeno S2366 a 37°C en una solucion tamponada de pH 8,3. Se
determinan diluciones de un concentrado de factor XI o un concentrado de factor Xla en un volumen de 200 pl. Se
afiaden 15 pl de solucién de S2366 30 mmol y se ajusta con tampoén TRIS pH 8,3 a un volumen total de 300 pl y se
mezcla. Las pruebas se realizan en placas de microtitulacion y cada pocillo se cubre con 2 gotas de aceite mineral.
Se sigue la extincion durante 2 horas y la actividad del factor Xla en el concentrado se estima en base a la curva de
dosis y respuesta de una preparacion de referencia de factor Xla.

4. Plasma normal o inhibidor de factor VIl rico en plaquetas

Se centrifugd el plasma rico en plaquetas de donantes sanos a 4000 revoluciones por minuto durante 5 minutos, el
plasma sobrenadante se elimind y las plaquetas se lavaron con un tampén fosfato glucosa de pH 6,5 tres veces. El
ultimo sedimento se resuspendié en plasma normal pobre en plaquetas o plasma inhibidor del factor VIII pobre en
plaquetas, y las suspension de plaguetas se ajustdé a un recuento de plaquetas entre dos y tres millones de
plaquetas por pl. Este concentrado de plaquetas se diluyé antes del uso 1:10 con plasma normal pobre en plaquetas
o plasma inhibidor del factor VIII pobre en plaquetas. El plasma inhibidor del factor VIII pobre en plaguetas debe
tener un contenido de al menos 100 unidades Bethesda por ml.

En la muestra para el tromboelastograma 3372 (figura 1), 240 pl de plasma normal rico en plaquetas se mezclaron
con 10 pl de una dilucién de FT de 1:30000. Después de la adicién de 50 ul de solucién salina isoténica, la
coagulacion se inicié por la adicion de 20 pl de una solucion de CaCl2 0,2 M.

Se us6 el mismo procedimiento con la muestra 3373 (figura 1), excepto que la solucidon de FT usada se diluyo
1:300000.

Como se puede ver del tromboelastograma (figura 1), el TC fue 673 segundos, y después de la adiciéon de una
cantidad de FT a 1/10, fue 659 segundos, lo que produce una diferencia no significativa. La MFC fue 63 ml con
ambas muestras. Igualmente, la diferencia en el angulo a no era significativa.

Cuando se us6 plasma inhibidor del factor VIII rico en plaquetas, hubo diferencias significativas con diferentes
concentraciones de FT. El TC en las muestras 3569 y 3570 (figura 2) fue 1523 segundos en ambas cuando se us6
una diluciéon de FT de 1:30000 y estaba muy retrasado comparado con plasma normal rico en plaquetas, y todavia
estaba considerablemente prolongado en la muestra 3570, que dio 2588 segundos.

También la MFC en las muestras 3569 y 3570, que fue 38 mm y 27 mm, respectivamente, estaba muy reducida
comparada con las muestras 3372 y 3373. Estos resultados sugieren que la dilucion de FT de 1:300000 da la mayor
diferencia entre el comportamiento de coagulacion del plasma normal y el del plasma inhibidor rico en plaquetas.

El tampdn glucosa-fosfato usado tenia la siguiente composicion:
- citrato de sodio dihidrato al 2,2%
- acido citrico al 0,8%

- glucosa monohidrato al 2,42%

Se us6 RemcombiPlas Tin-Hemosil lote NO574097G de Instr. Lab. El plasma normal era plasma de donante recién
obtenido. El plasma inhibidor del factor VIl era el lote 824 y fue suministrado por Biomex.

5. Normalizacion de los parametros de coagulaciéon tromboelastograficos de plasma inhibidor del factor VIII rico en
plaquetas por la adicién de concentrado de factor Vlla usando diluciones de FT de 1:30000 y 1:300000

Como se puede ver de la figura 3, los parametros de coagulacién de plasma inhibidor del factor VIII rico en

plaquetas solo se normalizaron por la adicion de 10 U de factor Vlla (tromboelastograma 3611). La adicion de 1 U
(3612), 1/10 (3613) y 1/100 (3614) de una U (prolongé el tiempo de coagulacion a 1153 segundos, 2161 segundos y

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 532978 T3

2542 segundos, respectivamente. 10 U de factor Vlla normalizaron la MFC por completo a 64 mm, mientras que
adiciones con menos Vlla dieron un acortamiento gradual de la MFC.

Cuando se us6 una mayor dilucién de FT de 1:300000 (figura 4), practicamente todos los parametros de coagulacion
se pudieron normalizar con la adicion de 10 U (3607) de factor Vlla. Sin embargo, la diferencia en el TC era mas

pronunciada que con una dilucién menor de FT, la adicion de 1 U (3608), de 1/10 (3609) y 1/100 (3610) de una U
prolongando el TC a 1265 segundos, 2581 segundos y 4749 segundos, respectivamente.

El concentrado de factor VIl usado era el lote SU61347 por Novo Nordisk.

6. Normalizacion de los parametros de coagulacion tromboelastograficos de plasma inhibidor del factor VIII rico en
plaquetas por la adicién de concentrado de factor Xla usando diluciones de FT de 1:30000 y 1:300000

Se usaron las mismas muestras y reactivos que en ejemplo 2, excepto que se us6 un concentrado de factor Xla
nanofiltrado, inactivado por S/D para virus en lugar de un concentrado de factor Vlla, que se calenté en estado

liofilizado a 100°C durante 30 minutos y que dio una soluciéon de factor Xla de 1100 U por ml después de
reconstitucion con WFI.

Como se puede ver del tromboelastrograma 3677 (figura 5), el TC de 379 segundos era significativamente mas corto
con 1/10 de una U de factor Xla que el de un plasma normal (figura 1: 3372). Con 59 mm, la MFC también estaba en
el intervalo normal. Lo mismo era cierto para una adicién de solo 1/100 de una U de factor Xla, que dio un TC en el
intervalo normal. Véase la muestra 3678 (figura 5). Como se puede ver de la muestra 3679, solo 1/100 de una U de
factor Xla prolonga el TC a 1625 segundos.

Cuando se uso6 la mayor dilucién de FT de 1:300000 junto con el factor Xla, la normalizacién de los parametros de
coagulacion era incluso mas pronunciada que con concentrados de factor Vila.
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REIVINDICACIONES

Uso de un concentrado de factor Xla sin trombina o un concentrado de factor de coagulacion sin trombina que
contienen factor Xla para la produccién de un medicamento aplicable por via parenteral que no forma
trombina durante o después de la liofilizacién, almacenamiento o reconstitucion.

Uso segun la reivindicaciéon 1, en donde el medicamento contiene serpinas y/o cinindgeno de alto peso
molecular o sus productos de separacion.

Uso segun las reivindicaciones 1y 2, en donde el medicamento se nanofiltra para mejorar la seguridad virica,
bien antes o después de la formulacién, preferiblemente por nanofiltros con una diametro de poro de < 20 nm
o se filtra mediante un ultrafiltro de 1000 kDalton.

Uso segun las reivindicaciones 1-3, en donde el medicamento se hace viricamente seguro por tratamiento con
solvente/detergente y posterior eliminacion del solvente y detergente.

Uso segun las reivindicaciones 1-4, en donde el medicamento se carga en condiciones estériles y sin
pirégenos y se liofiliza e inactiva viricamente calentando las preparaciones farmacéuticas liofilizadas,
cargadas a no menos de 90°C y no mas de 140°C durante de 30 a 180 minutos.

Uso segun las reivindicaciones 1-5, en donde el concentrado de factor Xla sin trombina o concentrado de
factor de coagulacién sin trombina que contiene factor Xla es obtenible por fraccionamiento de plasma o
suero.

Uso segun las reivindicaciones 1-6, en donde el concentrado de factor Xla sin trombina o concentrado de
factor de coagulacién sin trombina que contiene factor Xla o la preparacion farmacéutica son viricamente
seguros y sin pirégenos.

Uso de un concentrado de factor Xla sin trombina a un concentrado de factor de coagulacion sin trombina que

contienen factor Xla como un principio activo para la producciéon de un medicamento aplicable por via
parenteral para el tratamiento de trastornos de coagulacion.

10
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FIG. 1: Tromboelastograma de plasma normal rico en plaquetas con diluciones de FT de 1:30000
y 1:300000

CT: €738 alf: S1° AS: 24mm  A20: SSmm  LI30: 98%
TFC: 2588 LM: 8t Al0: 47mm A25: 6lmm  LI4S: 98%
MFC: €3mm MCB: 171 AlS: SSmm  A30: 62mm LI6O: 5S6%
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CT: 6598 alf: §7°¢ AS: 3lmw  A20: S%mm  LId0: 98%
TFC: 2178 LM: 9%  A10: Somm A25: Slmm  LI45: 98}
MFC: 63mm MCB: 172 A15: S7mm  A3D: 62mm  L160: 98%

FIG. 2: Tromboelastograma de plasma inhibidor de factor VIIl rico en plaquetas con diluciones de
FT de 1:30000 y 1:300000
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1569:

TC: 15238 AS: dmmn A20: ldmm LI30: 98%

TFC:1588a LM: 2% A10: Gmm A25: 18mm LI4S: 98%

MFC: l8mm MCE: 61 A15: 10mm A30: 22mm LIGO: 98%

3570:

TC: 25888 AS: Sum A20: 3mm LI30: 97%

TFC: 42488 A10: Jmm R25: Som LI4S: 98%

MFC: 27am MNCR: 36 R1S: 2mm A30: Som LIGO: 98%
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FIG. 3: Tromboelastograma de plasma inhibidor de factor VIIl rico en plaquetas con dilucion de
FT de 1:30000 y adiciones de factor Vila

3611:

:  595a alf: 66° AS: +lmm  A20: 6smm  LI3O: Se%
TFC: 1258 LM: 1e% Al): 56mm A25: 63mm LI45: 97%
MFC: 64mm MCE: 178 Al15: 6lmm A30: €3mm LIGO: 94%

3612 ,
TC: 1152s  alf: 42° AS: 19mm  A20: 52mm  LY30: 9s%
TFC: 3068 LM: 9% Al0: 36mm  A25: S56mm LI4S: 9B%

MFC: 62mma MCB: 160 Al5: 46mm  A30: S58mm LIGO: 98%

3613:

TC: 21618 AS: 4mm  A20: 17om  LI3O: 98%
TFC:13818 LM: 4%  A10: Gam A25: 2lom  LIAS: 98%
MFC: élmm KCB: 68 AlS: 13am A30: 26mm  LIGO: 98%
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3614:
TC: 25428 AS: Smm  A20: 18mm LI30: 98%
TFC: 13608 LM: 2% A10: Swm A25: 21mm  LI4S: 98%
MFC: 41mm MCE: 68 RA15: 13mm A30: 25mm  LI6O: 98%
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FIG. 4: Tromboelastograma de plasma inhibidor de factor VIIl rico en plaquetas dilucion de FT de
1:300000 y adiciones de factor Vlla
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MFC: 62mm MCE: 163 A15: STmm A30: €lmm  LI60: 93%
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TC: 12658 alf: 48° AS: 23mm  A20: S5mm  LI30: 98%
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MFC: 59mm MCE: 145 Al5: 5lmm A30: S8mm  LI60: 96%
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TC: 47498 AS: 4 A20: 13mm
TFC: 165948 A10: 7mm  A25: 17mwm
MFC: 40mm  MCE: 65 Al1S: 10mm  A30: 2lmm

13



ES 2 532978 T3

FIG. 5: Tromboelastograma de plasma inhibidor de factor VIIl rico en plaquetas con dilucion de
FT de 1:30000 y adiciones de factor Xla

A677: . .

TC: 37%8 alf: €7¢ AS: 42mm  A20: 56mm LIJO: 98%
TFC: 1208 LMm: 13%  Al10: S53mm  A25: S58mm  LI4S: 92%
MFC: 5Smm. MCB: 244 A1S: S7mmn  A30: S8mm

3678:

TC: 763a alf: Se* AS: 3lmm A20: S8mm LI30: 98%
TFC: 1878 LM: 6%  A10: Slmm A2S: S9mm  LI4S: 95%
MFC: 60mm MCB: 1S1 AlS5: 56mm A30: SSmm

3679:

TC: 16258 alf: 39° AS: 16mm A20: SOom

TFC: 3508 Al0: 32mm A2S: 53mm

MFC: S6mm MCB: 126 A15: 43mm  A30: S4mm
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FIG. 6: Tromboelastograma de plasma inhibidor de factor VIIl rico en plaquetas con dilucion de
FT de 1:300000 y adiciones de factor Xla

3673:

TC: 3558 alf: 67 AS5: 42un A20: 5%mm LI30: 98%
TFC: 1168 LM: 10% Al0: S3mm A25: 5%mm LI45: 94%
MFC: 59mm MCE: 146 A1S5: S7mm  A30: S8mm

3674:

TC: 6538  alf: 64° AS5: 37mm  AR0: S4rm  LIJO: 98%
TFC: 134s LM: 13 Al0: 49mn  A2S: SS5mm  LI45: 93%
MFC: SSum MCB: 124 A1S: S3mm  A30: SS5mm

3675: -

TC: S28 AS: Omn  A20: Zmm  LI130: 6%
TFC:21858 Al0: 4um A25: 1em

MFC: S3mm  MCB: 213 AlS: 1mm A30: Omm
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