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DESCRIPCIÓN 
 

Polipéptidos quiméricos e híbridos de Factor VIII-Fc, y métodos de uso de los mismos 
 
ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN 5 
 
Campo de la invención 
 
La presente invención se refiere en general al campo de los productos terapéuticos para trastornos hemostáticos. 
 10 
Técnica antecedente 
 
La hemofilia A es un trastorno hemorrágico ligado a X causado por mutaciones y/o deleciones en el gen del factor 
VIII (FVIII) que dan como resultado una deficiencia de actividad de FVIII (Peyvandi et al., 2006). La enfermedad se 
caracteriza por hemorragia espontánea y sangrado excesivo después de un traumatismo. Con el tiempo, la 15 
hemorragia repetida en los músculos y las articulaciones, que a menudo comienza en la primera infancia, produce 
artropatía hemofílica y daño articular irreversible. Este daño es progresivo y puede conducir a una movilidad de las 
articulaciones gravemente limitada, atrofia muscular y dolor crónico (Rodriguez-Merchan, E.C., Semin. Thromb. 
Hemost. 29:87-96 (2003)). 
 20 
El dominio A2 es necesario para la actividad procoagulante de la molécula del factor VIII. Los estudios muestran que 
el factor VIII porcino tiene una actividad procoagulante seis veces mayor que el factor VIII humano (Lollar, P., y E. T. 
Parker, J. Biol. Chem. 266:12481-12486 (1991)), y que la diferencia en la actividad coagulante entre el factor VIII 
humano y porcino parece estar basado en una diferencia en la secuencia de aminoácidos entre uno o más residuos 
en los dominios A2 humano y porcino (Lollar, P., et al., J. Biol. Chem. 267:23652-23657 (1992)). 25 
 
El tratamiento de la hemofilia A es mediante terapia de reemplazo dirigida a la restauración de la actividad de FVIII a 
niveles normales del 1 al 5% para prevenir el sangrado espontáneo (Mannucci, P.M., et al., N. Engl. J. Med. 
344:1773-1779 (2001)). Existen productos de FVIII recombinantes y derivados de plasma disponibles para tratar 
episodios de sangrado a demanda o para prevenir episodios de sangrado mediante tratamiento profiláctico. 30 
Basándose en vida media de estos productos, los regímenes de tratamiento requieren una administración 
intravenosa frecuente. Dicha administración frecuente es dolorosa e inconveniente. 
 
La reducción de la mortalidad, la prevención del daño articular y la mejora de la calidad de vida han sido logros 
importantes debido al desarrollo de FVIII recombinante y derivado de plasma. La protección prolongada contra la 35 
hemorragia representaría otro avance clave en el tratamiento de pacientes con hemofilia A. Sin embargo, hasta la 
fecha, no se han desarrollado productos que permitan una protección prolongada. Por lo tanto, sigue existiendo la 
necesidad de métodos mejorados para tratar la hemofilia debido a la deficiencia del factor VIII que sean más 
tolerables y más eficaces que las terapias actuales. 
 40 
BREVE RESUMEN DE LA INVENCIÓN 
 
La presente descripción proporciona métodos para administrar el Factor VIII; métodos para la administración de 
polipéptidos quiméricos que comprenden Factor VIII e híbridos de dichos polipéptidos quiméricos; polipéptidos 
quiméricos que comprenden el Factor VIII e híbridos de dichos polipéptidos quiméricos; polinucleótidos que codifican 45 
dichos polipéptidos quiméricos e híbridos; células que comprenden dichos polinucleótidos; y métodos para producir 
dichos polipéptidos quiméricos e híbridos usando dichas células. 
 
La presente descripción proporciona un método para administrar Factor VIII a un sujeto que lo necesite, que 
comprende administrar al sujeto una dosis terapéutica de un polipéptido de Factor VIII quimérico, por ejemplo, un 50 
polipéptido de Factor VIII-Fc quimérico, en un intervalo de dosificación al menos aproximadamente una vez y media 
más que el intervalo de dosificación requerido para una cantidad equivalente de dicho Factor VIII sin la porción 
diferente del Factor VIII (un polipéptido que consiste en dicha porción del Factor VIII), por ejemplo, sin la porción Fc. 
 
El intervalo de dosificación puede ser al menos aproximadamente de una y media a seis veces más largo, una y 55 
media a cinco veces más largo, una y media a cuatro veces más largo, una y media a tres veces más largo, o una y 
media a dos veces más largo, que el intervalo de dosificación requerido para una cantidad equivalente de dicho 
Factor VIII sin la porción diferente del Factor VIII (un polipéptido que consiste en dicha porción del Factor VIII), por 
ejemplo, la porción Fc. El intervalo de dosificación puede ser de al menos aproximadamente una y media, dos, dos y 
media, tres, tres y media, cuatro, cuatro y media, cinco, cinco y media o seis veces más largo que el intervalo de 60 
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dosificación requerido para una cantidad equivalente de dicho Factor VIII sin la porción diferente del Factor VIII (un 
polipéptido que consiste en dicha porción del Factor VIII), por ejemplo, la porción Fc. El intervalo de dosificación 
puede ser aproximadamente cada cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce, trece o catorce días o más. 
 
El intervalo de dosificación puede ser al menos aproximadamente de uno y medio a 5, uno y medio, 2, 3, 4 o 5 días 5 
o más. 
 
La presente descripción también proporciona un método de administración de Factor VIII a un sujeto que lo necesita, 
que comprende administrar al sujeto una dosis terapéutica de un polipéptido de Factor VIII quimérico, por ejemplo, 
un polipéptido del Factor VIII-Fc quimérico, para obtener un área bajo la curva de concentración en plasma frente al 10 
tiempo (AUC) al menos aproximadamente una y un cuarto de veces mayor que el AUC obtenido por una cantidad 
equivalente de dicho Factor VIII sin la porción diferente del Factor VIII (un polipéptido que consiste en dicha porción 
del Factor VIII) por ejemplo, sin la porción Fc. 
 
La presente descripción también proporciona un método de administración de Factor VIII a un sujeto que lo necesita, 15 
que comprende administrar al sujeto una dosis terapéutica de un polipéptido que comprende un Factor VIII y un Fc 
en un intervalo de dosificación de aproximadamente cada cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce, trece o 
catorce días o más. 
 
Los métodos de la divulgación se pueden poner en práctica en un sujeto que necesite tratamiento profiláctico o 20 
tratamiento a demanda. 
 
El tratamiento a demanda incluye tratamiento para un episodio de hemorragia, hemartrosis, sangrado muscular, 
sangrado oral, hemorragia, hemorragia en los músculos, hemorragia oral, traumatismo, trauma de la cabeza (trauma 
craneal), hemorragia gastrointestinal, hemorragia intracraneal, hemorragia intraabdominal , hemorragia intratorácica, 25 
fractura ósea, hemorragia del sistema nervioso central, hemorragia en el espacio retrofaríngeo, hemorragia en el 
espacio retroperitoneal o hemorragia en la vaina del iliopsoas. El sujeto puede necesitar profilaxis quirúrgica, manejo 
perioperatorio o tratamiento para cirugía. Dichas cirugías incluyen, por ejemplo, cirugía menor, cirugía mayor, 
extracción de dientes, amigdalectomía, herniotomía inguinal, sinovectomía, reemplazo total de rodilla, craneotomía, 
osteosíntesis, cirugía de trauma, cirugía intracraneal, cirugía intraabdominal, cirugía intratorácica o cirugía de 30 
reemplazo de articulaciones. 
 
Para el tratamiento a demanda, el intervalo de dosificación de dicho polipéptido quimérico es aproximadamente una 
vez cada 24-36, 24-48, 24-72, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 
47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, o 72 horas o más. 35 
 
Las dosis terapéuticas que pueden usarse en los métodos de la descripción son de aproximadamente 10 a 
aproximadamente 100 UI/kg, más específicamente, aproximadamente 10-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-70, 70-
80, 80-90, o 90-100 UI/kg, y más específicamente, aproximadamente 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 
70, 75, 80, 85, 90, 95, o 100 UI/kg. 40 
 
Las dosis terapéuticas que pueden usarse en los métodos de la descripción son de aproximadamente 10 a 
aproximadamente 150 UI/kg, más específicamente, aproximadamente 100-110, 110-120, 120-130, 130-140, 140-
150 UI/kg, y más específicamente, aproximadamente 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, o 150 UI/kg. 
 45 
El sujeto en los métodos de la descripción puede ser un sujeto humano o puede ser un mamífero no humano. Los 
mamíferos no humanos incluyen, por ejemplo, ratones, perros, primates, monos, gatos, caballos, vacas, cerdos y 
otros animales domésticos y animales pequeños. La determinación del intervalo de dosificación y el AUC se puede 
llevar a cabo en un solo sujeto o en una población de sujetos. 
 50 
El Factor VIII (o porción del Factor VIII de un polipéptido quimérico) puede ser un Factor VIII humano, o un Factor 
VIII no humano, tal como el factor VIII porcino, de ratón o canino. El Factor VIII (o porción del Factor VIII de un 
polipéptido quimérico) puede tener una deleción total o parcial del dominio B. 
 
El Factor VIII (o porción del Factor VIII de un polipéptido quimérico) puede ser al menos un 90% o un 95% idéntico a 55 
una secuencia de aminoácidos de Factor VIII mostrada en la Tabla 2 sin una secuencia señal (aminoácidos 1 a 1438 
de SEQ ID NO:2; aminoácidos 1 a 2332 de SEQ ID NO:6; aminoácidos 1 a 740 de SEQ ID NO:8; aminoácidos 1 a 
745 de SEQ ID NO:10; o aminoácidos 1 a 684 de SEQ ID NO:12). El Factor VIII (o porción del Factor VIII de un 
polipéptido quimérico) puede ser idéntico a una secuencia de aminoácidos de Factor VIII mostrada en la Tabla 2 sin 
una secuencia señal (aminoácidos 1 a 1438 de SEQ ID NO:2; aminoácidos 1 a 2332 de SEQ ID NO:6; aminoácidos 60 
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1 a 740 de SEQ ID NO:8; aminoácidos 1 a 745 de SEQ ID NO:10; o aminoácidos 1 a 684 de SEQ ID NO:12). 
 
El Factor VIII (o porción del Factor VIII de un polipéptido quimérico) puede ser al menos un 90% o un 95% idéntico a 
una secuencia de aminoácidos de Factor VIII mostrada en la Tabla 2 con una secuencia señal (aminoácidos -19 a 
1438 de SEQ ID NO:2; aminoácidos -19 a 2332 de SEQ ID NO:6; aminoácidos -19 a 740 de SEQ ID NO:8; 5 
aminoácidos -19 a 745 de SEQ ID NO:10; o aminoácidos -20 a 684 de SEQ ID NO:12). El Factor VIII (o porción del 
Factor VIII de un polipéptido quimérico) puede ser idéntico a una secuencia de aminoácidos de Factor VIII mostrada 
en la Tabla 2 con una secuencia señal (aminoácidos -19 a 1438 de SEQ ID NO:2; aminoácidos -19 a 2332 de SEQ 
ID NO:6; aminoácidos -19 a 740 de SEQ ID NO:8; aminoácidos -19 a 745 de SEQ ID NO:10; o aminoácidos -20 a 
684 de SEQ ID NO:12). 10 
 
La porción Fc (o porción Fc de un polipéptido quimérico) puede ser al menos un 90% o un 95% idéntica a la 
secuencia de aminoácidos de Fc mostrada en la Tabla 2 (aminoácidos 1439 a 1665 de SEQ ID NO:2; aminoácidos 
2333 a 2559 de SEQ ID NO:6; aminoácidos 741 a 967 de SEQ ID NO:8; aminoácidos 746 a 972 de SEQ ID NO:10; 
aminoácidos 685 a 924 de SEQ ID NO:12). La porción Fc (o porción Fc de un polipéptido quimérico) puede ser a la 15 
secuencia de aminoácidos de Fc mostrada en la Tabla 2 (aminoácidos 1439 a 1665 de SEQ ID NO:2; aminoácidos 
2333 a 2559 de SEQ ID NO:6; aminoácidos 741 a 967 de SEQ ID NO:8; aminoácidos 746 a 972 de SEQ ID NO:10; 
aminoácidos 685 a 924 de SEQ ID NO:12). 
 
El polipéptido quimérico puede comprender una secuencia al menos un 90% o un 95% idéntica a la secuencia de 20 
aminoácidos de Factor VIII y Fc mostrada en la Tabla 2A(i) sin una secuencia señal (aminoácidos 1 a 1665 de SEQ 
ID NO:2) o al menos un 90% o un 95% idéntica a la secuencia de aminoácidos de Factor VIII y Fc mostrada en la 
Tabla 2A(i) con una secuencia señal (aminoácidos -19 a 1665 de SEQ ID NO:2). El polipéptido quimérico puede 
comprender una secuencia idéntica a la secuencia de aminoácidos de Factor VIII y Fc mostrada en la Tabla 2A(i) sin 
una secuencia señal (aminoácidos 1 a 1665 de SEQ ID NO:2) o idéntica a la secuencia de aminoácidos de Factor 25 
VIII y Fc mostrada en la Tabla 2A(i) con una secuencia señal (aminoácidos -19 a 1665 de SEQ ID NO:2). 
 
El polipéptido quimérico puede estar en forma de un híbrido que comprende un segundo polipéptido en asociación 
con dicho polipéptido quimérico, donde dicho segundo polipéptido comprende o consiste esencialmente en un Fc. 
 30 
El segundo polipéptido puede comprender o consistir esencialmente en una secuencia al menos un 90% o un 95% 
idéntica a la secuencia de aminoácidos mostrada en la Tabla 2A(ii) sin una secuencia señal (aminoácidos 1 a 227 de 
SEQ ID NO:4) o al menos un 90% o un 95% idéntica a la secuencia de aminoácidos mostrada en la Tabla 2A(ii) con 
una secuencia señal (aminoácidos -20 a 227 de SEQ ID NO:4). El segundo polipéptido puede comprender o 
consistir esencialmente en una secuencia idéntica a la secuencia de aminoácidos mostrada en la Tabla 2A(ii) sin 35 
una secuencia señal (aminoácidos 1 a 227 de SEQ ID NO:4) o idéntica a la secuencia de aminoácidos mostrada en 
la Tabla 2A(ii) con una secuencia señal (aminoácidos -20 a 227 de SEQ ID NO:4). 
 
El polipéptido o híbrido quimérico se puede administrar como parte de una composición farmacéutica que 
comprende al menos un excipiente. 40 
 
La descripción también proporciona los propios polipéptidos quiméricos e híbridos descritos anteriormente, los 
polinucleótidos que los codifican, las células embrionarias humanas cultivadas que comprenden los polinucleótidos, 
y los métodos para producir dichos polipéptidos quiméricos e híbridos, y los polipéptidos producidos por dichos 
métodos. 45 
 
Basándose en la descripción contenida en el presente documento, la presente invención proporciona un polipéptido 
quimérico que comprende una porción de Factor VIII y una porción distinta de Factor VIII, para su uso en la 
prevención o el tratamiento de un episodio de hemorragia en un sujeto humano, donde el polipéptido quimérico debe 
administrarse en una dosis de 25 UI/kg a 65 UI/kg a un intervalo de dosificación de una vez cada 3 o más días, 50 
donde la porción diferente de Factor VIII es un compañero de unión a FcRn (FcRn BP). Esta invención y las 
realizaciones preferidas de la misma se exponen en las reivindicaciones adjuntas. 
 
BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS/FIGURAS 
 55 
FIG. 1. Representación esquemática del monómero rFVIIIFc. 
FIG. 2. WBCT de rFVIIIFc en comparación con ReFacto® en ratones con hemofilia A después de una dosis 
intravenosa de 50 UI/kg (n = 6 ratones por grupo). 
FIG. 3. Actividad cromogénica en plasma de ratones con hemofilia A después de una única dosis IV de 50 UI/kg de 
rFVIIIFc, Refracto® y Adate®. 60 
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FIG. 4. WBCT de rFVIIIFc y Refracto® en perros con hemofilia A (A) rFVIIIFc. (B) Refracto® seguido de rFVIIIFc en 
un estudio cruzado. 
FIG. 5. Farmacocinética de rFVIIIIFc intravenoso y Refracto® en perros con hemofilia A (medido por ELISA). 
FIG. 6. Actividad de rFVIII y Refracto® después de una sola dosis intravenosa en perros con hemofilia A (medida 
mediante ensayo de actividad cromogénica específica de FVIII). 5 
FIG. 7. Concentración plasmática media del grupo en el tiempo de rFVIIIFc y Xyntha después de una única dosis 
intravenosa (125 UI/kg) en monos cynomolgus (n = 6, media ± DE). Las concentraciones plasmáticas se midieron 
por ELISA. 
FIG. 8. Curvas individuales de concentración plasmática frente a tiempo de rFVIIIFc y Xyntha después de una única 
dosis intravenosa (125 UI/kg) en monos cynomolgus (n = 6, media ± DE). Las concentraciones plasmáticas se 10 
midieron por ELISA. (A) rFVIIIFc por ELISA. (B) Xyntha por ELISA. 
FIG. 9. Actividad cromogénica media en plasma del grupo después de una sola dosis intravenosa (125 UI/kg) de 
rFVIIIFc y Xyntha en monos cynomolgus (n = 6, media ± DE). La actividad de FVIII se midió usando un ensayo de 
actividad cromogénica específica de FVIII. 
FIG. 10. Curvas individuales de actividad cromogénica plasmática frente al tiempo después de una sola dosis 15 
intravenosa (125 UI/kg) de rFVIIIFc y Xyntha en monos cynomolgus (n = 6, media ± DE). La actividad de FVIII se 
midió usando un ensayo de actividad cromogénica específica de FVIII. (A) Actividad cromogénica de rFVIIIFc. (B) 
Actividad cromogénica de Xyntha. 
FIG. 11. Caracterización bioquímica de rFVIII-Fc: Activación del Factor X en función de la concentración del Factor 
X. 20 
FIG. 12. Caracterización bioquímica de rFVIII-Fc: Activación del Factor X en función de la concentración del Factor 
IXa. 
FIG 13. Actividad de FVIII media del grupo observada (±DE) (ensayo de una fase, 25 UI/kg (A) o 65 UI/kg (B); y 
ensayo cromogénico, 25 UI/kg (C) o 65 UI/kg ( D)) frente al tiempo. 
FIG. 14. Actividad de FVIII media del grupo observada (±DE) (ensayo de una fase (A) o ensayo cromogénico (B)) 25 
frente al tiempo. 
 
DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 
 
La presente descripción proporciona un método para tratar la Hemofilia A con Factor VIII usando un intervalo de 30 
dosificación más largo y/o un AUC mayor de lo que es posible con productos de Factor VIII actualmente conocidos. 
La presente descripción también proporciona mejores polipéptidos quiméricos del Factor VIII, polinucleótidos 
quiméricos del Factor VIII, y métodos de producción. 
 
El tratamiento de la hemofilia A es mediante terapia de reemplazo dirigida a la restauración de la actividad de FVIII a 35 
niveles normales del 1 al 5% para prevenir el sangrado espontáneo (Mannucci, P.M., et al., N. Engl. J. Med. 
344:1773-9 (2001)). Existen productos de FVIII recombinantes y derivados de plasma disponibles para tratar 
episodios de sangrado a demanda o para prevenir episodios de sangrado mediante tratamiento profiláctico. 
Basándose en la vida media de estos productos (10-12 h) (White G.C., et al., Thromb. Haemost. 77:660-7 
(1997);Morfini, M., Haemophilia 9 (suppl 1):94-99; discussion 100 (2003)), los regímenes de tratamiento requieren 40 
administración intravenosa frecuente, comúnmente de dos a tres veces a la semana para la profilaxis y de una a tres 
veces al día para el tratamiento a demanda (Manco-Johnson, M.J., et al., N. Engl. J. Med. 357:535-544 (2007)). 
Dicha administración frecuente es dolorosa e inconveniente. 
 
La presente descripción proporciona un método para administrar Factor VIII a un sujeto que lo necesite, que 45 
comprende administrar al sujeto una dosis terapéutica de un polipéptido de Factor VIII quimérico, por ejemplo, un 
polipéptido de Factor VIII-Fc quimérico, o un híbrido de tal polipéptido, en un intervalo de dosificación al menos 
aproximadamente una vez y media más que el intervalo de dosificación requerido para una cantidad equivalente de 
dicho Factor VIII sin la porción diferente del Factor VIII (un polipéptido que consiste en dicha porción del Factor VIII), 
por ejemplo, sin la porción Fc. 50 
 
El intervalo de dosificación puede ser al menos aproximadamente de una y media a seis veces más largo, una y 
media a cinco veces más largo, una y media a cuatro veces más largo, una y media a tres veces más largo, o una y 
media a dos veces más largo, que el intervalo de dosificación requerido para una cantidad equivalente de dicho 
Factor VIII sin la porción diferente del Factor VIII (un polipéptido que consiste en dicha porción del Factor VIII), por 55 
ejemplo, sin la porción Fc. El intervalo de dosificación puede ser de al menos aproximadamente una y media, dos, 
dos y media, tres, tres y media, cuatro, cuatro y media, cinco, cinco y media o seis veces más largo que el intervalo 
de dosificación requerido para una cantidad equivalente de dicho Factor VIII sin la porción diferente del Factor VIII 
(un polipéptido que consiste en dicha porción del Factor VIII), por ejemplo, sin la porción Fc. El intervalo de 
dosificación puede ser aproximadamente cada cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce, trece o catorce días 60 
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o más. 
 
El intervalo de dosificación puede ser al menos aproximadamente de uno y medio a 5, uno y medio, 2, 3, 4 o 5 días 
o más. 
 5 
La presente descripción también proporciona un método de administración de Factor VIII a un sujeto que lo necesita, 
que comprende administrar al sujeto una dosis terapéutica de un polipéptido de Factor VIII quimérico, por ejemplo, 
un polipéptido del Factor VIII-Fc quimérico, o un híbrido de tal polipéptido, para obtener un área bajo la curva de 
concentración en plasma frente al tiempo (AUC) al menos aproximadamente una y un cuarto de veces mayor que el 
AUC obtenido por una cantidad equivalente de dicho Factor VIII sin la porción diferente del Factor VIII (un 10 
polipéptido que consiste en dicha porción del Factor VIII) por ejemplo, sin la porción Fc. 
 
La presente descripción también proporciona un método de administración de Factor VIII a un sujeto que lo necesita, 
que comprende administrar al sujeto una dosis terapéutica de un polipéptido que comprende un Factor VIII y un Fc o 
un híbrido de tal polipéptido, en un intervalo de dosificación de aproximadamente cada cinco, seis, siete, ocho, 15 
nueve, diez, once, doce, trece o catorce días o más. 
 
Los métodos de la divulgación se pueden poner en práctica en un sujeto que necesite tratamiento profiláctico o 
tratamiento a demanda. 
 20 
"Administrar", como se usa en el presente documento, significa proporcionar un polipéptido del Factor VIII 
farmacéuticamente aceptable de la descripción a un sujeto a través de una ruta farmacéuticamente aceptable. Las 
vías de administración preferidas son intravenosa, por ejemplo, inyección intravenosa e infusión intravenosa. Las 
vías de administración adicionales incluyen, por ejemplo, administración subcutánea, intramuscular, oral, nasal y 
pulmonar. Los polipéptidos quiméricos y las proteínas híbridas se pueden administrar como parte de una 25 
composición farmacéutica que comprende al menos un excipiente. 
 
El "área bajo la curva de concentración en plasma frente al tiempo (AUC)", como se usa en el presente documento, 
es igual que el término de la técnica en farmacología, y se basa en la velocidad y el grado de absorción del factor 
VIII después de la administración. El AUC se determina durante un periodo de tiempo específico, tal como 12, 18, 30 
24, 36, 48 o 72 horas, o para el infinito utilizando la extrapolación basada en la pendiente de la curva. A menos que 
se especifique lo contrario en el presente documento, el AUC se determina para el infinito. La determinación de AUC 
puede llevarse a cabo en un solo sujeto, o en una población de sujetos para los que se calcula el promedio. 
 
El "dominio B" del Factor VIII, como se usa en el presente documento, es el mismo que el dominio B conocido en la 35 
técnica que se define por la identidad de secuencia de aminoácidos interna y los sitios de escisión proteolítica por 
trombina, por ejemplo, los residuos Ser741-Arg1648 del factor VIII humano de longitud completa. Los otros dominios 
del factor VIII humano se definen por los siguientes residuos de aminoácidos: A1, residuos Ala1-Arg372; A2, 
residuos Ser373-Arg740; A3, residuos Ser1690-Ile2032; C1, residuos Arg2033-Asn2172; C2, residuos Ser2173-
Tyr2332. La secuencia A3-C1-C2 incluye los residuos Ser1690-Tyr2332. La secuencia restante, residuos Glul649-40 
Arg1689, se denomina usualmente péptido de activación de cadena ligera del factor VIII. Las ubicaciones de los 
límites para todos los dominios, incluidos los dominios B, para el factor VIII porcino, de ratón y canino también se 
conocen en la técnica. Preferiblemente, el dominio B del Factor VIII se elimina ("factor VIII con dominio B eliminado" 
o "BDD FVIII"). Un ejemplo de BDD FVIII es REFACTO (BDD FVIII recombinante), que tiene la misma secuencia 
que la porción del Factor VIII de la secuencia en la Tabla 2A(i) (aminoácidos -19 a 1438 o 1 a 1438 de SEQ ID 45 
NO:2). 
 
Un "factor VIII con dominio B eliminado" puede tener las deleciones completas o parciales descritas en las Patentes 
de Estados Unidos N.º 6.316.226, 6.346.513, 7.041.635, 5.789.203, 6.060.447, 5.595.886, 6.228.620, 5.972.885, 
6.048.720, 5.543.502, 5.610.278, 5.171.844, 5.112.950, 4.868.112 y 6.458.563. En algunas realizaciones, una 50 
secuencia del factor VIII con dominio B eliminado de la presente invención comprende una cualquiera de las 
eliminaciones descritas en la col. 4, línea 4 a la col. 5, línea 28 y los ejemplos 1-5 de la Patente de Estados Unidos 
N.º 6.316.226(también en el documento US 6.346.513). En algunas realizaciones, un factor VIII con dominio B 
eliminado de la presente invención tiene una eliminación descrita en la col. 2, líneas 26-51 y los ejemplos 5-8 de la 
Patente de Estados Unidos N.º 5.789.203(también los documentos US 6.060.447,US 5.595.886, y US 6.228.620). 55 
En algunas realizaciones, un factor VIII con dominio B eliminado tiene la eliminación descrita en la col. 1, líneas 25 a 
la col. 2, línea 40 de la Patente de Estados Unidos N.º 5.972.885; col. 6, líneas 1-22 y ejemplo 1 de la Patente de 
Estados Unidos n.º 6.048.720; col. 2, líneas 17-46 de la Patente de Estados Unidos N.º 5.543.502; col. 4, línea 22 a 
col. 5, línea 36 de la Patente de Estados Unidos n.º 5.171.844; col. 2, líneas 55-68, figura 2, y ejemplo 1 de la 
Patente de Estados Unidos N.º 5.112.950; col. 2, línea 2 a col. 19, línea 21 y tabla 2 de la Patente de Estados 60 
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Unidos N.º 4.868.112; col. 2, línea 1 a col. 3, línea 19, col. 3, línea 40 a col. 4, línea 67, col. 7, línea 43 a col. 8, línea 
26, y col. 11, línea 5 a col. 13, línea 39 de la Patente de Estados Unidos n.º 7.041.635; o col. 4, líneas 25-53, de la 
Patente de Estados Unidos N.º 6.458.563. En algunas realizaciones, un factor VIII con dominio B eliminado tiene una 
eliminación de la mayor parte del dominio B, pero aún contiene secuencias amino-terminal del dominio B que son 
esenciales para el procesamiento proteolítico in vivo el producto de traducción primario en dos cadenas 5 
polipeptídicas, como se describe en el documento WO 91/09122. En algunas realizaciones, un factor VIII con 
dominio B eliminado se construye con una deleción de los aminoácidos 747-1638, es decir, prácticamente una 
deleción completa del dominio B.Hoeben R.C., et al. J. Biol. Chem. 265 (13): 7318-7323 (1990). Un factor VIII con el 
dominio B eliminado también puede contener una deleción de los aminoácidos 771-1666 o los aminoácidos 868-
1562 del factor VIII.Meulien P., et al. Protein Eng. 2(4): 301-6 (1988). Las deleciones del dominio B adicionales que 10 
son parte de la invención incluyen, por ejemplo, deleción de los aminoácidos 982 a 1562 o 760 a 1639 (Toole et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (1986) 83, 5939-5942)), 797 a 1562 (Eaton, et al. Biochemistry (1986) 25:8343-8347)), 
741 a 1646 (Kaufman (Solicitud PCT publicada N.º WO 87/04187)), 747-1560 (Sarver, et al., DNA (1987) 6:553-
564)), 741 a 1648 (Pasek (Solicitud PCT N.º 88/00831)), 816 a 1598 o 741 a 1689 (Lagner (Behring Inst. Mitt. (1988) 
No 82:16-25,documento EP 295597)). Cada una de las deleciones anteriores puede realizarse en cualquier 15 
secuencia del Factor VIII. 
 
"Polipéptido quimérico", como se usa en el presente documento, significa un polipéptido que incluye dentro de él al 
menos dos polipéptidos (o subsecuencias o péptidos) de diferentes fuentes. Los polipéptidos quiméricos pueden 
incluir, por ejemplo, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete o más polipéptidos de diferentes fuentes, tales como 20 
diferentes genes, diferentes ADNc, o diferentes animales u otras especies. Los polipéptidos quiméricos pueden 
incluir, por ejemplo, uno o más enlazadores que unen las diferentes subsecuencias. Por lo tanto, las subsecuencias 
se pueden unir directamente o se pueden unir indirectamente, a través de enlazadores, o ambas, dentro de un único 
polipéptido quimérico. Los polipéptidos quiméricos pueden incluir, por ejemplo, péptidos adicionales tales como 
secuencias señal y secuencias tales como 6His y FLAG que ayudan en la purificación o detección de proteínas. 25 
Además, los polipéptidos quiméricos pueden tener adiciones de aminoácidos o péptidos en los extremos N y/o C. 
 
En algunas realizaciones, el polipéptido quimérico comprende una porción de Factor VIII y una porción que no es de 
Factor VIII. Las porciones ejemplares que no son del Factor VIII incluyen, por ejemplo, Fc, XTEN y albúmina. Los 
polipéptidos quiméricos ilustrativos de la invención incluyen, por ejemplo, polipéptidos del Factor VIII-Fc quiméricos, 30 
polipéptidos quiméricos del Factor VIII-XTEN, y polipéptidos quiméricos de Factor VIII-albúmina. 
 
Los polipéptidos quiméricos del Factor VIII-Fc ejemplares incluyen, por ejemplo, las SEQ ID NOs:2, 6, 8, 10, y 12 
(Tabla 2), con o sin sus secuencias señal y el polipéptido Fc quimérico de SEQ ID NO:4 (Tabla 2). 
 35 
El polipéptido quimérico puede comprender una secuencia al menos un 90% o un 95% idéntica a la secuencia de 
aminoácidos de Factor VIII y Fc mostrada en la Tabla 2A(i) sin una secuencia señal (aminoácidos 1 a 1665 de SEQ 
ID NO:2) o al menos un 90% o un 95% idéntica a la secuencia de aminoácidos de Factor VIII y Fc mostrada en la 
Tabla 2A(i) con una secuencia señal (aminoácidos -19 a 1665 de SEQ ID NO:2). El polipéptido quimérico puede 
comprender una secuencia idéntica a la secuencia de aminoácidos de Factor VIII y Fc mostrada en la Tabla 2A(i) sin 40 
una secuencia señal (aminoácidos 1 a 1665 de SEQ ID NO:2) o idéntica a la secuencia de aminoácidos de Factor 
VIII y Fc mostrada en la Tabla 2A(i) con una secuencia señal (aminoácidos -19 a 1665 de SEQ ID NO:2). 
 
Como se ha analizado anteriormente, los polipéptidos quiméricos ejemplares incluyen el Factor VIII fusionado con 
uno o más polipéptidos XTEN.Schellenburger et al., Nat. Biotech. 27:1186-90 (2009). El Factor VIII puede fusionarse 45 
con extremo N-terminal del polipéptido XTEN o con el extremo C-terminal del polipéptido XTEN, siempre que el 
componente del factor VIII de la proteína de fusión del Factor VIII-XTEN pueda procesarse por una proteasa para 
producir un polipéptido que contiene el Factor VIII procesado. Se puede incluir un sitio de proteasa entre la porción 
XTEN y la porción del Factor VIII para permitir tal procesamiento. Los polipéptidos XTEN incluyen, por ejemplo, los 
descritos en los documentos WO 2009/023270,WO 2010/091122,WO 2007/103515,US 2010/0189682, y US 50 
2009/0092582. 
 
Como se ha analizado anteriormente, los polipéptidos quiméricos ejemplares también incluyen el Factor VIII 
fusionado con uno o más polipéptidos de albúmina. Preferiblemente, la albúmina es albúmina humana. El factor VIII 
puede fusionarse al extremo N-terminal de la albúmina o al extremo C-terminal de la albúmina, siempre que el 55 
componente del Factor VIII de la proteína de fusión Factor VIII-albúmina pueda procesarse por una proproteína 
convertasa enzimáticamente activa para producir un polipéptido procesado que contiene Factor VIII Se conocen 
ejemplos de albúmina, por ejemplo, fragmentos de la misma, que pueden usarse en la presente invención. por 
ejemplo, en la Patente de Estados Unidos N.º 7.592.010;Patente de Estados Unidos N.º 6.686.179; y Schulte, 
Thrombosis Res. 124 Suppl. 2:S6-S8 (2009). 60 
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En algunas realizaciones, un polipéptido quimérico que comprende una porción de Factor VIII tiene una semivida 
aumentada (t1/2) con respecto a un polipéptido que consiste en la misma porción de Factor VIII sin la porción 
diferente del Factor VIII. Un polipéptido de Factor VIII quimérico con un t1/2 aumentado puede denominarse en el 
presente documento Factor VIII de acción prolongada. Los polipéptidos de Factor VIII quiméricos de acción 5 
prolongada incluyen, por ejemplo, Factor VIII fusionado a Fc (que incluye, por ejemplo, polipéptidos quiméricos de 
Factor VIII en forma de un híbrido tal como un híbrido monómero-dímero de FVIIIFc; véase el Ejemplo 1, Fig. 1 y 
Tabla 2A y las Patentes de Estados Unidos N.º 7.404.956 y 7.348.004), Factor VIII fusionado a XTEN, y Factor VIII 
fusionado a albúmina. 
 10 
"Cultivo", "para cultivar" y "que cultiva", como se usa en el presente documento, significa incubar células en 
condiciones in vitro que permitan el crecimiento o división celular o el mantenimiento de células en un estado vivo. 
"Células cultivadas", como se usa en el presente documento, significa células que se propagan in vitro. 
 
"Factor VIII", como se usa en el presente documento, significa polipéptido de factor VIII funcional en su papel normal 15 
en la coagulación, a menos que se especifique otra cosa. Por lo tanto, el término Factor VIII incluye polipéptidos 
variantes que son funcionales. Las proteínas del factor VIII preferidas son las proteínas del factor VIII humano, 
porcino, canino y murino. Como se describe en la sección Técnica antecedente, se conocen las secuencias 
polipeptídicas y polinucleotídicas de longitud completa, como lo son muchos fragmentos funcionales, mutantes y 
versiones modificadas. Los ejemplos de secuencias de factor VIII humano se muestran como subsecuencias en las 20 
SEQ ID NOs:2, 6, 8, 10 y 12 (Tabla 2). Los polipéptidos del factor VIII incluyen, por ejemplo, factor VIII de longitud 
completa, factor VIII de longitud completa menos Met en el extremo N, factor VIII maduro (menos la secuencia 
señal), factor VIII maduro con un Met adicional en el extremo N, y/o factor VIII con una eliminación total o parcial del 
dominio B. Las variantes preferidas del Factor VIII incluyen deleciones del dominio B, ya sean deleciones parciales o 
completas. 25 
 
Se conocen muchas variantes funcionales del factor VIII, como se analiza anteriormente y a continuación. Además, 
se han identificado cientos de mutaciones no funcionales en el factor VIII en pacientes con hemofilia, y se ha 
determinado que el efecto de estas mutaciones en la función del factor VIII se debe más a que se encuentran dentro 
de la estructura tridimensional del factor VIII que a la naturaleza de la sustitución (Cutler et al., Hum. Mutat. 19:274-8 30 
(2002)). Además, las comparaciones entre el factor VIII de seres humanos y otras especies han identificado residuos 
conservados que probablemente sean necesarios para la función (Cameron et al., Thromb. Haemost. 79:317-22 
(1998);documento US 6.251.632). 
 
El gen del factor VIII humano se aisló y se expresó en células de mamífero (Toole, J. J., et al., Nature 312:342-347 35 
(1984);Gitschier, J., et al., Nature 312:326-330 (1984);Wood, W. I., et al., Nature 312:330-337 (1984);Vehar, G. A., et 
al., Nature 312:337-342 (1984);WO 87/04187;WO 88/08035;WO 88/03558;U.S. Pat. N.º 4.757.006), y la secuencia 
de aminoácidos se dedujo a partir de ADNc.Capon et al., Patente de Estados Unidos N.º 4.965.199 describen un 
método de ADN recombinante para producir factor VIII en células huésped de mamífero y la purificación del factor 
VIII humano. Se ha informado sobre la expresión del factor VIII humano en células CHO (ovario de hámster chino) y 40 
BHKC (células de riñón de hámster recién nacido). El factor VIII humano ha sido modificado para eliminar parte o 
todo el dominio B (Patentes de Estados Unidos N.º 4.994.371y4.868.112), y se ha realizado la sustitución del 
dominio B humano del factor VIII con el dominio B del factor V humano (Patente de Estados Unidos N. 5.004.803). 
La secuencia de ADNc que codifica el factor VIII humano y la secuencia de aminoácidos predicha se muestran en 
las SEQ ID NOs:1 y 2, respectivamente, de la Pub. de solicitud de Estados Unidos N.º 2005/0100990. 45 
 
La Patente de Estados Unidos N.º 5.859.204, Lollar, J. S. informa sobre mutantes funcionales de factor VIII que 
tienen antigenicidad reducida y inmunorreactividad reducida.Patente de Estados Unidos N.º 6.376.463, Lollar, J. 
S.también informa sobre mutantes del factor VIII que tienen inmunorreactividad reducida. La Pub. de solicitud de 
Estados Unidos N.º 2005/0100990, Saenko et al. informa sobre mutaciones funcionales en el dominio A2 del factor 50 
VIII 
 
Se describen varias moléculas del factor VIII funcional, que incluyen deleciones del dominio B, en las siguientes 
patentes US 6.316.226yUS 6.346.513, ambas asignadas a Baxter;US 7.041.635asignada a In2Gen;US 
5.789.203,US 6.060.447,US 5.595.886, yUS 6.228.620asignada a Chiron;US 5.972.885yUS 6.048.720asignada a 55 
Biovitrum,US 5.543.502yUS 5.610.278asignada a Novo Nordisk;US 5.171.844asignada a Immuno Ag;US 
5.112.950asignada a Transgene S.A.;US 4.868.112asignada a Genetics Institute. 
 
La secuencia del factor VIII porcino se publica, (Toole, J. J., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:5939-5942 (1986)), 
y se ha informado de la secuencia de ADNc porcino completa obtenida de la amplificación por PCR de secuencias 60 
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de factor VIII de una biblioteca de ADNc de bazo de cerdo (Healey, J. F., et al., Blood 88:4209-4214 (1996). Las 
sustituciones que tenían el factor VIII híbrido humano/porcino de todos los dominios, todas las subunidades y 
aminoácidos específicos las secuencias se describieron en la Patente de Estados Unidos N.º 5.364.771 de Lollar y 
Runge, y en el documento WO 93/20093. Más recientemente, el nucleótido y las correspondientes secuencias de 
aminoácidos de los dominios A1 y A2 del factor VIII porcino y un factor VIII quimérico con dominios porcinos A1 y/o 5 
A2 sustituidos por los dominios humanos correspondientes se informaron en el documento WO 94/11503.La Patente 
de Estados Unidos N.º 5.859.204, Lollar, J. S., también describe el ADNc porcino y secuencias de aminoácidos de 
ADNc deducidas .6.458.563, asignado a Emory describe un Factor VIII porcino con dominio B eliminado. 
 
El Factor VIII (o porción del Factor VIII de un polipéptido quimérico) puede ser al menos un 90% o un 95% idéntico a 10 
una secuencia de aminoácidos de Factor VIII mostrada en la Tabla 2 sin una secuencia señal (aminoácidos 1 a 1438 
de SEQ ID NO:2; aminoácidos 1 a 2332 de SEQ ID NO:6; aminoácidos 1 a 740 de SEQ ID NO:8; aminoácidos 1 a 
745 de SEQ ID NO:10; o aminoácidos 1 a 684 de SEQ ID NO:12). El Factor VIII (o porción del Factor VIII de un 
polipéptido quimérico) puede ser idéntico a una secuencia de aminoácidos de Factor VIII mostrada en la Tabla 2 sin 
una secuencia señal (aminoácidos 1 a 1438 de SEQ ID NO:2; aminoácidos 1 a 2332 de SEQ ID NO:6; aminoácidos 15 
1 a 740 de SEQ ID NO:8; aminoácidos 1 a 745 de SEQ ID NO:10; o aminoácidos 1 a 684 de SEQ ID NO:12). 
 
El Factor VIII (o porción del Factor VIII de un polipéptido quimérico) puede ser al menos un 90% o un 95% idéntico a 
una secuencia de aminoácidos de Factor VIII mostrada en la Tabla 2 con una secuencia señal (aminoácidos -19 a 
1438 de SEQ ID NO:2; aminoácidos -19 a 2332 de SEQ ID NO:6; aminoácidos -19 a 740 de SEQ ID NO:8; 20 
aminoácidos -19 a 745 de SEQ ID NO:10; o aminoácidos -20 a 684 de SEQ ID NO:12). El Factor VIII (o porción del 
Factor VIII de un polipéptido quimérico) puede ser idéntico a una secuencia de aminoácidos de Factor VIII mostrada 
en la Tabla 2 con una secuencia señal (aminoácidos -19 a 1438 de SEQ ID NO:2; aminoácidos -19 a 2332 de SEQ 
ID NO:6; aminoácidos -19 a 740 de SEQ ID NO:8; aminoácidos -19 a 745 de SEQ ID NO:10; o aminoácidos -20 a 
684 de SEQ ID NO:12). 25 
 
"Cantidad equivalente", como se usa en el presente documento, significa la misma cantidad de actividad de Factor 
VIII que se expresa en Unidades Internacionales, que es independiente del peso molecular del polipéptido en 
cuestión. Una unidad internacional (UI) de actividad de factor VIII corresponde aproximadamente a la cantidad de 
factor VIII en un mililitro de plasma humano normal. Están disponibles varios ensayos para medir la actividad del 30 
Factor VIII, incluido el ensayo de sustrato cromogénico de la Farmacopea Europea y un ensayo de coagulación de 
una etapa. 
 
"Fc", como se usa en el presente documento, se refiere a compañeros de unión a receptor Fc neonatal funcional 
(FcRn), a menos que se especifique lo contrario. Un compañero de unión a FcRn es cualquier molécula que pueda 35 
unirse específicamente por el receptor FcRn con el consiguiente transporte activo por el receptor FcRn del 
compañero de unión a FcRn. Por lo tanto, el término Fc incluye cualquier variante de Fc de IgG que sea funcional. 
La región de la porción Fc de IgG que se une al receptor FcRn se ha descrito basándose en cristalografía de rayos X 
(Burmeister et al. 1994, Nature 372:379). El área de contacto principal del Fc con el FcRn está cerca de la unión de 
los dominios CH2 y CH3. Los contactos Fc-FcRn están todos dentro de una sola cadena pesada de Ig. Los 40 
compañeros de unión a FcRn incluyen, por ejemplo, IgG completa, el fragmento Fc de Igk, y otros fragmentos de IgG 
que incluyen la región de unión completa de FcRn. Los principales sitios de contacto incluyen los residuos de 
aminoácidos 248, 250-257, 272, 285, 288, 290-291, 308-311, y 314 del dominio CH2 y los residuos de aminoácidos 
385-387, 428, y 433-436 del dominio CH3. Las referencias hechas a la numeración de aminoácidos de 
inmunoglobulinas o fragmentos de inmunoglobulinas, o regiones, están todas basadas en Kabat et al. 1991, 45 
Sequences of Proteins of Immunological Interest, U. S. Department of Public Health, Bethesda; MD. (El receptor 
FcRn se ha aislado de varias especies de mamíferos, incluidos los seres humanos. Se conocen las secuencias del 
FcRn humano, el FcRn de rata y el FcRn de ratón (Story et al. 1994, J. Exp. Med. 180: 2377). Un Fc puede 
comprender los dominios CH2 y CH3 de una inmunoglobulina con o sin la región bisagra de la inmunoglobulina. Se 
proporcionan variantes de Fc ejemplares en los documentos WO 2004/101740yWO 2006/074199. 50 
 
El Fc (o porción de Fc de un polipéptido quimérico) puede contener una o más mutaciones, y combinaciones de 
mutaciones. 
 
El Fc (o porción de Fc de un polipéptido quimérico) puede contener mutaciones que confieren una semivida 55 
aumentada tales como M252Y, S254T, T256E, y combinaciones de las mismas, como se describe enOganesyan et 
al., Mol. Immunol. 46:1750 (2009), H433K, N434F, y combinaciones de las mismas, como se describe enVaccaro et 
al., Nat. Biotechnol. 23:1283 (2005); los mutantes descritos en las páginas 1-2, párrafo [0012], y los Ejemplos 9 y 10 
del documento US 2009/0264627 A1; y los mutantes descritos en la página 2, párrafos [0014] a [0021] del 
documento US 20090163699 A1. 60 
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El Fc (o porción de Fc de un polipéptido quimérico) también puede incluir, por ejemplo, las siguientes mutaciones: La 
región Fc de IgG puede modificarse de acuerdo con procedimientos bien reconocidos tales como mutagénesis de 
sitio dirigido, y similares, para producir fragmentos modificados de IgG o Fc o porciones de los mismos, que se 
unirán por FcRn. Dichas modificaciones incluyen, por ejemplo, modificaciones alejadas de los sitios de contacto de 5 
FcRn, así como modificaciones dentro de los sitios de contacto que preservan o incluso mejoran la unión al FcRn. 
Por ejemplo, los siguientes residuos de aminoácidos individuales en Fc de IgG1 humano (Fcy1) pueden sustituirse 
sin pérdida significativa de afinidad de unión a Fc por FcRn: P238A, S239A, K246A, K248A, D249A, M252A, T256A, 
E258A, T260A, D265A, S267A. H268A, E269A, D270A, E272A, L274A, N276A, Y278A, D280A, V282A, E283A, 
H285A, N286A, T289A, K290A, R292A, E293A, E294A, Q295A, Y296F, N297A, S298A, Y300F, R301A, V303A, 10 
V305A, T307A, L309A, Q311A, D312A, N315A, K317A, E318A, K320A, K322A, S324A, K326A, A327Q, P329A, 
A330Q, A330S, P331A, P331S, E333A, K334A, T335A, S337A, K338A, K340A, Q342A, R344A, E345A, Q347A, 
R355A, E356A, M358A, T359A, K360A, N361A, Q362A, Y373A, S375A D376A, A378Q, E380A, E382A, S383A, 
N384A, Q386A, E388A, N389A, N390A, Y391F, K392A, L398A, S400A, D401A, D413A, K414A, R416A, Q418A, 
Q419A, N421A, V422A, S424A, E430A, N434A, T437A, Q438A, K439A, S440A, S444A, y K447A, donde, por 15 
ejemplo, P238A representa la prolina de tipo salvaje sustituida por alanina en la posición número 238. Además de 
alanina, otros aminoácidos se pueden sustituir por los aminoácidos de tipo salvaje en las posiciones especificadas 
anteriormente. Las mutaciones pueden introducirse individualmente en Fc dando lugar a más de cien compañeros 
de unión a FcRn distintos del Fc nativo. Además, las combinaciones de dos, tres o más de estas mutaciones 
individuales se pueden introducir juntas, dando lugar a cientos de compañeros de unión a FcRn adicionales. Algunas 20 
de estas mutaciones pueden conferir nuevas funcionalidades al compañero de unión a FcRn. Por ejemplo, una 
realización incorpora N297A, que elimina un sitio de N-glicosilación altamente conservado. El efecto de esta 
mutación es reducir la inmunogenicidad, mejorando así la semivida circulante del compañero de unión a FcRn, y 
hacer que el compañero de unión a FcRn sea incapaz de unirse a FcyRI, FcyRIIA, FcyRIIB, y FcyRIIIA, sin 
comprometer la afinidad por FcRn (Routledge et al. 1995, Transplantation 60:847,Friend et al. 1999, Transplantation 25 
68:1632;Shields et al. 1995, J. Biol. Chem. 276:6591). Adicionalmente, al menos tres receptores de Fc gamma 
humanos parecen reconocer un sitio de unión en IgG dentro de la región bisagra inferior, generalmente los 
aminoácidos 234-237. Por lo tanto, puede surgir otro ejemplo de nueva funcionalidad y una potencial 
inmunogenicidad disminuida a partir de mutaciones de esta región, como por ejemplo, reemplazando los 
aminoácidos 233-236 de IgG1 humana "ELLG" por la secuencia correspondiente de IgG2 "PVA" (con una deleción 30 
de aminoácido). Se ha demostrado que FcyRI, FcyRII y FcyRIII, que median diversas funciones efectoras, no se 
unirán a IgG1 cuando se hayan introducido dichas mutaciones (Ward y Ghetie 1995, Therapeutic Immunology 2:77, 
yArmour et al.1999, Eur. J. Immunol. 29:2613,). Como ejemplo adicional de la nueva funcionalidad que surge a partir 
de las mutaciones descritas anteriormente, la afinidad por FcRn puede aumentar en algunos casos más allá de la de 
tipo salvaje. Esta afinidad aumentada puede reflejar un aumento de la frecuencia "activada", una disminución de la 35 
frecuencia "inactiva" o tanto un aumento de la frecuencia "activada" como una disminución de la frecuencia 
"inactiva". Las mutaciones que se cree que imparten una mayor afinidad por FcRn incluyen, por ejemplo, T256A, 
T307A, E380A, y N434A (Shields et al. 2001, J. Biol. Chem. 276:6591,). 
 
El Fc (o la porción Fc de un polipéptido quimérico) puede ser al menos un 90% o un 95% idéntico a la secuencia de 40 
aminoácidos de Fc mostrada en la Tabla 2 (aminoácidos 1439 a 1665 de SEQ ID NO:2; aminoácidos 2333 a 2559 
de SEQ ID NO:6; aminoácidos 741 a 967 de SEQ ID aminoácidos 746 a 972 de SEQ ID NO:10; aminoácidos 685 a 
924 de SEQ ID NO:12). El Fc (o la porción Fc de un polipéptido quimérico) puede ser idéntico a la secuencia de 
aminoácidos de Fc mostrada en la Tabla 2 (aminoácidos 1439 a 1665 de SEQ ID NO:2; aminoácidos 2333 a 2559 
de SEQ ID NO:6; aminoácidos 741 a 967 de SEQ ID aminoácidos 746 a 972 de SEQ ID NO:10; aminoácidos 685 a 45 
924 de SEQ ID NO:12). 
 
Los polipéptidos y proteínas "híbridos", como se usan en el presente documento, significan una combinación de un 
polipéptido quimérico con un segundo polipéptido. El polipéptido quimérico y el segundo polipéptido en un híbrido 
pueden estar asociados entre sí a través de interacciones proteína-proteína, tales como carga-carga o interacciones 50 
hidrófobas. El polipéptido quimérico y el segundo polipéptido en un híbrido pueden estar asociados entre sí a través 
de disulfuro u otro u otros enlaces covalentes. Los híbridos se describen en los documentos WO 2004/101740yWO 
2006/074199. Véase también, las Patentes de Estados Unidos N.º 7,404,956y7,348,004. El segundo polipéptido 
puede ser una segunda copia del mismo polipéptido quimérico o puede ser un polipéptido quimérico no idéntico. 
Véanse, por ejemplo, la Figura 1, el Ejemplo 1 y la Tabla 2. En realizaciones preferidas, el segundo polipéptido es un 55 
polipéptido que comprende un Fc. En realizaciones preferidas, el polipéptido quimérico es un polipéptido del factor 
VIII-Fc quimérico y el segundo polipéptido consiste esencialmente en Fc, por ejemplo, el polipéptido híbrido del 
Ejemplo 1, que es una proteína de fusión recombinante rFVIIIFc que consiste en una sola molécula de FVIII humano 
recombinante con el dominio B eliminado (BDD-rFVIII) fusionado al dominio Fc dimérico de la IgG1 humana, sin una 
secuencia de enlazador intermedia. Este polipéptido híbrido se denomina en el presente documento proteína de 60 
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fusión Fc monomérica de FVIIIFc, híbrido monomérico de FVIIIFc, híbrido monomérico de FVIIIIFc y monómero-
dímero de FVIIIFc. Véanse el Ejemplo 1, Fig. 1, y la Tabla 2A. Los Ejemplos proporcionan datos preclínicos y 
clínicos para este polipéptido híbrido. 
 
El segundo polipéptido en un híbrido puede comprender o consistir esencialmente en una secuencia al menos un 5 
90% o un 95% idéntica a la secuencia de aminoácidos mostrada en la Tabla 2A(ii) sin una secuencia señal 
(aminoácidos 1 a 227 de SEQ ID NO:4) o al menos un 90% o un 95% idéntica a la secuencia de aminoácidos 
mostrada en la Tabla 2A(ii) con una secuencia señal (aminoácidos -20 a 227 de SEQ ID NO:4). El segundo 
polipéptido puede comprender o consistir esencialmente en una secuencia idéntica a la secuencia de aminoácidos 
mostrada en la Tabla 2A(ii) sin una secuencia señal (aminoácidos 1 a 227 de SEQ ID NO:4) o idéntica a la 10 
secuencia de aminoácidos mostrada en la Tabla 2A(ii) con una secuencia señal (aminoácidos -20 a 227 de SEQ ID 
NO:4). 
 
La Figura 1 es un esquema que muestra la estructura de un polipéptido quimérico del factor VIII-Fc con el dominio B 
eliminado, y su asociación con un segundo polipéptido que es un polipéptido Fc. Para obtener este híbrido, se 15 
obtuvo la secuencia codificante de FVIII con el dominio B humano recombinante eliminado por reacción en cadena 
de polimerasa de transcripción inversa (RT-PCR) a partir de ARN poli A de hígado humano (Clontech) usando 
cebadores específicos de FVIII. La secuencia de FVIII incluye la secuencia de señal nativa para FVIII. La deleción 
del dominio B fue de serina 743 (S743; 2287 pb) a glutamina 1638 (Q1638; 4969 pb) para una deleción total de 2682 
pb. A continuación, la secuencia de codificación para Fc recombinante humano se obtuvo por RT-PCR a partir de 20 
una biblioteca de ADNc de leucocitos humanos (Clontech) usando cebadores específicos de Fc. Los cebadores se 
diseñaron de manera que la secuencia de FVIII con dominio B eliminado se fusionó directamente al extremo N de la 
secuencia de Fc sin un enlazador intermedio. La secuencia de ADN de FVIIIFc se clonó en el vector de expresión 
doble de mamífero pBUDCE4.1 (Invitrogen) bajo el control del promotor de CMV. Se obtuvo una segunda secuencia 
de Fc idéntica que incluía la secuencia señal de Igk de ratón por RT-PCR y se clonó aguas abajo del segundo 25 
promotor, EF1α, en el vector de expresión pBUDCE4.1. 
 
El vector de expresión de rFVIIIFc se transfectó en células 293 de riñón embrionario humano (HEK293H; Invitrogen) 
usando reactivo de transfección Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Se generaron líneas celulares clonales estables 
mediante selección con Zeocin (Invitrogen). Se usó una línea celular clonal, 3C4-22, para generar FVIIIFc para la 30 
caracterización in vivo. El FVIIIFc recombinante se produjo y purificó (McCue et al. 2009) at Biogen Idec (Cambridge, 
MA). Se esperaba que la estrategia de transfección descrita anteriormente produjera tres productos, es decir, 
híbridos monoméricos de rFVIIIFc, híbridos de rFVIIIFc diméricos y Fc dimérico. Sin embargo, esencialmente no se 
detectó rFVIIIFc dimérico en el medio acondicionado de estas células. Más bien, el medio acondicionado contenía 
Fc y rFVIIIFc monomérico. Es posible que el tamaño de rFVIIIFc dimérico fuera demasiado grande e impidiera la 35 
secreción eficiente de la célula. Este resultado fue beneficioso ya que hizo que la purificación del monómero fuera 
menos complicada que si las tres proteínas hubieran estado presentes. El material utilizado en estos estudios tenía 
una actividad específica de aproximadamente 9000 UI/mg. 
 
"Intervalo de dosificación", como se usa en el presente documento, significa la cantidad de tiempo que transcurre 40 
entre las múltiples dosis que se administran a un sujeto. La comparación del intervalo de dosificación puede llevarse 
a cabo en un único sujeto o en una población de sujetos y luego puede calcularse el promedio obtenido en la 
población. 
 
El intervalo de dosificación cuando se administra un polipéptido de Factor VIII quimérico, por ejemplo, un polipéptido 45 
de Factor VIII-Fc quimérico (un polipéptido que comprende un Factor VIII o un híbrido) de la invención puede ser al 
menos aproximadamente una vez y media mayor que el intervalo de dosificación requerido para una cantidad 
equivalente de dicho Factor VIII sin la porción diferente del Factor VIII, por ejemplo, sin la porción Fc (un polipéptido 
que consiste en dicho Factor VIII). El intervalo de dosificación puede ser al menos aproximadamente de una y media 
a seis veces más largo, una y media a cinco veces más largo, una y media a cuatro veces más largo, una y media a 50 
tres veces más largo, o una y media a dos veces más largo, que el intervalo de dosificación requerido para una 
cantidad equivalente de dicho Factor VIII sin la porción diferente del Factor VIII, por ejemplo, sin la porción Fc (un 
polipéptido que consiste en dicho Factor VIII). El intervalo de dosificación puede ser de al menos aproximadamente 
una y media, dos, dos y media, tres, tres y media, cuatro, cuatro y media, cinco, cinco y media o seis veces más 
largo que el intervalo de dosificación requerido para una cantidad equivalente de dicho Factor VIII sin la porción 55 
diferente del Factor VIII, por ejemplo, sin la porción Fc (un polipéptido que consiste en dicho Factor VIII). El intervalo 
de dosificación puede ser aproximadamente cada cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce, trece o catorce 
días o más. El intervalo de dosificación puede ser al menos aproximadamente de uno y medio a 5, uno y medio, 2, 3, 
4 o 5 días o más. Para el tratamiento a demanda, el intervalo de dosificación de dicho polipéptido quimérico o híbrido 
es aproximadamente una vez cada 24-36, 24-48, 24-72, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 60 

E10835255
14-02-2018ES 2 659 888 T3

 



 
 

 
12 

40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 
71, o 72 horas o más. 
 
Preferiblemente, la dosis eficaz es de 25-65 UI/kg (25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 
42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 62, 64, o 65 UI/kg) y el intervalo de 5 
dosificación es una vez cada 3-5, 3-6, 3-7, 3, 4, 5, 6, 7, u 8 o más días, o tres veces a la semana, o no más de tres 
veces a la semana. Preferiblemente, la dosis eficaz es de 65 UI/kg y el intervalo de dosificación es una vez por 
semana, o una vez cada 6-7 días. 
 
El "Factor VIII de acción prolongada" es un Factor VIII que tiene una semivida aumentada (también denominada en 10 
el presente documento t1/2, t1/2 beta, semivida de eliminación y HL) con respecto a un Factor VIII de referencia. La 
semivida aumentada de un Factor VIII de acción prolongada puede deberse a la fusión a uno o más polipéptidos 
diferentes del Factor VIII tales como, por ejemplo, Fc, XTEN o albúmina. La semivida aumentada puede deberse a 
una o más modificaciones, tales como, por ejemplo, pegilación. Los polipéptidos del Factor VIII de acción prolongada 
ejemplares incluyen, por ejemplo, polipéptidos del Factor VIII quiméricos que comprenden Fc, polipéptidos 15 
quiméricos de Factor VIII que comprenden XTEN y polipéptidos quiméricos de Factor VIII que comprenden 
albúmina. Los polipéptidos del factor VIII de acción prolongada ejemplares adicionales incluyen, por ejemplo, Factor 
VIII pegilado. 
 
El polipéptido de "referencia", en el caso de un polipéptido de Factor VIII quimérico de acción prolongada, es un 20 
polipéptido que consiste esencialmente en la porción de Factor VIII del polipéptido quimérico, por ejemplo, la misma 
porción de Factor VIII sin la porción Fc, sin la porción XTEN, o sin la porción de albúmina. Del mismo modo, el 
polipéptido de referencia en el caso de un Factor VIII modificado es el mismo Factor VIII sin la modificación, por 
ejemplo, un Factor VIII sin la pegilación. 
 25 
En algunas realizaciones, el Factor VIII de acción prolongada tiene una o más de las siguientes propiedades cuando 
se administra a un sujeto: 
 
un tiempo medio de residencia (MRT) (actividad) en dicho sujeto de aproximadamente 14-41,3 horas; 
una depuración (CL) (actividad) en dicho sujeto de aproximadamente 1,22-5,19 ml/hora/kg o menos; 30 
una t1/2beta (actividad) en dicho sujeto de aproximadamente 11-26,4 horas; 
una recuperación progresiva (valor K) (actividad, observado) en dicho sujeto de aproximadamente 1,38-2,88 UI/dl 
por UI/kg; 
un Vss (actividad) en dicho sujeto de aproximadamente 37,7-79,4 ml/kg; y 
una AUC/dosis en dicho sujeto de aproximadamente 19,2-81,7 UI * h/dl por UI/kg. 35 
 
En algunas realizaciones, el Factor VIII de acción prolongada tiene una o más de las siguientes propiedades cuando 
se administra a una población de pacientes: 
 
una recuperación progresiva media (valor K) (actividad; observada) mayor de 1,38 UI/dl por UI/kg; 40 
una recuperación progresiva media (valor K) (actividad; observada) de al menos aproximadamente 1,5, al menos 
aproximadamente 1,85, o al menos aproximadamente 2,46 UI/dl por UI/kg. 
una depuración media (CL) (actividad) en dicha población de pacientes de aproximadamente 2,33 ± 1,08 ml/hora/kg 
o menos; 
una depuración media (CL) (actividad) en dicha población de pacientes de aproximadamente 1,8-2,69 ml/hora/kg; 45 
una depuración media (CL) (actividad) en dicha población de pacientes que es de aproximadamente el 65% de la 
depuración de un polipéptido que comprende dicho Factor VIII sin modificación; 
un tiempo de residencia medio (MRT) (actividad) en dicha población de pacientes de al menos aproximadamente 
2,33 ± 8,33 horas; 
un MRT medio (actividad) en dicha población de pacientes de aproximadamente 25,9 - 26,5 horas; 50 
un MRT medio (actividad) en dicha población de pacientes que es aproximadamente 1,5 veces mayor que el MRT 
medio de un polipéptido que comprende dicho Factor VIII sin modificación; 
una t1/2beta media (actividad) en dicha población de pacientes de aproximadamente 2,33 ± 5,79 horas; 
una t1/2beta media (actividad) en dicha población de pacientes que es aproximadamente 18 - 18,4 horas; 
una t1/2beta media (actividad) en dicha población de pacientes que es aproximadamente 1,5 veces mayor que la 55 
t1/2beta media de un polipéptido que comprende dicho Factor VIII sin modificación; 
una recuperación progresiva media (valor K) (actividad; observada) en dicha población de pacientes de 
aproximadamente 2,33 ± 0,44 UI/dl por UI/kg; 
una recuperación progresiva media (valor K) (actividad; observada) en dicha población de pacientes de 
aproximadamente 1,85 - 2,46 UI/dl por UI/kg; 60 
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una recuperación progresiva media (valor K) (actividad; observada) en dicha población de pacientes que es 
aproximadamente el 90% de la recuperación progresiva media de un polipéptido que comprende dicho Factor VIII 
sin modificación; 
un Vss medio (actividad) en dicha población de pacientes de aproximadamente 2,33 ± 12,3 ml/kg; 
un Vss medio (actividad) en dicha población de pacientes de aproximadamente 45,3 - 56,1 ml/kg; 5 
un AUC/dosis medio (actividad) en dicha población de pacientes de aproximadamente 2,33 ± 18,2 UI * h/dl por UI/kg; 
una AUC/dosis media (actividad) en dicha población de pacientes de aproximadamente 44,8 - 57,6 UI*h/dl por UI/kg. 
 
"Tratamiento a demanda", como se usa en el presente documento, significa un tratamiento que está destinado a 
tener lugar en un corto periodo de tiempo y que sea en respuesta a una afección existente, tal como un episodio 10 
hemorrágico, o una necesidad percibida, tal como la cirugía planeada. Las afecciones que pueden requerir 
tratamiento a demanda incluyen, por ejemplo, un episodio hemorrágico, hemartrosis, sangrado muscular, sangrado 
oral, hemorragia, hemorragia en los músculos, hemorragia oral, traumatismo, trauma de la cabeza, hemorragia 
gastrointestinal, hemorragia intracraneal, hemorragia intraabdominal , hemorragia intratorácica, fractura ósea, 
hemorragia del sistema nervioso central, hemorragia en el espacio retrofaríngeo, hemorragia en el espacio 15 
retroperitoneal o hemorragia en la vaina del iliopsoas. El sujeto puede necesitar profilaxis quirúrgica, manejo 
perioperatorio o tratamiento para cirugía. Dichas cirugías incluyen, por ejemplo, cirugía menor, cirugía mayor, 
extracción de dientes, amigdalectomía, herniotomía inguinal, sinovectomía, reemplazo total de rodilla, craneotomía, 
osteosíntesis, cirugía de trauma, cirugía intracraneal, cirugía intraabdominal, cirugía intratorácica o cirugía de 
reemplazo de articulaciones. 20 
 
Preferiblemente, el tratamiento a demanda resuelve más del 80% (más del 80%, más del 81%, más del 82%, más 
del 83%, más del 84%, más del 85%, más del 86%, más del 87%, más del 88%, más del 89%, más del 90%, más 
del 91%, más del 92%, más del 93%, más del 94%, más del 95%, más del 96%, más del 97%, más del 98%, más 
del 99%, o el 100%) o el 80-100%, 80-90%, 85-90%, 90-100%, 90-95%, o el 95-100% de las hemorragias (por 25 
ejemplo, hemorragias espontáneas) en una sola dosis. Preferiblemente, más del 80% (más del 81%, más del 82%, 
más del 83%, más del 84%, más del 85%, más del 86%, más del 87%, más del 88%, más del 89%, más del 90%, 
más del 91%, más del 92%, más del 93%, más del 94%, más del 95%, más del 96%, más del 97%, más del 98%, o 
el 100%) o el 80-100%, 80-90%, 85-90%, 90-100%, 90-95%, o el 95-100% de los episodios de sangrado son 
calificados como excelentes o buenos por los médicos después del tratamiento a demanda. Preferiblemente, más 30 
del 5%, (más del 6%, más del 7%, más del 8%, más del 9%, más del 10%, más del 11%, más del 12%, más del 
13%, más del 14%, más del 15%, más del 16%, más del 17%, más del 18%, más del 19%, más del 20%), o el 5-
20%, 5-15%, 5-10%, 10-20%, o el 10-15% de los episodios de sangrado son calificados como buenos por los 
médicos después del tratamiento a demanda 
 35 
"Polipéptido", "péptido" y "proteína" se usan de manera intercambiable y se refieren a un compuesto polimérico 
compuesto por residuos de aminoácidos unidos covalentemente. 
 
"Polinucleótido" y "ácido nucleico" se usan de forma intercambiable y se refieren a un compuesto polimérico 
compuesto por residuos de nucleótidos unidos covalentemente. Los polinucleótidos pueden ser ADN, ADNc, ARN, 40 
monocatenario o bicatenario, vectores, plásmidos, fagos o virus. Los polinucleótidos incluyen, por ejemplo, los de la 
Tabla 1, que codifican los polipéptidos de la Tabla 2 (véase la Tabla 1). Los polinucleótidos también incluyen, por 
ejemplo, fragmentos de los polinucleótidos de la Tabla 1, por ejemplo, los que codifican fragmentos de los 
polipéptidos de la Tabla 2, tales como el Factor VIII, Fc, secuencia señal, 6His y otros fragmentos de los polipéptidos 
de la Tabla 2. 45 
 
El "tratamiento profiláctico", como se usa en el presente documento, significa administrar un polipéptido del Factor 
VIII en dosis múltiples a un sujeto durante un periodo de tiempo para aumentar el nivel de actividad del Factor VIII en 
el plasma de un sujeto. Preferiblemente, el nivel aumentado es suficiente para disminuir la incidencia de hemorragia 
espontánea o para prevenir hemorragias, por ejemplo, en el caso de una lesión imprevista. Preferiblemente, durante 50 
el tratamiento profiláctico, el nivel de proteína en plasma en el sujeto no cae por debajo del nivel inicial para ese 
sujeto, o por debajo del nivel del Factor VIII que caracteriza la hemofilia grave (<1 UI/dl [1%]). 
 
Preferiblemente, el régimen de profilaxis se "adapta" al paciente individual, preferiblemente determinando los datos 
de PK para cada paciente y administrando el Factor VIII de la invención en un intervalo de dosificación que mantiene 55 
un nivel mínimo del 1-3% de actividad de FVIII. Se pueden hacer ajustes cuando un sujeto experimenta episodios 
hemorrágicos inaceptables definidos como ≥2 episodios de sangrado espontáneo durante un periodo de dos meses 
consecutivos. En este caso, el ajuste se dirigirá a niveles mínimos del 3-5%. Preferiblemente, el tratamiento 
profiláctico da como resultado la prevención y el control de la hemorragia, el control sostenido de la hemorragia, la 
protección sostenida contra la hemorragia, y/o el beneficio sostenido. La profilaxis, por ejemplo, la protección 60 
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sostenida se puede demostrar mediante un AUC aumentado hasta el último punto de tiempo medido (AUC-LAST) y 
una depuración reducida, dando como resultado un aumento de la t1/2 terminal en comparación con el FVIII de 
acción corta. Preferiblemente, la profilaxis se demuestra por una mejor Cmáx, un mejor Tmáx y/o un mayor tiempo 
medio de residencia frente al FVIII de acción corta. Preferiblemente, la profilaxis no produce episodios de sangrado 
espontáneo dentro de aproximadamente 24, 36, 48, 72 o 96 horas (por ejemplo, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 5 
34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 
65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 96, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 
o 96 horas, preferiblemente en 72 horas), después de la inyección (por ejemplo, la última inyección). 
Preferiblemente, la profilaxis da como resultado más del 30% (por ejemplo, más del 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 10 
70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 96, 87, 88, 89, o el 90%, preferiblemente más del 50%), 
de reducción media en los episodios de hemorragia al año con una dosificación de una vez a la semana (por 
ejemplo, 65 UI/kg). 
 
"Sujeto", como se usa en el presente documento, significa un mamífero humano o no humano. Los mamíferos no 15 
humanos incluyen, por ejemplo, ratones, perros, primates, monos, gatos, caballos, vacas, cerdos y otros animales 
domésticos y animales pequeños. 
 
"Dosis terapéutica", como se usa en el presente documento, significa una dosis que logra un objetivo terapéutico, 
como se describe en el presente documento. El cálculo de la dosis requerida del factor VIII se basa en el hallazgo 20 
empírico de que, en promedio, 1 UI de factor VIII por kg de peso corporal aumenta la actividad del factor VIII 
plasmático en aproximadamente 2 UI/dl. La dosificación requerida se determina usando la siguiente fórmula: 
 

Unidades requeridas = peso corporal (kg) x aumento del factor VIII deseado (UI/dl o % de normalidad) x 0,5 (UI/kg 
por UI/dl) 25 

 
Las dosis terapéuticas que pueden usarse en los métodos de la descripción son de aproximadamente 10-100 UI/kg, 
más específicamente, 10-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90, o 90-100 UI/kg, y más 
específicamente, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, o 100 UI/kg. 
 30 
Adicionalmente, las dosis terapéuticas que pueden usarse en los métodos de la descripción son de 
aproximadamente 10 a aproximadamente 150 UI/kg, más específicamente, aproximadamente 100-110, 110-120, 
120-130, 130-140, 140-150 UI/kg, y más específicamente, aproximadamente 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 
o 150 UI/kg. 
 35 
"Variante", como se usa en el presente documento, se refiere a un polinucleótido o polipéptido que difiere del 
polinucleótido o polipéptido original, pero que conserva sus propiedades esenciales, por ejemplo, la actividad 
coagulante del factor VIII, o la actividad de Fc (unión a FcRn). Generalmente, las variantes son globalmente muy 
similares, y, en muchas regiones, idénticas al polinucleótido o polipéptido original. Las variantes incluyen, por 
ejemplo, fragmentos polipeptídicos y de polinucleótidos, deleciones, inserciones y versiones modificadas de 40 
polipéptidos originales. 
 
Los polinucleótidos variantes pueden comprender, o como alternativa consisten en, una secuencia de nucleótidos 
que es al menos un 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a, por ejemplo, la secuencia que codifica 
nucleótidos en la SEQ ID NO:1, 3, 5, 7, 9 u 11 (la porción del factor VIII, la porción Fc, individualmente o en 45 
conjunto) o la cadena complementaria a la misma, la secuencia codificante de nucleótidos del mutante conocido y el 
factor VIII recombinante o Fc tales como los descritos en las publicaciones y patentes citadas en el presente 
documento o la cadena complementaria a la misma, una secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido de 
SEQ ID NO:2, 4, 6, 8, 10, o 12 (la porción de factor VIII, la porción Fc, individualmente o en conjunto), y/o fragmentos 
de polinucleótidos de cualquiera de estas moléculas de ácido nucleico (por ejemplo, los fragmentos descritos en el 50 
presente documento). Los polinucleótidos que se hibridan con estas moléculas de ácido nucleico en condiciones de 
hibridación rigurosas o condiciones de astringencia inferiores también se incluyen como variantes, como lo son los 
polipéptidos codificados por estos polinucleótidos siempre que sean funcionales. 
 
Los polipéptidos variantes pueden comprender, o como alternativa pueden consistir en, una secuencia de 55 
aminoácidos que es al menos un 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% idéntica a, por ejemplo, la secuencia 
polipeptídica. mostrada en SEQ ID NO:2, 4, 6, 8, 10, o 12 (la porción del factor VIII, la porción Fc, individualmente o 
en conjunto), y/o fragmentos polipeptídicos de cualquiera de estos polipéptidos (por ejemplo, los fragmentos 
descritos en el presente documento). 
 60 
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Por un ácido nucleico que tiene una secuencia de nucleótidos al menos, por ejemplo, un 95% "idéntica" a una 
secuencia de nucleótidos de referencia, se pretende que la secuencia de nucleótidos del ácido nucleico sea idéntica 
a la secuencia de referencia, excepto que la secuencia de nucleótidos puede incluir hasta cinco mutaciones 
puntuales por cada 100 nucleótidos de la secuencia de nucleótidos de referencia. En otras palabras, para obtener un 
ácido nucleico que tenga una secuencia de nucleótidos al menos un 95% idéntica a una secuencia de nucleótidos de 5 
referencia, hasta el 5% de los nucleótidos en la secuencia de referencia puede eliminarse o sustituirse con otro 
nucleótido, o se pueden insertar varios nucleótidos hasta el 5% de los nucleótidos totales en la secuencia de 
referencia en la secuencia de referencia. La secuencia problema puede ser, por ejemplo, la secuencia completa que 
se muestra en la SEQ ID NO:1 o 3, el ORF (marco de lectura abierto), o cualquier fragmento especificado como se 
describe en el presente documento. 10 
 
En la práctica, si cualquier molécula de ácido nucleico o polipéptido particular es al menos un 85%, 90%, 95%, 96%, 
97%, 98% o un 99% idéntico a una secuencia de nucleótidos o polipéptido de la presente invención puede 
determinarse de manera convencional utilizando programas informáticos conocidos. Un método preferido para 
determinar la mejor coincidencia global entre una secuencia problema (secuencia de referencia u original) y una 15 
secuencia objeto, también denominada alineación de secuencia global, puede determinarse usando el programa 
informático FASTDB basado en el algoritmo deBrutlag et al. (Comp. App. Biosci. (1990) 6:237-245). En una 
alineación de secuencias, las secuencias problema y objeto son ambas secuencias de ADN. Una secuencia de ARN 
se puede comparar convirtiendo U en T. El resultado de dicha alineación de secuencia global está en porcentaje de 
identidad. Los parámetros preferidos usados en una alineación FASTDB de secuencias de ADN para calcular el 20 
porcentaje de identidad son Matriz = Unitaria, k-tupla = 4, Penalización por desemparejamiento = 1, Penalización de 
unión = 30, Longitud del grupo de aleatorización = 0, Puntuación de corte = 1, Penalización por huecos = 5, 
Penalización por tamaño de huecos 0,05, Tamaño de ventana = 500 o la longitud de la secuencia de nucleótidos 
objeto, la que sea más corta. 
 25 
Si la secuencia objeto es más corta que la secuencia problema debido a eliminaciones 5' o 3', no debido a 
eliminaciones internas, se debe realizar una corrección manual de los resultados. Esto se debe a que el programa 
FASTDB no tiene en cuenta los truncamientos 5' y 3' de la secuencia objeto al calcular el porcentaje de identidad. 
Para secuencias objeto truncadas en los extremos 5' o 3', con respecto a la secuencia problema, el porcentaje de 
identidad se corrige calculando el número de bases de la secuencia problema que son 5' y 3' de la secuencia objeto, 30 
que no se corresponden/alinean, como un porcentaje de las bases totales de la secuencia problema. Si un 
nucleótido se empareja/alinea se determina por los resultados de la alineación de secuencias FASTDB. Este 
porcentaje se resta entonces del porcentaje de identidad, calculado por el programa FASTDB anterior utilizando los 
parámetros especificados, para llegar a una puntuación de porcentaje de identidad final. Esta puntuación corregida 
es la que se usa para los fines de la presente invención. Solo las bases fuera de las bases 5' y 3' de la secuencia 35 
objeto, como se muestra mediante la alineación FASTDB, que no se emparejan/alinean con la secuencia problema, 
se calculan con el propósito de ajustar manualmente la puntuación del porcentaje de identidad. 
 
Por ejemplo, una secuencia objeto de 90 bases se alinea con una secuencia problema de 100 bases para 
determinar el porcentaje de identidad. Las eliminaciones se producen en el extremo 5' de la secuencia objeto y, por 40 
lo tanto, la alineación FASTDB no muestra un emparejamiento/alineación de las primeras 10 bases en el extremo 5'. 
Las 10 bases no emparejadas representan el 10% de la secuencia (número de bases en los extremos 5' y 3' no 
emparejados/número total de bases en la secuencia problema), por lo que el 10% se resta de la puntuación de 
porcentaje de identidad que se calcula por el programa FASTDB. Si las 90 bases restantes coincidieran 
perfectamente, el porcentaje de identidad final sería del 90%. En otro ejemplo, se compara una secuencia objeto de 45 
90 bases con una secuencia problema de 100 bases. Esta vez, las eliminaciones son eliminaciones internas, de 
manera que no hay bases en 5' o 3' de la secuencia objeto que no se emparejen/estén alineadas con la secuencia 
problema. En este caso, el porcentaje de identidad calculado por FASTDB no se corrige manualmente. Una vez 
más, solo las bases 5' y 3' de la secuencia objeto que no están emparejadas/alineadas con la secuencia problema 
se corrigen manualmente. No se realizarán otras correcciones manuales para los fines de la presente invención. 50 
 
Por un polipéptido que tiene una secuencia de aminoácidos al menos, por ejemplo, un 95% "idéntica" a una 
secuencia de aminoácidos problema de la presente invención, se pretende que la secuencia de aminoácidos del 
polipéptido objeto sea idéntica a la secuencia problema, excepto que la secuencia polipeptídica objeto puede incluir 
hasta cinco alteraciones de aminoácidos por cada 100 aminoácidos de la secuencia de aminoácidos problema. En 55 
otras palabras, para obtener un polipéptido que tiene una secuencia de aminoácidos al menos un 95% idéntica a 
una secuencia de aminoácidos problema, hasta un 5% de los residuos de aminoácidos en la secuencia objeto 
pueden insertarse, eliminarse, (indeles) o sustituirse con otro aminoácido. Estas alteraciones de la secuencia de 
referencia pueden ocurrir en las posiciones amino o carboxi terminales de la secuencia de aminoácidos de 
referencia o en cualquier lugar entre esas posiciones terminales, intercaladas individualmente entre residuos en la 60 
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secuencia de referencia o en uno o más grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia. 
 
En la práctica, puede determinarse si cualquier polipéptido particular es al menos un 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 
98% o un 99% idéntico a, por ejemplo, las secuencias de aminoácidos de SEQ ID NO:2 (la porción del factor VIII, la 
porción Fc, individualmente o en conjunto) o 4, o una secuencia de polipéptido de factor VIII o Fc conocida, usando 5 
convencionalmente programas informáticos conocidos. Un método preferido para determinar la mejor coincidencia 
global entre una secuencia problema (secuencia de referencia u original) y una secuencia objeto, también 
denominada alineación de secuencia global, puede determinarse usando el programa informático FASTDB basado 
en el algoritmo deBrutlag et al., Comp. App. Biosci. 6:237-245(1990). En una alineación de secuencias, las 
secuencias problema y objeto son tanto secuencias de nucleótidos como secuencias de aminoácidos. El resultado 10 
de dicha alineación de secuencia global está en porcentaje de identidad. Los parámetros preferidos utilizados en una 
alineación de aminoácidos FASTDB son: Matriz = PAM 0, k-tupla = 2, Penalización por desemparejamiento = l, 
Penalización de unión = 20, Longitud del grupo de aleatorización = 0, Puntuación de corte = 1, Tamaño de ventana = 
longitud de secuencia, Penalización por huecos = 5, Penalización por tamaño de huecos = 0,05, Tamaño de ventana 
= 500 o la longitud de la secuencia de aminoácidos objeto, la que sea más corta. 15 
 
Si la secuencia objeto es más corta que la secuencia problema debido a eliminaciones en N o C-terminal, no debido 
a eliminaciones internas, se debe realizar una corrección manual de los resultados. Esto se debe a que el programa 
FASTDB no tiene en cuenta los truncamientos N y C-terminales de la secuencia objeto al calcular el porcentaje de 
identidad global. Para secuencias objeto truncadas en los extremos N y C, con respecto a la secuencia problema, el 20 
porcentaje de identidad se corrige calculando el número de residuos de la secuencia problema que son N y C-
terminales de la secuencia objeto, que no se corresponden/alinean con un residuo objeto correspondiente, como un 
porcentaje de las bases totales de la secuencia problema. Si un residuo se empareja/alinea se determina por los 
resultados de la alineación de secuencias FASTDB. Este porcentaje se resta entonces del porcentaje de identidad, 
calculado por el programa FASTDB anterior utilizando los parámetros especificados, para llegar a una puntuación de 25 
porcentaje de identidad final. Esta puntuación de porcentaje de identidad final es la que se usa para los fines de la 
presente invención. Solamente los residuos en los extremos N y C de la secuencia objeto, que no se 
emparejan/alinean con la secuencia problema, se consideran con el propósito de ajustar manualmente la puntuación 
de porcentaje de identidad. Es decir, solo el residuo problema se sitúa fuera de los residuos N y C-terminales más 
lejanos de la secuencia objeto. 30 
 
Por ejemplo, una secuencia objeto de residuos de 90 aminoácidos se alinea con una secuencia problema de 100 
residuos para determinar el porcentaje de identidad. La eliminación se produce en el extremo N de la secuencia 
objeto y, por lo tanto, la alineación FASTDB no muestra un emparejamiento/alineación de los primeros 10 residuos 
en el extremo N-terminal. Los 10 residuos no emparejados representan el 10% de la secuencia (número de residuos 35 
en los extremos N y C no emparejados/número total de residuos en la secuencia problema), por lo que el 10% se 
resta de la puntuación de porcentaje de identidad que se calcula por el programa FASTDB. Si los 90 residuos 
restantes coincidieran perfectamente, el porcentaje de identidad final sería del 90%. En otro ejemplo, se compara 
una secuencia objeto de 90 residuos con una secuencia problema de 100 residuos. Esta vez, las eliminaciones son 
eliminaciones internas, de manera que no hay residuos en los extremos N o C de la secuencia objeto que no se 40 
emparejen/estén alineados con la secuencia problema. En este caso, el porcentaje de identidad calculado por 
FASTDB no se corrige manualmente. Una vez más, solo las posiciones de residuos fuera de los extremos N y C-
terminales de la secuencia objeto, como se muestra en la alineación FASTDB, que no están emparejados/alineados 
con la secuencia problema, se corrigen manualmente. No se realizarán otras correcciones manuales para los fines 
de la presente invención. 45 
 
Las variantes de polinucleótidos pueden contener alteraciones en las regiones codificantes, regiones no codificantes, 
o ambas. Son especialmente preferidas las variantes de polinucleótidos que contienen alteraciones que producen 
sustituciones, adiciones o deleciones silenciosas, pero que no alteran las propiedades o actividades del polipéptido 
codificado. Se prefieren las variantes de nucleótidos producidas por sustituciones silenciosas debido a la 50 
degeneración del código genético. Además, también se prefieren las variantes en las que 5-10, 1-5 o 1-2 
aminoácidos se sustituyen, eliminan o añaden en cualquier combinación. Las variantes de polinucleótidos se pueden 
producir por una variedad de razones, por ejemplo, para optimizar la expresión de codones para un huésped 
particular (cambiar los codones en el ARNm humano por los preferidos por un huésped bacteriano, tal como E. coli). 
 55 
Las variantes de origen se denominan "variantes alélicas" y se refieren a una de varias formas alternativas de un gen 
que ocupa un locus determinado en un cromosoma de un organismo (Genes II, Lewin, B., ed., John Wiley & Sons, 
Nueva York (1985)). Estas variantes alélicas pueden variar a nivel de polinucleótido y/o el polipéptido y están 
incluidas en la presente invención. Como alternativa, las variantes no naturales se pueden producir mediante 
técnicas de mutagénesis o mediante síntesis directa. 60 
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Usando los métodos conocidos de ingeniería de proteínas y tecnología de ADN recombinante, se pueden generar 
variantes para mejorar o alterar las características de los polipéptidos. Por ejemplo, uno o más aminoácidos se 
pueden eliminar del extremo N o del extremo C de la proteína secretada sin pérdida sustancial de la función 
biológica. Los autores de Ron et al., J. Biol. Chem. 268: 2984-2988 (1993), informaron sobre proteínas KGF 5 
variantes que tenían actividad de unión a heparina incluso después de eliminar 3, 8 o 27 residuos aminoacídicos 
amino terminales. De forma similar, el interferón gamma mostró una actividad hasta diez veces mayor después de 
eliminar 8-10 residuos de aminoácidos del extremo carboxi de esta proteína. (Dobeli et al., J. Biotechnology 7:199-
216 (1988)). 
 10 
Además, una amplia evidencia demuestra que las variantes a menudo conservan una actividad biológica similar a la 
de la proteína de origen natural. Por ejemplo, Gayle et al. (J. Biol. Chem 268:22105-22111 (1993)), llevaron a cabo 
un extenso análisis mutacional de la citocina humana IL-1a. Utilizaron mutagénesis aleatoria para generar más de 
3.500 mutantes de IL-1a individuales que promediaron 2,5 cambios de aminoácidos por variante en toda la longitud 
de la molécula. Se examinaron múltiples mutaciones en cada posible posición de aminoácido. Los investigadores 15 
encontraron que "la mayor parte de la molécula podría alterarse con poco efecto sobre la [actividad de unión o 
biológica]". (Véase el Resumen). De hecho, solo 23 secuencias de aminoácidos únicas, de más de 3.500 secuencias 
de nucleótidos examinadas, produjeron una proteína que difería significativamente en la actividad del tipo salvaje. 
 
Como se ha indicado anteriormente, las variantes polipeptídicas incluyen, por ejemplo, polipéptidos modificados. Las 20 
modificaciones incluyen, por ejemplo, acetilación, acilación, ADP-ribosilación, amidación, unión covalente de flavina, 
unión covalente de un resto hemo, unión covalente de un nucleótido o derivado de nucleótido, unión covalente de un 
lípido o derivado lipídico, unión covalente de fosfotidilinositol, entrecruzamiento, ciclación, formación de enlaces 
disulfuro, desmetilación, formación de enlaces cruzados covalentes, formación de cisteína, formación de 
piroglutamato, formilación, gamma-carboxilación, glicosilación, formación de anclaje GPI, hidroxilación, yodación, 25 
metilación, miristoilación, oxidación, pegilación (Mei et al., Blood 116:270-79 (2010)), procesamiento proteolítico, 
fosforilación, prenilación, racemización, selenoilación, sulfatación, adición de aminoácidos mediada por transferencia 
de RNA para proteínas tales como arginilación y ubiquitinación. En algunas realizaciones, el Factor VIII está 
modificado, por ejemplo, pegilado, en cualquier ubicación conveniente. En algunas realizaciones, el Factor VIII se 
pegila en un aminoácido expuesto en la superficie del Factor VIII, preferiblemente una cisteína expuesta en la 30 
superficie, que puede ser una cisteína modificada genéticamente. Mei et al. (2010). En algunas realizaciones, el 
Factor VIII modificado, por ejemplo, el Factor VIII pegilado, es un Factor VIII de acción prolongada. 
 
El "Volumen de distribución en estado estacionario (Vss)", como se usa en el presente documento, tiene el mismo 
significado que el término utilizado en farmacología, que es el espacio (volumen) aparente en el que se distribuye un 35 
fármaco. VSS = la cantidad de fármaco en el cuerpo dividida por la concentración en plasma en estado estacionario. 
 
"Aprox.", como se usa en el presente documento para un intervalo, modifica ambos extremos del intervalo. Por lo 
tanto, "aproximadamente 10-20" significa "aproximadamente de 10 a aproximadamente 20". 
 40 
Habiendo descrito ahora la presente invención en detalle, la misma se entenderá más claramente por referencia a 
los siguientes ejemplos, que se incluyen en la presente con fines de ilustración solamente y no pretender ser 
limitantes de la invención. 
 
Ejemplo 1 45 
 
Resumen 
 
Se creó una proteína de fusión recombinante del factor VIII-Fc (rFVIIIFc) con el dominio B eliminado para extender la 
semivida de FVIII. rFVIIIFc se estudió en modelos de ratón y perros con hemofilia A grave y se comparó con rFVIII 50 
(ReFacto®). El tiempo de coagulación sanguínea total (WBCT) en ratones con hemofilia A se corrigió durante 
aproximadamente dos o tres veces más y la semivida de eliminación en plasma fue casi dos veces más larga para 
rFVIIIFc en comparación con ReFacto®. En perros con hemofilia A, una dosis intravenosa de rFVIIIFc (125 UI/kg) 
corrigió el WBCT a la normalidad. El WBCT permaneció por debajo de 20 min, el tiempo consistente con FVIII:C 
>1%, hasta aproximadamente 96 h, en comparación con 48 h para los perros tratados con ReFacto®. La semivida 55 
de eliminación de rFVIIIFc en el plasma de perro, cuando se midió usando ELISA o ensayos de actividad 
cromogénica, fue de 2,33 ± 1,7 h y 2,33 ± 0,3 h, respectivamente. ReFacto® corrigió el WBCT durante 
aproximadamente la mitad del tiempo que rFVIIIFc y la semivida en plasma fue de 7,0 h. Por lo tanto, la fusión de 
FVIII en Fc produjo una molécula con una semivida plasmática aumentada y la capacidad de proporcionar una 
protección prolongada contra el sangrado. 60 
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Introducción 
 
La reducción de la mortalidad, la prevención del daño articular y la mejora de la calidad de vida han sido logros 
importantes debido al desarrollo de FVIII recombinante y derivado de plasma. La protección prolongada contra la 5 
hemorragia representaría otro avance clave en el tratamiento de pacientes con hemofilia A. Los inventores han 
creado una proteína quimérica recombinante del factor VIII-Fc (rFVIIIFc) e híbrido como un enfoque para extender la 
semivida del FVIII. 
 
rFVIIIFc es una proteína híbrida heterodímera compuesta por FVIII con el dominio B eliminado fusionado de manera 10 
recombinante al dominio Fc de la inmunoglobulina G1 humana (IgG1) (Fig. 1, SEQ ID Nº:2; Tabla 2A) (Esta proteína 
también se refiere en el presente documento como proteína de fusión Fc monomérica de FVIIIFc, híbrido 
monomérico de FVIIIFc, híbrido monomérico FVIIIIFc, y monómero-dímero FVIIIFc). El Fc permite la unión al 
receptor Fc neonatal (FcRn), que es responsable de la protección de la degradación de IgG y confiere a la IgG la 
semivida de tres semanas observada en seres humanos (Ghetie V, y Ward ES., Annu. Rev. Immunol. 2000;18:739-15 
766;Roopenian DC, y Akilesh S., Nature Rev. Immunol. 2007;7:715-725). 
 
El dominio Fc de IgG1 se ha fusionado a factores de crecimiento, citocinas, enzimas y regiones de unión a ligando 
de receptores (Ashkanazi A, et al., Int. Rev. Immunol. 1993:10:219-27;Chamow SM, y Ashkanazi A, Trends 
Biotechnol. 1996:14:52-60;Fisher et al., N. Engl. J. Med. 1996:334(26): 1697-702). Varios de estos se han convertido 20 
en moléculas terapéuticas importantes (por ejemplo, etanercept, alefacept, abatacept). En estas proteínas de fusión, 
dos moléculas efectoras están conectadas a dos moléculas de Fc. En este ejemplo, rFVIIIFc se ha construido como 
una proteína de fusión Fc monomérica (una copia de un polipéptido que consiste en la secuencia en la Tabla 2A(i) 
(SEQ ID Nº:2) con o sin la secuencia señal y una copia de un polipéptido que consiste en la secuencia en la Tabla 
2A(ii) (SEQ ID NO: 4) con o sin la secuencia señal), es decir, con solo una copia de la molécula efectora (véase la 25 
Figura 1), y los estudios presentados en el presente documento comparan la farmacodinámica y la farmacocinética 
de esta novedosa proteína para rFVIII en modelos de ratón y perro de hemofilia A. La secuencia señal es la escisión 
durante la secreción. Esta construcción de proteínas se denomina en el presente documento proteína de fusión Fc 
monomérica de FVIIIFc, híbrido monomérico de FVIIIFc, híbrido monomérico de FVIIIIFc y monómero-dímero de 
FVIIIFc. Véase el Ejemplo 1, Fig. 1, Tabla 2A; y las Patentes de Estados Unidos N.º 7.404.956y7.348.004, para la 30 
estructura y producción de esta proteína. 
 
Métodos y materiales 
 
Preparaciones de FVIII 35 
 
FVIIIFc recombinante 
 
La secuencia codificante de FVIII con el dominio B humano recombinante eliminado se obtuvo por reacción en 
cadena de polimerasa de transcripción inversa (RT-PCR) a partir de ARN poli A de hígado humano (Clontech) 40 
usando cebadores específicos de FVIII. La secuencia de FVIII incluye la secuencia de señal nativa para FVIII. La 
deleción del dominio B fue de serina 743 (S743; 2287 pb) a glutamina 1638 (Q1638; 4969 pb) para una deleción 
total de 2682 pb. Véase el Ejemplo 1, Fig. 1, Tabla 2A; y las Patentes de Estados Unidos N.º 7.404.956y7.348.004, 
para la estructura y producción de esta proteína. 
 45 
La secuencia de codificación para Fc recombinante humano se obtuvo por RT-PCR a partir de una biblioteca de 
ADNc de leucocitos humanos (Clontech) usando cebadores específicos de Fc. Los cebadores se diseñaron de 
manera que la secuencia de FVIII con dominio B eliminado se fusionó directamente al extremo N de la secuencia de 
Fc sin un enlazador intermedio. La secuencia de ADN de FVIIIFc se clonó en el vector de expresión doble de 
mamífero pBUDCE4.1 (Invitrogen) bajo el control del promotor de CMV. Se obtuvo una segunda secuencia de Fc 50 
idéntica que incluía la secuencia señal de Igk de ratón por RT-PCR y se clonó aguas abajo del segundo promotor, 
EF1α, en el vector de expresión pBUDCE4.1. 
 
El vector de expresión de rFVIIIFc se transfectó en células 293 de riñón embrionario humano (HEK293H; Invitrogen) 
usando reactivo de transfección Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Se generaron líneas celulares clonales estables 55 
mediante selección con Zeocin (Invitrogen). Se usó una línea celular clonal, 3C4-22, para generar FVIIIFc para la 
caracterización in vivo. El FVIIIFc recombinante se produjo y se purificó (McCue et al. (McCue JT, et al., J. 
Chromatogr. A 2009;7824-7830) at Biogen Idec (Cambridge, MA). Se esperaba que la estrategia de transfección 
descrita anteriormente produjera tres productos, es decir, híbrido monomérico de rFVIIIFc, híbrido de rFVIIIFc 
dimérico y Fc dimérico. Sin embargo, esencialmente no se detectó rFVIIIFc dimérico en el medio acondicionado de 60 
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estas células. Más bien, el medio acondicionado contenía Fc y rFVIIIFc monomérico. Es posible que el tamaño de 
rFVIIIFc dimérico fuera demasiado grande e impidiera la secreción eficiente de la célula. Este resultado fue 
beneficioso ya que hizo que la purificación del monómero fuera menos complicada que si las tres proteínas hubieran 
estado presentes. El material utilizado en estos estudios tenía una actividad específica de aproximadamente 9000 
UI/mg. Además, estas células humanas produjeron un mayor nivel de proteína que otras células que se intentaron 5 
en este experimento. 
 
FVIII recombinante 
 
Se adquirió FVIII con el dominio B eliminado (ReFacto®) en Novis Pharmaceuticals y se preparó de acuerdo con las 10 
instrucciones del fabricante. ReFacto® (FVIII recombinante con el dominio B eliminado) tiene la misma secuencia de 
aminoácidos que los aminoácidos 1 a 1438 de SEQ ID NO:2. 
 
Animales con hemofilia A 
 15 
Los ratones con hemofilia A son inactivaciones del exón 16 de FVIII en un fondo 129 x B6 que se obtuvieron del Dr. 
Kazazian en la University of Pennsylvania (Bi L, et al., Nat. Genet. 1995;10(1):119-121) y se criaron en Syntonix. 
Estos ratones muestran tiempos prolongados de coagulación de la sangre entera (>60 min) y, por lo tanto, son un 
buen modelo de hemofilia A grave. 
 20 
Los perros con hemofilia A eran de la colonia endocriada mantenida en el Francis Owen Blood Research Laboratory 
en la University of North Carolina, Chapel Hill (Graham, JB, et al., J. Exp. Med. 1949;90:97-111). Estos perros tienen 
un fenotipo hemofílico grave comparable a la forma grave de la enfermedad humana (Graham, JB, et al., J. Exp. 
Med. 1949;90:97-111;Lozier, JN, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 2002;99:12991-12996). 
 25 
Diseños de estudio 
 
Estudios en ratones con hemofilia A 
 
Se estudió el efecto de rFVIIIFc y ReFacto® sobre el tiempo de coagulación de sangre entera (WBCT) en ratones 30 
con deficiencia de FVIII. Cada proteína se administró por vía intravenosa a 50 UI/kg y se recogió sangre de la vena 
de la cola de cada ratón antes de la dosis y varios puntos de tiempo después de la dosificación. Las muestras de 
sangre se incubaron en microtubos a 37 °C y se inspeccionaron visualmente una vez por minuto para determinar la 
presencia de un coágulo. Se registró el tiempo de formación del coágulo. Si no se formó ningún coágulo en 60 min, 
el tiempo de coagulación se registró como >60 min. Sangre de los coágulos normales de ratones en 35 
aproximadamente 4 min (intervalo 2-7 min, n = 10 ratones) en el ensayo WBCT. 
 
En un segundo conjunto de estudios, a los ratones con hemofilia A se les administró una sola dosis intravenosa de 
50 UI/kg de rFVIIIFc, ReFacto® o Advate® (4 ratones por punto de tiempo). La sangre se recogió mediante punción 
cardiaca en una décima parte del volumen de citrato sódico al 3,2% 0,25, 8, 24, 48 y 72 h después de la 40 
dosificación. Se preparó el plasma y se almacenó a -80 ºC hasta el análisis para determinar la actividad de FVIII 
usando un ensayo de actividad cromogénica específica de FVIII. 
 
Estudios en perros con hemofilia A 
 45 
En un estudio de dosis única PK/PD de rFVIIIFc, a dos perros con hemofilia A de la colonia Chapel Hill se les 
administró una sola dosis intravenosa de 125 UI/kg y se tomaron muestras de sangre antes de la dosis y después de 
la dosificación en puntos de tiempo seleccionados para determinar el WBCT, el tiempo de tromboplastina parcial 
activada (aPTT), concentración plasmática de FVIIIFc, hematología y química sérica. Los puntos de tiempo para el 
WBCT incluyeron una dosis previa, 5 y 30 minutos y 1, 2, 4, 8, 24, 32, 48, 72, 96, 144 y 168 h después de la 50 
dosificación. Las recogidas de sangre para la actividad de coagulación (aPTT) y la concentración plasmática de 
FVIIIFc incluyeron los puntos de tiempo enumerados anteriormente para el WBCT, así como 15 minutos y 3, 6, 12 
horas después de la dosificación. 
 
Se realizó un segundo estudio en el que ReFacto® (114 UI/kg para el perro M12 y 120 UI/kg para el perro M38) se 55 
administró por vía intravenosa. Se midió el WBCT hasta que los tiempos de coagulación fueron ≥20 min 
(consistentes con FVIII:C >1%), y luego se administraron 125 UI/kg de rFVIIIFc por vía intravenosa a los mismos 
perros y se tomaron muestras de sangre para determinar el WBCT, aPTT, concentración plasmática de FVIIIFc, 
hematología y química sérica. Los puntos de tiempo para el WBCT incluyeron una dosis previa, 5 y 30 minutos y 1, 
2, 4, 8, 24, 32, 48, 72 h después de la dosificación. La sangre también se recogió 96, 120, 144 y 168 h después de la 60 
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dosificación con FVIIIFc. Las recogidas de sangre para la actividad de coagulación y la concentración plasmática de 
FVIIIFc incluyeron los puntos de tiempo enumerados anteriormente para el WBCT, así como 15 minutos y 3, 6, 12 
horas después de la dosificación. 
 
El procedimiento de WBCT en perros con hemofilia A fue ligeramente diferente al de los ratones con hemofilia A. 5 
Después de la dosificación con rFVIIIFc o ReFacto®, se recogió un ml de sangre en diversos puntos de tiempo y se 
distribuyeron 0,5 ml en dos tubos de vidrio siliconados que posteriormente se colocaron en un baño de agua a 28 °C. 
Comenzando en un minuto, un tubo se inclinó cada 30 s, el segundo se dejó sin alterar. Cuando se formó un 
coágulo en el tubo inclinado, el segundo tubo se inclinó luego cada 30 segundos hasta que se formó un coágulo. El 
tiempo para detectar un coágulo completamente gelificado en el segundo tubo se registró como el WBCT. 10 
 
Actividad de FVIII en plasma 
 
Medición de la actividad de FVIII en plasma mediante ensayo cromogénico específico de FVIII 
 15 
Las muestras de plasma se ensayaron para determinar la actividad de FVIII mediante un método cromogénico 
automático usando un instrumento Sysmex CA1500 y los reactivos fueron de Siemans Healthcare Diagnostics 
(Dallas, TX, kit N.º B4238-40). La actividad de rFVIIIFc se determinó usando una curva estándar creada usando el 
concentrado de factor VIII del 7º estándar internacional (NIBSC código 99/678) añadido en plasma agotado en FVIII 
humano (Stago USA) en concentraciones que varían de 1,5 - 0,016 UI/ml. 20 
 
Medición de rFVIIIFc o FVIII por ELISA 
 
FVIIIFc en plasma de perro por ELISA 
 25 
Un anticuerpo FVIII específico para el dominio A1 (Green Mountain Antibodies: GMA-8002) se recubrió en placas de 
96 pocillos y se incubó durante 1 h a 37 °C. Las placas recubiertas se bloquearon con una solución salina 
tamponada con Tris que contenía Tween 20, CaCl2 y albúmina sérica bovina durante 1 h a temperatura ambiente y 
después, los estándares, controles y muestras que se prepararon en plasma normal de perro, se diluyeron 1:10 y 
después se añadieron a las placas y se incubaron durante 1 hora a 37 °C. Las placas se lavaron, después se añadió 30 
Fc-HRP antihumano de burro (F(ab)'2) (Jackson: 709-036-098) y se incubaron durante 1 h a 37 °C. Después del 
lavado, se añadió TMB (sustrato supersensible BioFx: TMB-0100-01) a las placas, la reacción de sustrato se inactivó 
con ácido y la absorbancia se midió en un lector de placas SpectraMax Plus (Molecular Devices) a 450 nm. 
 
ReFacto® en plasma de perro por ELISA 35 
 
Un anticuerpo anti-FVIII específico para el dominio A1 en la cadena pesada (Green Mountain Antibodies: GMA-
8002) se recubrió sobre placas de 96 pocillos y se incubó durante 2 h a temperatura ambiente. Las placas 
recubiertas se bloquearon durante 1 h a 37 °C y después del lavado, los estándares, controles y muestras se 
prepararon en plasma de perro normal, después se añadieron diluidos 1:10 a las placas y se incubaron durante 2 h a 40 
temperatura ambiente. Las placas se lavaron y luego se trataron con el anticuerpo de detección, un conjugado de 
peroxidasa de rábano picante anti-FVIII pre-diluido (Affinity Biologicals: F8C-EIA-D), y se incubaron a temperatura 
ambiente durante 1 h. Después del lavado, se añadió TMB (sustrato supersensible BioFx: TMBS-0100-01) a las 
placas durante 10 minutos. La reacción del sustrato se inactivó con ácido y la señal se midió en un lector de placas 
SpectraMax Plus (Molecular Devices) a una longitud de onda de 450 nm. 45 
 
Medición de fibrinógeno 
 
La concentración de fibrinógeno en plasma se midió en Esoterix (Research Triangle Park, NC) usando un kit que 
contiene el reactivo PT-Fibrinógeno-HS HemosIL™ (Instrumentation Laboratory, Lexington, MA, Catálogo n.º 50 
0008468210) y un analizador de coagulación ACL 7000 (Beckman Coulter), de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante. 
 
Medición de plaquetas 
 55 
Las plaquetas se contaron en sangre entera anticoagulada con EDTA mediante métodos automatizados usando el 
analizador de hematología Vet-ABC-Diff programado con una tarjeta inteligente específica de especie (SCIL Animal 
Care Co., Gurnee, IL). 
 
Análisis farmacocinético 60 
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Los parámetros farmacocinéticos se calcularon mediante análisis no compartimental usando el software WinNonlin 
de Pharsight, versión 5.2 (Mountain View, Ca). Los parámetros PK incluyeron la concentración máxima en plasma 
(Cmáx), el área bajo curva de la concentración plasmática frente al tiempo (AUC), semivida de eliminación (t1/2), 
volumen de distribución (Vss) y depuración (Cl). 5 
 
Resultados 
 
FVIII-Fc recombinante 
 10 
rFVIIIFc es una fusión recombinante de FVIII con el dominio B humano eliminado con Fc de IgG1 humana, sin una 
secuencia de enlazador intermedia (rFVIIIFc: Figura 1). 
 
El rFVIIIFc purificado tenía una actividad específica de aproximadamente 9000 UI/mg según se determinó usando un 
ensayo de actividad cromogénica. El FVIII con el dominio B eliminado (ReFacto®) tiene una actividad específica 15 
informada de 9110 - 13700 UI/mg. La conversión de actividad específica en UI/nmol para tener en cuenta la 
diferencia de tamaño entre FVIIIFc y ReFacto® (216 kDa y 170 kDa, respectivamente) indica que las dos proteínas 
tienen actividades específicas aproximadamente equivalentes (1970 UI/nmol para rFVIIIFc y 1521 - 2287 UI/nmol 
para ReFacto®). Por lo tanto, la actividad de FVIII de rFVIIIFc no se ve afectada por la fusión del extremo C del FVIII 
humano con el extremo N del Fc humano. 20 
 
Administración a ratones con hemofilia A 
 
Se administró una dosis única de 50 UI/kg de rFVIIIFc o ReFacto® por vía intravenosa a ratones con deficiencia de 
FVIII (n = 6/grupo). Se tomaron muestras de sangre antes de la dosis y después de la dosificación a las 120 h y se 25 
determinó el WBCT como se describe en Materiales y métodos. El WBCT inicial fue mayor de 60 min. Los datos de 
un experimento representativo se muestran en la Figura 2 y en la Tabla 3. Inmediatamente después de la 
dosificación con rFVIIIFc o ReFacto®, el WBCT se corrigió en 2-17 minutos. La sangre de ratones tratados con 
ReFacto® perdió la capacidad de coagulación tras 42 horas, mientras que la sangre de todos los ratones tratados 
con rFVIIIFc todavía se coaguló a las 96 horas, la sangre de uno de seis se coaguló tras 113 h, pero todos habían 30 
perdido la capacidad de coagulación tras 120 h Estos datos sugieren que la duración del efecto para rFVIIIFc es 
aproximadamente dos o tres veces más larga que para ReFacto®. 
 
Se estudió la actividad cromogénica de rFVIIIFc, ReFacto® o Advate® (FVIII recombinante de longitud completa) en 
ratones con deficiencia de FVIII después de una sola dosis intravenosa de 50 UI/kg. La sangre se recogió antes de 35 
la dosis y después de la dosificación a las 8, 24, 48 y 72 h. La actividad se midió usando un ensayo de actividad 
cromogénica específica de FVIII y se muestra en la Figura 3. Los parámetros farmacocinéticos se informan en la 
Tabla 4. La semivida circulante para rFVIIIFc fue aproximadamente de 1,6 a 2 veces más larga (11,1 h) en 
comparación con Advate® (7 h) y ReFacto® (5 h). La Cmáx fue de 2,33 ± 0,36 UI/ml para rFVIIIFc en comparación 
con 0,47 ± 0,30 UI/ml para Advate® y ± 0,44 UI/ml para ReFacto®. La exposición sistémica de rFVIIIFc fue 40 
notablemente mayor para rFVIIIFc (22,6 h · UI/ml) en comparación con ReFacto® (6,94 h · UI/ml) y Advate® (3,90 h 
UI/ml) y la depuración para rFIIIFc fue notablemente menor (2,09 ml/h/kg) en comparación con ReFacto® (7,2 
ml/h/kg) y Advate® (12,8 h/ml/kg) en los ratones con hemofilia A. 
 
Administración a perros con hemofilia A 45 
 
Se estudiaron la farmacodinámica (PD) y la farmacocinética (PK) de rFVIIIFc en la colonia de perros con hemofilia A 
de Chapel Hill. Se administró una sola dosis intravenosa de 125 UI/kg de rFVIIIFc a cada uno de los cuatro perros 
con hemofilia A y el WBCT se corrigió inmediatamente a la normalidad (Figura 4). El intervalo de WBCT en perros 
normales es 8-12 min. El WBCT permaneció por debajo de 20 min, el tiempo consistente con FVIII:C >1%, hasta 50 
aproximadamente 96 h, con la excepción de un perro que tenía un WBCT <20 min hasta 72 h. Además, aPTT 
también se corrigió inmediatamente a la normalidad (Tabla 6). La concentración de rFVIIIFc en plasma se midió 
usando un ELISA específico que se diseñó para detectar tanto las porciones de FVIII como de Fc de la molécula. 
Las curvas de concentración en plasma frente al tiempo se muestran en la Figura 5. El análisis de PK de los datos 
mostró que la t1/2 era ±1,7 h (Tabla 5). Se obtuvieron resultados similares cuando se midió rFVIIIFc usando un 55 
ensayo de actividad cromogénica específica de FVIII (t1/2 = ± 0,3 h, Tabla 5) y las curvas de concentración en 
plasma frente al tiempo fueron similares usando ambos métodos (Figuras 5 y 6). Cuando los datos de actividad se 
convirtieron de UI/ml a ng/ml usando la actividad específica para rFVIIIFc, hubo una buena correlación con los datos 
de ELISA, demostrando así que la proteína que se midió mediante ELISA estaba completamente activa. 
 60 
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Dos de los perros tratados con rFVIIIFc también recibieron una dosis única de ReFacto® 114 UI/kg para el perro 
M12 y 120 UI/kg para el perro M38, 72 h antes de la dosificación con rFVIIIFc. WBCT y aPTT se corrigieron a la 
normalidad inmediatamente después de la dosificación con ReFacto®. Sin embargo, la normalización del WBCT 
después de la dosis única de rFVIIIFc duró aproximadamente el doble de tiempo en comparación con ReFacto® 
(Figura 4). Además, la semivida plasmática de rFVIIIFc (15,7 ± 1,7 h) fue aproximadamente dos veces más larga 5 
para rFVIIIFc en comparación con ReFacto® (7,0 y 6,7 h) cuando la concentración de proteínas en plasma se midió 
por ELISA (Tabla 5). Se obtuvieron resultados similares cuando las dos moléculas se midieron por actividad 
cromogénica específica de FVIII. 
 
Para evaluar el riesgo potencial de trombogenicidad, se midieron las plaquetas y el fibrinógeno. Después de la 10 
dosificación con rFVIIIFc o ReFacto®, el número de plaquetas y la concentración de fibrinógeno en plasma no 
cambiaron de los valores previos a la dosis (datos no mostrados). 
 
Análisis 
 15 
El FVIIIFc recombinante se produjo en células de riñón embrionario humano 293 (HEK 293) a partir de una línea 
celular transfectada de forma estable y se purificó a partir del medio de cultivo celular. La producción en una línea 
celular humana representa un cambio significativo en la fabricación en comparación con los productos de rFVIII 
comercializados actualmente que se producen en células de ovario de hámster chino o células de riñón de hámster 
recién nacido. La razón de este cambio fue que se esperaba que las células humanas estuvieran mejor equipadas 20 
para realizar las modificaciones postraduccionales necesarias para la porción de FVIII de esta molécula. 
 
La conversión de la actividad específica en UI/nmol para tener en cuenta la diferencia en pesos moleculares para 
rFVIIIFc y FVIII recombinante con dominio B eliminado (ReFacto®) indicó que las actividades específicas son 
similares tanto para las proteínas (1970 UI/nmol para rFVIIIFc como para 1521 - 2287 UI/nmol para ReFacto®). Es 25 
algo sorprendente que la actividad específica para rFVIIIFc no se vea afectada por la fusión del extremo C de FVIII 
con el extremo N de Fc ya que los dominios C1 y C2 de FVIII están implicados en la unión de fosfolípidos que es 
esencial para la actividad de FVIII completa (Fay, PJ, J. Hematology 83:103-8 (2006) yRaut, S, et al., Br. J. 
Haematol. 107:323 (1999)). 
 30 
El tratamiento de la hemofilia A es a demanda en el momento de un episodio de sangrado o por profilaxis para la 
prevención de hemorragias. Aunque el tratamiento a demanda todavía se usa con frecuencia, existe una tendencia 
hacia la profilaxis y la prevención del daño articular (Blanchette P, et al., Haemophilia 2004: 10;679-683,Manco-
Johnson, MJ, et al., N. Engl. J. Med. 2007;357:535-544). Los productos actuales de FVIII se administran cada dos o 
tres días para la profilaxis debido a la semivida relativamente corta de 10-12 h para mantener un FVIII:C superior al 35 
1% en los pacientes (Morfini, M, Haemophilia 2003;9 (suppl 1):94-99;discussion 100,White GC, et al., Thromb. 
Haemost. 1997:77:660-7,Blanchette, P, et al., J. Thromb. Haemost. 2008 Aug;6(8): 1319-26). Las terapias de FVIII 
de acción más prolongada que brindan protección prolongada contra la hemorragia representarían una mejora 
notable en la calidad de vida de los pacientes con hemofilia A. Las estrategias para prolongar la semivida de los 
factores de coagulación incluyen aquellas que han tenido éxito para otras moléculas, incluida la pegilación (Rostin J, 40 
et al., Bioconj. Chem. 2000;11:387-96), glucopegilación (Stennicke HR, et al., Thromb. Haemost. 2008;100:920-8), 
formulación con liposomas pegilados (Spira J, et al., Blood 2006;108:3668-3673,Pan J, et al., Blood 2009;114:2802-
2811) y conjugación con albúmina (Schulte S., Thromb. Res. 2008;122 Suppl 4:S14-9). La pegilación representa un 
enfoque para reducir la depuración, sin embargo, el efecto de la modificación in vivo es actualmente desconocido. El 
resultado de la pegilación directa de FVIII in vivo es actualmente desconocido, mientras que el FVIII formulado con 45 
liposomas pegilados se ha estudiado clínicamente y muestra un modesto o ningún efecto sobre los periodos de 
sangrado (Spira J, et al., Blood 2006;108:3668-3673,Spira J, et al., Thromb. Haemost. 2008 Sep;100(3):429-34). 
 
El presente enfoque para extender la semivida de FVIII fue fusionar FVIII de forma recombinante al dominio Fc de 
IgG1. Fc se une al receptor de origen natural, FcRn, cuya función normal es la protección de la IgG frente a la 50 
degradación. Los resultados descritos en el presente documento representan la farmacocinética inicial y la 
caracterización de la eficacia de rFVIIIFc en comparación con un producto de rFVIII en ratones con hemofilia A y 
perros con hemofilia A. En ambas especies, la semivida de rFVIIIFc fue aproximadamente el doble que la de rFVIII 
cuando se midió por la actividad de FVIII o ELISA (solo perros). Estos datos también se correlacionaron bien con los 
resultados de WBCT de ambos modelos animales, es decir, la duración del efecto de rFVIIIFc en el WBCT fue 55 
aproximadamente dos veces más larga en comparación con ReFacto®. En perros, la Cmáx y la depuración fueron 
similares para rFVIIIFc y ReFacto®, pero el AUC y el volumen de distribución en estado estable fueron 
aproximadamente 1,5 veces y 2 veces mayores para rFVIIIFc en comparación con ReFacto®, respectivamente. Los 
parámetros PK para ReFacto® en este modelo animal son consistentes con los valores informados en la bibliografía 
(Brinkhous K, et al., Sem. Thromb. Haemost. 2002;28:269-272). 60 
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Si estos hallazgos se traducen en la misma extensión de la semivida en seres humanos, esto podría representar un 
avance significativo en el tratamiento de pacientes con hemofilia A. 
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Ejemplo 2 
 30 
El objetivo del estudio fue determinar la farmacocinética y la farmacodinámica de rFVIIIFc y BDD-rFVIII (Xyntha®) en 
monos cynomolgus después de una única dosis intravenosa. 
 
Materiales y métodos 
 35 
rFVIIIFc (Biogen Idec), suministrado como un líquido congelado a una concentración de 1,2 mg/ml, y 9882 UI/ml. La 
actividad específica es 8235 UI/mg. El almacenamiento fue a -70 °C. Se diluyó antes de la inyección. 
 
Nombre: Xyntha (Novis Pharmaceuticals), suministrado como un polvo liofilizado que se reconstituyó de acuerdo con 
las instrucciones del fabricante para producir una solución con una concentración nominal de 525 UI/ml. El 40 
almacenamiento fue según las recomendaciones del fabricante. 
 
Animales 
 
Se usaron monos Cynomolgus de la colonia del New Iberia Research Center (NIRC), y el estudio (Estudio NIRC N.º 45 
8733-0903) se realizó bajo un protocolo NIRC IACUC aprobado (APS 2008-8733-058) en el NIRC en New Iberia, LA. 
 
Se usaron en el estudio seis monos cynomolgus sin tratar (tres machos, tres hembras) que se determinó que 
gozaban de buena salud. 
 50 
El estudio se realizó de conformidad con el protocolo y los procedimientos operativos estándar de UL Lafayette-
NIRC. 
 
Diseño del estudio 
 55 
rFVIIIFc se administró por vía intravenosa a 125 UI/kg a cada uno de los seis monos (tres machos, tres hembras). 
Se administró Xyntha (BDD-rFVIII) por vía intravenosa a los mismos animales a 125 UI/kg en un diseño cruzado. Los 
animales del grupo 1 (n = 3) recibieron Xyntha el día 0 y rFVIIIFc el día 3, mientras que los animales del grupo 2 (n = 
3) recibieron rFVIIIFc el día 0 seguido de Xyntha el día 4. El día adicional entre las dosis para el grupo 2 fue para 
asegurarse de que el rFVIIIFc tuviera tiempo suficiente para disminuir por debajo de los niveles iniciales 60 
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proyectados. Se recogió sangre para plasma en una décima parte del volumen de citrato sódico al 3,2% de cada 
predosis del animal y después de la dosificación a 0,25, 4, 12, 24, 36, 48 y 72 h para la medición de rFVIIIFc o 
Xyntha mediante ELISA y un ensayo de la actividad de cromógeno específica de FVIII. 
 
ELISA para medir rFVIIIFc y FVIII en plasma 5 
 
Método para medir rFVIIIFc en plasma de mono 
 
Este ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) está diseñado para cuantificar rFVIIIFc en plasma de 
mono. En este método ELISA, se diluye anticuerpo IgG-(H+L) antihumano de cabra (absorbido por el mono) de 10 
Bethyl Laboratories (Cat. n.º A80-319A) en tampón de recubrimiento y se inmovilizó sobre una placa de muestras de 
microtitulación de 96 pocillos. La placa se aspira y todos los sitios no adsorbidos se bloquean con la adición de 
tampón de bloqueo (BSA al 3%/1xTris) durante aproximadamente 2 horas a 37 °C. Las muestras de plasma se 
diluyen 1:20 con tampón de dilución de muestra de con alto contenido en calcio (leche en polvo desnatada al 
3%/TBST con CaCl2 30 mM) y se dispensan sobre la placa de muestra. Las placas se incuban durante 15 
aproximadamente 2 horas a 37 °C. La placa se lava posteriormente y se añade anticuerpo del Factor VIII (dominio 
A1) de ratón anti-dominio B eliminado (α.BDDA1) de Green Mountain Antibodies (Cat. n.º GMA-8002) a la placa y se 
incuba durante aproximadamente 1 hora a 37 °C. Después de lavar la placa, se añade el anticuerpo IgG2a de cabra 
anti-ratón conjugado con HRP de Southern Biotech (Cat. n.º 1080-05) a la placa y se incuba durante 
aproximadamente 30 minutos a temperatura ambiente. La placa se lava de nuevo, se añade una solución de 20 
sustrato de peroxidasa de tetrametilbenzidina (TMB) y se incuba durante aproximadamente 30 minutos a 
temperatura ambiente. La reacción se detiene mediante la adición de una solución quelante no ácida. El color se 
desarrolla en proporción a la cantidad de rFVIIIFc en la muestra. Las placas se leen en un lector de placas de 
absorbancia usando una sola longitud de onda de detección, 650 nm. Las concentraciones de rFVIIIFc se 
determinan en una curva estándar obtenida trazando la densidad óptica (DO) frente a la concentración usando un 25 
programa de ajuste de curvas logísticas de cuatro parámetros. El intervalo de la curva de calibración de este método 
es 0,400 ng/ml - 51,2 ng/ml en plasma de mono al 5% (8,00 ng/ml - 1024 ng/ml en plasma de mono al 100%). Se 
puede incluir un calibrador fuera del intervalo calificado del ensayo a 0,200 ng/ml en plasma de mono al 5% para que 
sirva como punto de anclaje para facilitar el ajuste de la curva. El punto de anclaje se elimina o se mantiene en 
función del mejor ajuste de la curva (es decir, el mayor número de estándares leídos dentro de la precisión definida, 30 
% de RE). 
 
Método para medir FVIII en plasma de mono 
 
Este ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) está diseñado para cuantificar FVIII en plasma de 35 
mono. En este método de ELISA, el anticuerpo de ratón αBDDA1 FVIII de Green Mountain Antibodies (Cat. n.º GMA-
8002) en tampón de recubrimiento y se inmoviliza en una placa de muestra de microtitulación de 96 pocillos. La 
placa se aspira y todos los sitios no adsorbidos se bloquean con la adición de tampón de bloqueo (BST al 3%/1xTris) 
durante aproximadamente 1 hora a 37 °C. Las muestras de plasma se diluyen 1:20 con tampón de dilución de 
muestra de con alto contenido en calcio (tampón de bloqueo con CaCl2 100 mM) y se dispensan sobre la placa de 40 
muestra. Las placas se incuban durante aproximadamente 2 horas a 37 °C. Después de lavar la placa, un anticuerpo 
de detección del kit Affinity Biologicals, un anticuerpo policlonal marcado con HRP (Cat. n.º F8C-EIA-D), se diluye 
adicionalmente en TBS/Tween 20 al 0,05%, se añade a la placa y se incuba durante aproximadamente 1 hora a 
temperatura ambiente. La placa se lava de nuevo, se añade una solución de sustrato de peroxidasa de 
tetrametilbenzidina (TMB) y se incuba durante aproximadamente 30 minutos a temperatura ambiente. La reacción se 45 
detiene mediante la adición de una solución quelante ácida. El color se desarrolla en proporción a la cantidad de 
FVIIIFc en la muestra. Las placas se leen en un lector de placas de absorbancia usando una sola longitud de onda 
de detección, 450 nm. Las concentraciones de FVIII se determinan en una curva estándar obtenida trazando la 
densidad óptica (DO) frente a la concentración usando un programa de ajuste de curva logística de cuatro 
parámetros. El intervalo de la curva de calibración de este método es 0,625 ng - 20 ng en plasma de mono al 5% 50 
(12,5 ng - 400 ng en plasma de mono al 100%). Se pueden incluir dos calibradores fuera del intervalo calificado del 
ensayo a 0,313 y 0,156 ng/ml en plasma de mono al 5% para que sirvan como puntos de anclaje para facilitar el 
ajuste de la curva. Los puntos de anclaje se eliminan o se mantienen en función del mejor ajuste de la curva (es 
decir, el mayor número de estándares leídos dentro de la precisión definida, % de RE). 
 55 
Ensayo cromogénico específico de FVIII 
 
Se estimó la actividad de FVIII en muestras de plasma de mono cynomolgus en base a la dosis administrada, y 
luego se diluyó a aproximadamente 0,25-1 UI/ml en plasma agotado en FVIII humano (Diagnostica Stago). Las 
muestras se analizaron en un Sysmex CA1500 (Siemens Diagnostic Healthcare) utilizando un kit cromogénico de 60 
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FVIII (Siemens). En este ensayo cromogénico, rFVIIIFc en las muestras de plasma se activa mediante trombina. El 
Factor VIII activado (FVIIIa) luego acelera la conversión del Factor X (FX) en el Factor Xa (FXa) en presencia de 
Factor IX activado (FIXa), fosfolípidos (PL) e iones de calcio. La actividad de FXa se evalúa por hidrólisis de un 
sustrato de p-nitroanilida específico de FXa. La velocidad inicial de liberación de p-nitroanilina (pNA) medida a 405 
nm es proporcional a la actividad de FXa y, por lo tanto, a la actividad de FVIII en la muestra. El límite de 5 
cuantificación de la actividad de FVIII debido a rFVIIIFc en este ensayo es de ~0,3 UI/ml. El ensayo puede medir la 
actividad total de FVIII hasta un límite inferior de aproximadamente 0,06 UI/ml con una precisión de ± 20%. La 
actividad calculada de la muestra previa a la dosis para animales individuales se restó del valor en cada punto de 
tiempo para generar las curvas PD (actividad de FVIII frente al tiempo). 
 10 
Se generó una curva estándar a partir del concentrado de FVIII del 7º estándar internacional de NIBSC diluido a 1 
UI/ml en plasma humano con deficiencia de FVIII. Las curvas estándar se diluyeron en serie en el instrumento 
Sysmex para producir concentraciones de 0,15, 0,1, 0,05, 0,025, 0,0053 y 0,0026 UI/ml. Dado que el instrumento 
diluye todas las muestras 1:10 internamente, las concentraciones estándar de FVIII corresponden a concentraciones 
plasmáticas de 1,5 - 0,026 UI/ml, que es el intervalo de actividades de FVIII que puede medirse. 15 
 
Análisis PK 
 
Los perfiles de tiempo de concentración se evaluaron usando el módulo de análisis no compartimental en el 
programa de software WinNonlin (Versión 5.2, Pharsight Corporation, Mountain View, CA). 20 
 
RESULTADOS 
 
La concentración de rFVIIIFc en plasma de mono se midió usando un formato ELISA tipo sándwich que midió tanto 
las porciones de FVIII como Fc de la molécula y los datos se informan en la Tabla 7. Todas las muestras predosis 25 
estaban por debajo del límite de cuantificación. La Figura 7 ilustra las concentraciones plasmáticas medias de 
rFVIIIFc y Xyntha en el tiempo y las curvas de concentración plasmática individual frente al tiempo se muestran en la 
Figura 8. En las Tablas 9 y 10 se muestra un resumen de los parámetros PK para rFVIIIFc y Xyntha, 
respectivamente. La t1/2 media para rFVIIIFc fue 11,9 ± 1,7 h (intervalo de 9,3 a 14,1 h) y para Xyntha, la t1/2 de 
eliminación media fue de 12,7 ± 4,4 h (intervalo de 9,2 a 19,9 h). 30 
 
La actividad de FVIII se midió usando un ensayo de actividad cromogénica específica de FVIII y los datos se 
informan en la Tabla 8. La actividad de previa a la dosis debida al FVIII endógeno se restó de todas las muestras. En 
la Figura 9 se muestra un gráfico de los datos medios del grupo y las curvas de concentración plasmática individual 
frente al tiempo se muestran en la Figura 10. Se informa un resumen de los parámetros PK para rFVIIIFc y Xyntha 35 
en las Tablas 9 y 10, respectivamente. La t1/2 de eliminación media fue de 16,1 ± 6,9 h (intervalo de 11,6 a 29,4 h) 
para rFVIIIFc y 12,5 ± 1,7 h (intervalo de 10,4 a 14,3 h) para Xyntha. 
 
Análisis y conclusiones 
 40 
Las semividas de eliminación fueron similares para rFVIIIFc y Xyntha después de una única dosis intravenosa de 
125 UI/kg si el artículo de ensayo se midió mediante ELISA o un ensayo de actividad cromogénica. 
 
Ejemplo 3 
 45 
Este será un estudio por primera vez en seres humanos de Fase I/IIa, abierto, cruzado, con escalonado de dosis, 
multicéntrico diseñado para evaluar la seguridad, tolerabilidad y farmacocinética de una dosis única de rFVIIIFc en 
sujetos con hemofilia A severa grave (definida como factor VIII endógeno [FVIII] <1 UI/dl [1%]). Se incluirán un total 
de aproximadamente 12 pacientes previamente tratados y se les administrará rFVIIIFc a 25 o 65 UI/kg. Después de 
la detección (programada dentro de los 28 días previos a la primera dosis de Advate® [rFVIII], el agente de 50 
comparación de referencia) y un mínimo de 4 días (96 horas) transcurridos sin tratamiento con FVIII antes de la 
primera inyección, aproximadamente 6 los sujetos recibirán una única dosis de 25 UI/kg de Advate® seguido de un 
perfil farmacocinético (PK) de 3 días (72 horas), luego se cruzan y reciben una dosis única, individual y abierta de 25 
UI/kg de rFVIIIFc para un perfil PK de 7 días (168 horas). Los primeros 3 sujetos recibirán la dosis secuencialmente. 
Para los primeros tres (3) sujetos dosificados con 25 UI/kg de rFVIIIFc, cada sujeto se someterá a una evaluación 55 
del inhibidor 14 días (336 horas) después de la inyección de rFVIIIFc. La dosificación del siguiente sujeto (solo para 
los tres primeros sujetos) ocurrirá una vez que se complete la prueba del inhibidor. Después de que el tercer sujeto 
complete la evaluación del inhibidor de 14 días, los tres sujetos restantes a 25 UI/kg y los seis sujetos a 65 UI/kg se 
inscribirán secuencialmente con al menos 1 día de diferencia dentro de cada grupo de dosis. 
 60 
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Una semana después de que el último sujeto reciba la dosis de 25 UI/kg del rFVIIIFc, se reunirán aproximadamente 
6 sujetos únicos para la cohorte de 65 UI/kg. Cada sujeto en la cohorte de 65 UI/kg recibirá una sola dosis de 65 
UI/kg de Advate® seguida de un perfil PK de 4 días (96 horas), después se cruzará y recibirá una dosis única abierta 
de rUVIIIFc de 65 UI/kg para un perfil de 10 días (240 horas). Si se produce un episodio hemorrágico antes de la 
primera inyección de rFVIIIFc en cualquier cohorte, se debe utilizar el producto FVIII previo al estudio para el 5 
tratamiento y luego debe pasar un intervalo de al menos 4 días antes de recibir la primera inyección de rFVIIIFc para 
el perfil PK. 
 
Se hará el seguimiento de todos los sujetos durante un periodo de evaluación de seguridad de 14 días (336 horas) y 
28 días después de la administración de rFVIIIFc 25 UI/kg o 65 UI/kg por seguridad. Todos los sujetos se someterán 10 
a un muestreo farmacocinético antes y después de la dosificación junto con muestras de sangre para el análisis de 
la actividad del FVIII en puntos de tiempo designados. 
 
Ejemplo 4 
 15 
Actividad dentro del complejo Xase 
 
Para investigar la unión de las proteínas FVIII (rBDD FVIII y rFVIIIFc) con FIXa, y medir la capacidad de estas 
proteínas para activar FX, se realizaron estudios cinéticos examinando estas interacciones en el contexto del 
complejo Xase. Este ensayo implicó la formación del complejo Xase con FIX activado y la proteína rBDD FVIII o 20 
rFVIIIFc activada en una superficie de fosfolípidos en presencia de calcio, y el control de la conversión de FX en FXa 
según se mide por escisión de un sustrato cromogénico o fluorogénico. 
 
En resumen, el FVIII se activa primero con α-trombina durante 5 minutos, luego se mezcla con FIXa en presencia de 
Ca2+, y vesículas fosfolipídicas sintéticas (fosfatidilserina al 25%(PS)/fosfatidilcolina al 75% (PC)) o plaquetas. En 25 
las condiciones descritas a continuación, FVIIIa y FIXa interactúan en presencia de una superficie de fosfolípidos e 
iones de calcio para formar un complejo Xase activo que media la conversión de FX en FXa a través del 
procesamiento proteolítico. A su vez, FXa escinde un sustrato cromogénico o fluorogénico específico de FXa. El 
sustrato escindido es cromogénico y, por lo tanto, la cantidad de sustrato escindido en una solución es indicativa de 
la cantidad de FXa generada. Esto se cuantifica midiendo la absorbancia de la solución a 405 nm. 30 
 
A. Activación del Factor X 
 
La capacidad de rBDD FVIII y rFVIIIFc para activar FX se estudió en el contexto del complejo Xase como se ha 
descrito anteriormente. Las proteínas de FVIII activadas por trombina se incubaron con FIXa y fosfolípidos en 35 
presencia de calcio, luego se añadieron a diferentes concentraciones de FX en presencia de un sustrato específico 
de FX y se determinaron las tasas de generación de FXa (Figura 11). 
 
Basándose en estos datos, se calcularon la Km y Vmáx para las diferentes proteínas FVIII en el contexto del 
complejo Xase (Chang 1997) (Tabla 11). Los datos se expresan como la media de seis análisis (3 experimentos que 40 
contienen realizaciones duplicadas) ± la desviación estándar correspondiente. Basándose en estos datos, se 
encontró que estas proteínas (rBDD FVIII y rFVIIIFc) tenían valores de Km y Vmáx comparables, dentro de la 
variación del ensayo. Por lo tanto, el complejo Xase formado con rFVIIIFc se comporta de manera similar al complejo 
Xase formado con el producto patentado rBDD FVIII (ReFacto) con respecto a las interacciones con fosfolípidos y la 
capacidad de activar FX. Se ha de apreciar que estos datos comparables también demuestran que rFVIIIFc se activa 45 
en un grado comparable como rBDD FVIII después de una breve incubación con trombina. 
 
B. Interacción con FIXa 
 
La interacción entre rBDD FVIII y rFVIIIFc con FIXa también se examinaron en el contexto del complejo Xase. El 50 
complejo Xase se ensambló como anteriormente, utilizando una cantidad fija de FX y niveles variables de FIXa, y se 
determinaron las tasas de generación de FXa (Figura 12). A partir de estos datos, se determinó el valor de Kd para 
el complejo de Xase formado con ambas proteínas FVIII con respecto a FIXa (Chang 1997). Los datos se expresan 
como la media de seis análisis (3 experimentos que contienen realizaciones duplicadas) ± la desviación estándar 
correspondiente (Tabla 12). Se encontró que ambas proteínas tenían valores similares de Kd y Vmáx, lo que indica 55 
que rFVIIIFc tiene interacciones comparables con FIXa como el producto patentado rBDD FVIII. 
 
Ejemplo 5 
 
Los datos farmacocinéticos provisionales para el ensayo clínico de Fase I/IIa analizados en el Ejemplo 3 60 
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demostraron los siguientes resultados para FVIIIFc. FVIIIFc tenía aproximadamente un aumento del 50% en la 
exposición sistémica (AUCINF), aproximadamente un 50% de reducción en la depuración (Cl), y aproximadamente un 
50-70% de aumento en la semivida de eliminación y el MRT en comparación con ADVATE (rFVIII de longitud 
completa). Además, FVIIIFc mostró valores aumentados de C168, TBLP1, TBLP3 y TBLP5 en comparación con 
ADVATE. 5 
 
AUCINF Área bajo la curva concentración-tiempo de cero a infinito 
Beta HL Semivida de la fase de eliminación; también conocida como t1/2β 
C168 Actividad estimada de FVIIIFc por encima del valor inicial en aproximadamente 168 h después de la dosis 
Cl Depuración 10 
MRT Tiempo de residencia medio 
TBLP1 Tiempo predicho por el modelo después de la dosis cuando la actividad de FVIIIFc ha disminuido a 
aproximadamente 1 UI/dl por encima del valor inicial 
TBLP3 Tiempo predicho por el modelo después de la dosis cuando la actividad de FVIIIFc ha disminuido a 
aproximadamente 3 UI/dl por encima del valor inicial 15 
TBLP5 Tiempo predicho por el modelo después de la dosis cuando la actividad de FVIIIFc ha disminuido a 
aproximadamente 5 UI/dl por encima del valor inicial 
 
Ejemplo 6 
 20 
Se ha creado una proteína de fusión recombinante del factor VIII-Fc (rFVIIIFc) con el dominio B eliminado como un 
enfoque para extender la semivida del FVIII. La farmacocinética (PK) de rFVIIIFc se comparó con rFVIII en ratones 
con hemofilia A. Se encontró que la semivida terminal fue el doble a la de rFVIIIFc en comparación con rFVIII. Con el 
fin de confirmar que el mecanismo subyacente para la extensión de la semivida se debió a la protección de rFVIIIFc 
por FcRn, la PK se evaluó en ratones desactivados de FcRn y ratones transgénicos de FcRn humano. Se administró 25 
una sola dosis intravenosa (125 UI/kg) y se midió la concentración plasmática usando un ensayo de actividad 
cromogénica. La Cmáx fue similar entre rFVIIIFc y rFVIII (XYNTHA®) en ambas cepas de ratón. Sin embargo, 
aunque la semivida de rFVIIIFc fue comparable a la de rFVIII en los ratones desactivados de FcRn, la semivida para 
rFVIIIFc se extendió aproximadamente dos veces más que la de rFVIII en los ratones transgénicos de hFcRn. Estos 
resultados confirman que FcRn media o es responsable de la semivida prolongada de rFVIIIFc en comparación con 30 
rFVIII. Dado que la hemostasis en sangre entera medida por tromboelastometría de rotación (ROTEM) se ha 
correlacionado con la eficacia de los factores de coagulación en modelos de hemorragia de ratones hemofílicos, así 
como en aplicaciones clínicas, se buscó evaluar la eficacia ex vivo de rFVIIIFc en los ratones con hemofilia A usando 
ROTEM. A los ratones con hemofilia A se les administró una sola dosis intravenosa de 50 UI/kg de rFVIIIFc, 
XYNTHA® (FVIII) o ADVATE® (FVIII). A los 5 minutos después de la dosis, la formación de coágulos fue similar con 35 
respecto al tiempo de coagulación (CT), el tiempo de formación de coágulos (CFT) y el ángulo α. Sin embargo, 
rFVIIIFc mostró un CT significativamente mejorado 72 y 96 horas después de la dosis, y el CFT y el ángulo α 
también mejoraron a las 96 horas en comparación con XYNTHA® (FVIII) y ADVATE® (FVIII), consistentes con una 
PK prolongada de rFVIIIFc. Por lo tanto, la construcción de una fusión Fc del FVIII produce una molécula con un 
mecanismo de acción definido que tiene una semivida aumentada y el potencial de proporcionar una protección 40 
prolongada contra el sangrado. 
 
Ejemplo 7 
 
Este Ejemplo presenta los resultados del análisis final para determinar la actividad de FVIII de 16 pacientes tratados 45 
con 25 y 65 UI/kg de productos de FVIII. Véanse los Ejemplos 3 y 5. 
 
En este Ejemplo, rFVIIIFc es una proteína de fusión recombinante que comprende una sola molécula de FVIII 
humano recombinante con el dominio B eliminado (BDD-rFVIII) fusionado al dominio Fc dimérico de la IgG1 humana, 
sin una secuencia de enlazador intermedia. Esta construcción de proteínas se también se denomina en el presente 50 
documento proteína híbrida heterodimérica de rFVIIIFc, proteína de fusión Fc monomérica de FVIIIFc, híbrido 
monomérico de FVIIIFc, híbrido monomérico de FVIIIIFc y monómero-dímero de FVIIIFc. Véanse el Ejemplo 1, Fig. 
1, y la Tabla 2A. 
 
Los estudios preclínicos con rFVIIIFc han mostrado una prolongación de aproximadamente 2 veces de la semivida 55 
de la actividad de rFVIII en comparación con los productos de rFVIII comercialmente disponibles. El motivo de este 
estudio fue evaluar la seguridad y la tolerabilidad de una dosis única de rFVIIIFc en una formulación líquida 
congelada y proporcionar datos sobre la PK en sujetos con hemofilia A grave. Para este estudio, 16 sujetos 
evaluables estaban disponibles para la evaluación de PK. La administración única de dos dosis de rFVIIIFc y Advate 
a una dosis nominal de 25 (n = 6) y 65 UI/kg de peso corporal (n = 10) se infundieron por vía intravenosa durante 60 
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aproximadamente 10 minutos. Se obtuvieron muestras de sangre para las evaluaciones de PK en plasma antes de 
la infusión, así como hasta 10 días después de la dosificación. La PK de la actividad de FVIII para Advate y rFVIIIFc 
se caracterizaron en este estudio usando un método dependiente del modelo. 
 
OBJETIVOS 5 
 
El objetivo principal de este estudio fue evaluar la seguridad y tolerabilidad de la administración única de dos dosis 
de rFVIIIFc (25 y 65 UI/kg) en pacientes previamente tratados (PTP) de 12 años o más con hemofilia A grave. 
 
Los objetivos secundarios fueron determinar los parámetros farmacocinéticos (PK) determinados por la actividad 10 
farmacodinámica (PD) del FVIII en el tiempo después de una administración única de 25 o 65 UI/kg de rFVIIIFc en 
comparación con Advate en ensayos de coagulación en una etapa y cromogénicos. 
 
Diseño del estudio (Véase el Ejemplo 3) 
 15 
Se recogieron muestras de sangre para la evaluación PK de actividad de FVIII en la visita de selección (28 días 
antes de la dosificación de Advate); el Día 0 (inyección de Advate) antes de la inyección y a los 10 y 30 minutos y 1, 
3, 6 y 9 horas después de la inyección; el Día 1 a las 24 horas después de la inyección de Advate; el Día 2 a las 48 
horas después de la inyección de Advate; el Día 3 a las 72 horas después de la inyección de Advate; y el Día 4 a las 
96 horas después de la inyección de dosis altas de Advate (Cohorte B solamente). 20 
 
Se recogieron muestras de sangre para evaluaciones PK de actividad de FVIII el día de la inyección de rFVIIIFc 
justo antes de la administración de rFVIIIFc, a los 10 y 30 minutos y 1, 3, 6 y 9 horas después de la inyección de 
rFVIIIFc; el Día 1 a las 24 horas después de la inyección de rFVIIIFc; en los Días 2 a 5 a las 48, 72, 96 y 120 horas 
después de la inyección de rFVIIIFc; el Día 7 a las 168 horas después de la inyección de rFVIIIFc; los Días 8, 9 y 10 25 
a las 192, 216 y 240 horas después de la inyección de dosis altas de rFVIIIFc (Cohorte B solamente). La actividad 
del FVIII también se midió en la visita final del estudio (28 días después de la inyección de rFVIIIFc) a las 672 horas 
después de la inyección de rFVIIIFc. 
 
Modelos y cálculos farmacocinéticos 30 
 
Abreviaturas 
 
TBLP1 = Tiempo predicho por el modelo después de la dosis cuando la actividad de FVIII ha disminuido a 
aproximadamente 1 UI/dl por encima del valor inicial. 35 
TBLP3 = Tiempo predicho por el modelo después de la dosis cuando la actividad de FVIII ha disminuido a 
aproximadamente 3 UI/dl por encima del valor inicial. 

 
KV_M = Cmáx_M/Dosis real (UI/kg)  
 40 
KV_OB = Cmáx_OB/Dosis real (UI/kg) 
 
IVRM = 100 x Cmáx_M x Volumen en plasma (dl)/Dosis total en UI; donde el volumen en plasma está en ml. = (23,7 
x Al en cm) + (9,0 x P en kg) - 1709. 
 45 
IVROB = 100 x CmáxOB x Volumen en plasma (dl)/Dosis total en UI; donde el volumen en plasma está en ml, = 
(23,7 x Al en cm) + (9,0 x P en kg) - 1709. 
 
RESULTADOS 
 50 
Figura 13. Perfiles de actividad del FVIII media del grupo observado (+DE) en función del tiempo, ordenados por 
nivel de dosis, agrupados por compuesto (ensayo de una etapa, 25 UI/kg (A) y 65 UI/kg (B)) y (ensayo cromogénico, 
25 UI/kg (C) y 65 UI/kg (D)). 
 
Figura 14. Perfiles de la actividad de FVIII (+DE) media del grupo observado en función del tiempo, agrupados por 55 
nivel de dosis y compuesto (ensayo de una etapa; A) (ensayo cromogénico; B). 
 
Farmacocinética de dosis única (ensayo de una etapa) 
 
La actividad observada de FVIII aumentó bruscamente después de la infusión intravenosa corta de Advate o 60 
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rFVIIIFc, con valores medios de Cmáx pronosticados por el modelo (±DE) de 56,6 ± 4,74 y 121 ± 28,2 UI/dl para 
Advate y 56,6 ± 8,18 y 108 ± 16,9 UI/dl para rFVIIIFc para los grupos de dosis de 25 y 65 UI/kg, respectivamente. 
Todos los pacientes tratados con Advance y rFVIIIFc tuvieron aumentos relacionados con la dosis en la actividad de 
FVIII. El aumento observado tanto en Cmáx como en AUCINF fue ligeramente menor que el proporcional a la dosis 
en el intervalo de dosis evaluado. 5 
 
Después del final de la infusión, la disminución de la actividad de FVIII observada mostró características de 
desintegración monoexponenciales hasta que se alcanzó el nivel inicial. La velocidad de disminución de la actividad 
de FVIII fue más lenta para rFVIIIFc que para Advate con valores medios de semivida de eliminación pronosticados 
por el modelo (± DE) de 11,9 ± 2,98 y 10,4 ± 3,03 h para Advate y 18,0 ± 3,88 y 18,4 ± 6,99 h para rFVIIIFc para los 10 
grupos de dosis de 25 y 65 UI/kg, respectivamente. Los valores de semivida de eliminación parecen ser 
independientes de la dosis en el intervalo de dosis evaluado para ambos productos de FVIII. 
 
La exposición sistémica total a FVIII (evaluada por AUCINF) fue ~48% y un 61% mayor después de la administración 
de rFVIIIFc que Advate a niveles de dosis de 25 y 65 UI/kg, respectivamente. Los valores medios de AUCINF 15 
pronosticados por el modelo (±DE) fueron 974 ± 259 y 1810 ± 606 h * UI/dl para Advate y 1440 ± 316 y 2910 ± 1320 
h * UI/dl para rFVIIIFc para los grupos de dosis de 25 y 65 UI/kg, respectivamente. 
 
Similar a la semivida de eliminación, el MRT se prolongó para rFVIIIFc con relación a Advate. Los valores medios de 
MRT pronosticados por el modelo (±DE) fueron 17,1 ± 4,29 y 14,9 ± 4,38 h para Advate y 25,9 ± 5,60 y 26,5 ± 10,1 h 20 
para rFVIIIFc para los grupos de dosis de 25 y 65 UI/kg, respectivamente. Los valores de MRT parecen ser 
independientes de la dosis en el intervalo de dosis evaluado para ambos productos de FVIII. 
 
Además, se determinaron los valores del parámetro PK primario para CL y V. Los valores de CL para rFVIIIFc solo 
representaron ~66% de los observados para Advate en dosis equivalentes. Los valores medios de CL pronosticados 25 
por el modelo (±DE) fueron 2,70 ± 0,729 y 4,08 ± 1,69 ml/h/kg para Advate y 1,80 ± 0,409 y 2,69 ± 1,25 ml/h/kg para 
rFVIIIFc para los grupos de dosis de 25 y 65 UI/kg, respectivamente. Los valores de V fueron comparables entre 
Advate y rFVIIIFc con los valores medios de V pronosticados por el modelo (±DE) de 43,9 ± 4,27 y 56,1 ± 13,4 ml/kg 
para Advate y 45,3 ± 7,23 y 61,6 ± 10,6 ml/kg para rFVIIIFc para los grupos de dosis de 25 y 65 UI/kg, 
respectivamente. Se observaron ligeros aumentos en los valores medios de CL y V al aumentar la dosis de Advate y 30 
rFVIIIFc; sin embargo, el aumento de las desviaciones estándar a la dosis de 65 UI/kg, junto con los niveles de dosis 
limitados, confundió una evaluación de la dependencia de la dosis de estos parámetros. Por ejemplo, el valor de CL 
medio geométrico del % de CV para el grupo de tratamiento de rFVIIIFc aumentó del 23,0% (25 UI/kg) al 48,6% (65 
UI/kg). 
 35 
Además de los parámetros PK primarios, se determinaron los parámetros PK secundarios (por ejemplo, valores K, 
IVR, etc.) para evaluar la duración del efecto del FVIII. También se observó evidencia de la diferencia de PK con 
rFVIIIFc lo que demostró valores aumentados de TBLP1 y TBLP3 en comparación con Advate en dosis 
equivalentes. Los valores IVR y de K para Advate y rFVIIIFc parecían ser comparables. Se observó un ligero 
aumento en los valores de TBLP1 y TBLP3 con dosis crecientes de Advate y rFVIIIFc. Por el contrario, se apreciaron 40 
ligeros descensos en los valores de IVR y K medios con el aumento de la dosis de Advate y rFVIIIFc. Como se ha 
indicado anteriormente, una evaluación de la dependencia de la dosis de estos parámetros se confunde con niveles 
de dosis limitados. 
 
El TBLP1 medio observado (±DE) fue 2,88 ± 0,733 y 2,93 ± 0,848 UI/dl por UI/kg para Advate y 4,28 ± 0,873 y 5,16 ± 45 
2,02 UI/dl por UI/kg para rFVIIIFc para los grupos de dosis de 25 y 65 UI/kg, respectivamente. El TBLP3 medio 
observado (±DE) fue 2,06 ± 0,527 y 2,26 ± 0,666 UI/dl por UI/kg para Advate y 3,09 ± 0,623 y 3,93 ± 1,59 UI/dl por 
UI/kg para rFVIIIFc para los grupos de dosis de 25 y 65 UI/kg, respectivamente. 
 
Los valores medios de IVR y K calculados usando los valores de Cmáx observados (restados con el fármaco inicial y 50 
residual dentro del modelo) fueron generalmente mayores que los valores determinados usando los valores de 
Cmáx pronosticados por el modelo; consistente con una ligera subestimación de la actividad pico observada 
utilizando el modelo de un compartimiento. Los valores de K medios (±DE) observados fueron 2,57 ± 0,198 y 2,13 ± 
0,598 UI/dl por UI/kg para Advate y 2,46 ± 0,330 y 1,85 ± 0,332 UI/dl por UI/kg para rFVIIIFc para los grupos de 
dosis de 25 y 65 UI/kg, respectivamente. Los valores de IVR medios (±DE) observados fueron 94,1 ± 15,6 y 85,8 ± 55 
16,5 % para Advate y 89,5 ± 11,9 y 74,8 ± 6,72 % para rFVIIIFc para los grupos de dosis de 25 y 65 UI/kg, 
respectivamente. 
 
Farmacocinética de dosis única (ensayo cromogénico) 
 60 
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La actividad observada de FVIII aumentó bruscamente después de la infusión intravenosa corta de Advate o 
rFVIIIFc, con valores medios (±DE) de Cmáx pronosticados por el modelo de 70,2 ± 9,60 y 157 ± 38,6 UI/dl para 
Advate y 70,3 ± 10,0 y 158 ± 34,7 UI/dl para rFVIIIFc para los grupos de dosis de 25 y 65 UI/kg, respectivamente. 
 
Todos los pacientes tratados con Advance y rFVIIIFc tuvieron aumentos relacionados con la dosis en la actividad de 5 
FVIII. El aumento observado tanto en Cmáx como en AUCINF fue ligeramente menor que el proporcional a la dosis 
en el intervalo de dosis evaluado. 
 
Después del final de la infusión, la disminución de la actividad de FVIII observada mostró características de 
desintegración monoexponenciales hasta que se alcanzó el nivel inicial. La velocidad de disminución de la actividad 10 
de FVIII fue más lenta para rFVIIIFc que para Advate con valores medios (± DE) de semivida de eliminación 
pronosticados por el modelo de 10,7 ± 1,98 y 10,3 ± 3,27 h para Advate y 16,2 ± 2,92 y 19,0 ± 7,94 h para rFVIIIFc 
para los grupos de dosis de 25 y 65 UI/kg, respectivamente. Los valores de semivida de eliminación parecen ser 
independientes de la dosis en el intervalo de dosis evaluado para ambos productos de FVIII. 
 15 
La exposición sistémica total a FVIII (evaluada por AUCINF) fue ~53% y un 84% mayor después de la administración 
de rFVIIIFc que Advate a niveles de dosis de 25 y 65 UI/kg, respectivamente. Los valores medios de AUCINF 
pronosticados por el modelo (±DE) fueron 1080 ± 236 y 2320 ± 784 h * UI/dl para Advate y 1650 ± 408 y 4280 ± 
1860 h * UI/dl para rFVIIIFc para los grupos de dosis de 25 y 65 UI/kg, respectivamente. 
 20 
Similar a la semivida de eliminación, el MRT se prolongó para rFVIIIFc con relación a Advate. Los valores medios de 
MRT pronosticados por el modelo (±DE) fueron 15,3 ± 2,86 y 56,1 ± 4,72 h para Advate y 56,1 ± 4,22 y 56,1 ± 11,4 h 
para rFVIIIFc para los grupos de dosis de 25 y 65 UI/kg, respectivamente. Los valores de MRT parecen ser 
independientes de la dosis en el intervalo de dosis evaluado para ambos productos de FVIII. 
 25 
Además, se determinaron los valores del parámetro PK primario para CL y V. Los valores de CL para rFVIIIFc solo 
representaron ~58-66% de los observados para Advate en dosis equivalentes. Los valores medios de CL 
pronosticados por el modelo (±DE) fueron 56,1 ± 0,527 y 56,1 ± 1,40 ml/h/kg para Advate y 56,1 ± 0,349 y 56,1 ± 
0,970 ml/h/kg para rFVIIIFc para los grupos de dosis de 25 y 65 UI/kg, respectivamente. Los valores de V fueron 
comparables entre Advate y rFVIIIFc con los valores medios de V pronosticados por el modelo (±DE) de 56,1 ± 5,52 30 
y 43,6 56,1 ± 11,2 ml/kg for Advate y 56,1 ± 6,65 y 56,1 ± 8,91 ml/kg para rFVIIIFc para los grupos de dosis de 25 y 
65 UI/kg, respectivamente. Se observaron aumentos en los valores medios de CL y V al aumentar la dosis de Advate 
y rFVIIIFc; sin embargo, el aumento de las desviaciones estándar a 65 UI/kg junto con los niveles de dosis limitados, 
confundió una evaluación de la dependencia de la dosis de estos parámetros. 
 35 
Además de los parámetros PK primarios, se determinaron los parámetros PK secundarios (por ejemplo, valores K, 
IVR, etc.) para evaluar la duración del efecto del FVIII. También se observó evidencia de la diferencia de PK con 
rFVIIIFc lo que demostró valores aumentados de TBLP1 y TBLP3 en comparación con Advate en dosis 
equivalentes. Los valores IVR y de K para Advate y rFVIIIFc parecían ser comparables. 
 40 
Se observó un ligero aumento en los valores de TBLP1 y TBLP3 con dosis crecientes de Advate y rFVIIIFc. Por el 
contrario, se apreciaron ligeros descensos en los valores de IVR y K medios con el aumento de la dosis de Advate y 
rFVIIIFc. Como se ha indicado anteriormente, una evaluación de la dependencia de la dosis de estos parámetros se 
confunde con niveles de dosis limitados. 
 45 
El TBLP1 medio observado (±DE) fue 56,1 ± 0,511 y 56,1 ± 0,978 UI/dl por UI/kg para Advate y 56,1 ± 0,798 y 56,1 ± 
2,38 UI/dl por UI/kg para rFVIIIFc para los grupos de dosis de 25 y 65 UI/kg, respectivamente. El TBLP3 medio 
observado (±DE) fue 56,1 ± 0,377 y 2,39 ± 0,718 UI/dl por UI/kg para Advate y 3,04 ± 0,598 y 4,44 ± 1,84 UI/dl por 
UI/kg para rFVIIIFc para los grupos de dosis de 25 y 65 UI/kg, respectivamente. 
 50 
Los valores medios de IVR y K calculados usando los valores de Cmáx observados (restados con el fármaco inicial y 
residual dentro del modelo) fueron generalmente mayores que los valores determinados usando los valores de 
Cmáx pronosticados por el modelo; consistente con una ligera subestimación de la actividad pico observada 
utilizando el modelo de un compartimiento. Los valores de K medios (±DE) observados fueron 56,1 ± 0,429 y 56,1 ± 
0,721 UI/dl por UI/kg para Advate y 56,1 ± 0,451 y 56,1 ± 0,985 UI/dl por UI/kg para rFVIIIFc para los grupos de 55 
dosis de 25 y 65 UI/kg, respectivamente. Los valores de IVR medios (±DE) observados fueron 56,1 ± 14,5 y 56,1 ± 
26,9 % para Advate y 56,1 ± 16,3 y 56,1 ± 33,6 % para rFVIIIFc para los grupos de dosis de 25 y 65 UI/kg, 
respectivamente. 
 
CONCLUSIONES 60 
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Todos los pacientes tratados con Advance y rFVIIIFc tuvieron aumentos relacionados con la dosis comparables en 
Cmáx y AUCINF en el intervalo de dosis evaluado. Los niveles plasmáticos pico de actividad de Advate y rFVIIIFc se 
observaron generalmente dentro de la primera hora después del final de la infusión y permanecieron detectables 
durante varios días después de la dosificación. Después del final de la infusión, la disminución en la actividad de 5 
FVIII corregida inicial mostró una disminución monoexponencial hasta que se alcanzó el valor inicial para ambos 
productos. Los valores de los parámetros para la semivida de eliminación y el MRT parecían ser independientes de 
la dosis en el intervalo de dosis evaluado para ambos productos de FVIII. Se observaron ligeros aumentos en los 
valores medios de CL y V al aumentar la dosis de Advate y rFVIIIFc; sin embargo, el aumento de la variabilidad 
interindividual a 65 UI/kg, junto con los niveles de dosis limitados, confundieron una evaluación de la dependencia de 10 
la dosis de estos parámetros. 
 
La comparación de la PK de actividad de rFVIIIFc y Advate puso de manifiesto un aumento aproximado del 48-61% 
(Ensayo en una etapa) o del 53-84% (Ensayo cromogénico) en la exposición sistémica, aproximadamente una 
reducción de la depuración del 30-40%, y un aumento aproximado del 50-80% tanto en la semivida de eliminación 15 
como en el MRT para rFVIIIFc con respecto a Advate a dosis comparables. También se observó evidencia de la 
diferencia de PK con rFVIIIFc lo que demostró valores aumentados de TBLP1 y TBLP3 en comparación con Advate 
en dosis equivalentes. Los valores IVR y de K para Advate y rFVIIIFc parecían ser comparables. 
 
Los parámetros PK obtenidos a partir de los resultados del Ensayo cromogénico generalmente son acorde a los del 20 
Ensayo de una etapa, excepto que el Ensayo cromogénico produjo una estimación más alta de los parámetros de 
exposición (por ejemplo, Cmáx, AUCINF, etc.). 
 
Con las mejoras observadas en PK, rFVIIIFc puede proporcionar una protección prolongada contra la hemorragia, lo 
que permite inyecciones menos frecuentes para las personas con Hemofilia A. 25 
 
Ejemplo 8 
 
Sobre la base del análisis PK intermedio del primer estudio en humanos de rFVIII:Fc (Ejemplo 3), se diseñó el 
estudio A-LONG. A-LONG es una evaluación abierta, multicéntrica de la seguridad, la farmacocinética y la eficacia 30 
de la fusión del factor recombinante de VIII Fc (FVIII:Fc) en la prevención y el tratamiento del sangrado en sujetos 
previamente tratados con hemofilia A grave (definido como <1 UI/dl [<1%] de FVIII endógeno). 
 
Se incluirán aproximadamente 106 sujetos en uno de tres regímenes: un régimen de profilaxis adaptado (grupo 1), 
un régimen de dosificación semanal (grupo 2) y un régimen a demanda (grupo 3). 35 
 
Grupo 1: Régimen de profilaxis adaptado 
 
El grupo 1 incluirá un grupo global y un subgrupo de PK. Se incluirán aproximadamente 66 sujetos. El régimen inicial 
será dos veces por semana a 25 UI/kg el primer día, seguido de 50 UI/kg el cuarto día de la semana. A los sujetos 40 
se les administrará rFVIIIFc en este régimen de profilaxis semanal hasta que estén disponibles los resultados de PK 
para rFVIIIFc. Basándose en estos resultados, se establecerá un régimen de profilaxis adaptado para cada 
individuo, en el que se determinará la dosis y el intervalo para mantener un nivel mínimo del 1-3% de actividad de 
FVIII. Después, a cada sujeto se le administrará su régimen de profilaxis adaptado durante todo el estudio. 
 45 
Se supervisarán los sujetos durante todo el estudio y se realizarán ajustes continuos de dosis e intervalos. 
Solamente se harán ajustes cuando un sujeto experimente episodios hemorrágicos inaceptables definidos como ≥2 
episodios de sangrado espontáneo durante un periodo de dos meses consecutivos. En este caso, el ajuste se 
dirigirá a niveles mínimos del 3-5%. 
 50 
Grupo 2: Régimen de dosificación semanal 
 
Se incluirán/asignarán al azar aproximadamente 20 sujetos y se someterán a un perfil PK de rFVIIIFc abreviado 
como se indica a continuación: Lavado de al menos 96 horas; una sola dosis de 65 UI/kg de rFVIIIFc; Muestreo 
abreviado que comienza con rFVIIIFc el Día 0, incluida la preinyección y 10 (± 2) minutos, 3 horas 56,1 ± 15 55 
minutos), 72 56,1 ± 2) horas [Día 3] y 96 56,1 ± 2) horas [Día 4] desde el comienzo de la inyección. Después obtener 
el perfil PK abreviado, a los sujetos se les administrará una dosis fija de 65 UI/kg de rFVIIIFc cada 7 días. 
 
Grupo 3: Brazo 3: Régimen a demanda 
 60 
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Se evaluarán en el estudio un mínimo de 10 cirugías mayores en al menos 5 sujetos. La cirugía mayor se define 
como cualquier procedimiento quirúrgico (electivo o de emergencia) que involucre anestesia general y/o asistencia 
respiratoria en la que se penetra y se expone una cavidad corporal importante, o para la cual se produce un 
deterioro sustancial de las funciones físicas o fisiológicas (por ejemplo, laparotomía , toracotomía, craneotomía, 
reemplazo articular y amputación de extremidades). 5 
 
Para la profilaxis durante la cirugía, los sujetos se tratarán con 35 a 50 UI/kg de rFVIIIFc cada 12 a 24 horas. Antes 
de la cirugía, el médico revisará el perfil PK de rFVIIIFc del sujeto y evaluará el régimen de dosis de reemplazo de 
Factor VIII generalmente requerido para el tipo de cirugía planificada y el estado clínico del sujeto. La 
recomendación para la dosificación apropiada de rFVIIIFc en el periodo de tratamiento quirúrgico, incluido cualquier 10 
tiempo de rehabilitación, tendrá en cuenta estos factores. 
 
Los objetivos principales de este estudio son (a) evaluar la seguridad y la tolerabilidad de rFVIIIFc administrado 
como regímenes de profilaxis, a demanda y de tratamiento quirúrgico; y (b) evaluar la eficacia de rFVIIIFc 
administrado como régimen de profilaxis, a demanda y de tratamiento quirúrgico. Los objetivos secundarios de este 15 
estudio son (a) caracterizar el perfil PK de rFVIIIFc y comparar la PK de FVIIIFc con el producto comercializado 
actualmente, ADVATE; (b) evaluar respuestas individuales con FVIIIFc; y (c) para evaluar el consumo de FVIIIFc. 
 
Objetivos principales 
 20 
• Evaluar la seguridad y tolerabilidad de rFVIIIFc administrado como regímenes de profilaxis, semanales, a 
demanda, y de tratamiento quirúrgico 
• Evaluar la eficacia de rFVIIIFc administrado como regímenes de profilaxis adaptada, a demanda, y de tratamiento 
quirúrgico 
 25 
Objetivos secundarios 
 
• Caracterizar el perfil PK de rFVIIIFc y comparar la PK de rFVIIIFc con el producto actualmente comercializado, 
Advate® 
• Evaluar las respuestas individuales con rFVIIIFc 30 
• Caracterizar el rango de dosis y horarios requeridos para prevenir adecuadamente el sangrado en un régimen de 
profilaxis; mantener la homeostasis en un entorno quirúrgico; o tratar episodios de sangrado en un entorno a 
demanda, tratamiento semanal o profilaxis 
• Evaluar el consumo de rFVIIIFc (por ejemplo, consumo anual total de rFVIIIFc por sujeto) 
 35 
Ejemplo 9 
 
Evaluación clínica ROTEM 
 
En el estudio en el Ejemplo 8, además de la medición de la actividad del FVIII en plasma por ensayo de tiempo de 40 
tromboplastina parcial activada (aPTT) en una etapa, también se ha explorado la tromboelastometría rotacional de 
sangre entera (ROTEM) para evaluar la mejora en la hemostasis global por rFVIIIFc y Advate en 2 sujetos, 
específicamente, 1 en la cohorte de dosis baja y 1 en la cohorte de dosis alta. 
 
rFVIIIFc y Advate parecen ser comparativamente activos en la formación de coágulos cuando se añaden a la sangre 45 
de los sujetos antes del tratamiento con rFVIIIFc. El tiempo de coagulación (CT) fue lineal con respecto a la dosis de 
rFVIIIFc y Advate en el intervalo de aproximadamente un 1% del 100% de lo normal, y la respuesta a la dosis fue 
comparable entre rFVIIIFc y Advate en el mismo sujeto. 
 
Después de la dosificación con Advate y posteriormente rFVIIIFc, se tomaron muestras de sangre entera citrada en 50 
diversos puntos de tiempo y se controló la formación de coágulos después de la recalcificación mediante ROTEM. A 
pesar del CT inicial variable debido a los niveles de residuos de FVIII antes de la dosificación de Advate o rFVIIIFc, 
ambos productos corrigieron eficazmente el CT a niveles comparables 30 minutos después de la inyección. Además, 
la mejora en el CT se mantuvo mejor en y después de 3 horas después de la inyección de 25 UI/kg de rFVIIIFc con 
respecto a Advate en el sujeto dosificado a esta dosis baja. Sin embargo, la mejora diferencial de rFVIIIFc frente a 55 
Advate fue mucho menos apreciable a la dosis de 65 UI/kg. 
 
Tablas 
 
Tabla 1: Secuencias de polinucleótidos 60 
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A. FVIIIFc con dominio B eliminado 
(i) Secuencia de ADN de cadena de FVIIIFc con dominio B eliminado (péptido señal de FVIII 
subrayado, región Fc en negrita) (SEQ ID NO:1, que codifica la SEQ ID NO:2) 
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(ii) Secuencia de ADN Fc (péptido señal de Igκ de ratón subrayada) (SEQ ID NO:3, que codifica 
SEQ ID NO:4) 



 



 

B. FVIIIFc de longitud completa 

(i) Secuencia de ADN de FVIIIFc de longitud completa (péptido señal de FVIII subrayado. Región 
Fc en negrita) (SEQ ID NO:5, que codifica la SEQ ID NO:6) 
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(ii) Fc (misma secuencia que A (ii) (SEQ ID NO:3))] 

C. 

(i) Secuencia de ADN de cadena pesada (HC)-Fc (sin enlazador entre HC y Fc) (péptido señal 
subrayado. región Fc en negrita) (SEQ ID NO:7, que codifica la SEQ ID NO:8) 
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C. 

(ii) Secuencia de ADN de cadena pesada (HC)-Fc (enlazador de 5 aminoácidos entre HC y 
Fc)(péptido señal subrayado. Región Fc en negrita. El enlazador de 5 aminoácidos está 
doblemente subrayado)(SEQ ID NO:9, que codifica la SEQ ID NO:10) 
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C. 

(iii) Secuencia de ADN de cadena ligera (LC)-Fc (péptido señal subrayado. región Fc en 
negrita)(SEQ ID NO:11, que codifica la SEQ ID NO:12) 
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Tabla 2: Secuencias polipeptídicas 
 

A. Híbrido monomérico de FVIII-Fc con dominio B eliminado (monómero-dímero de BDD FVIIIIFc): 
creado coexpresando las cadenas BDD FVIIIFc y Fc. 5 
Construcción = Fusión HC-LC-Fc. Un casete de expresión Fc se cotransfecta con BDDFVIII-Fc para 
generar el monómero BDD FVIIIFc. Para la cadena BDD FVIIIFc, la secuencia Fc se muestra en 
negrita; la secuencia de HC se muestra en doble subrayado; la secuencia del dominio B restante se 
muestra en cursiva. Los péptidos señal están subrayados. 

i) cadena de FVIII-Fc con dominio de B eliminado (secuencia señal de 19 aminoácidos subrayada) 
(SEQ ID NO: 2) 
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ii) cadena Fc (péptido señal heterólogo de 20 aminoácidos de la cadena de Igκ de ratón subrayada) 
(SEQ ID NO: 4) 



 



 

B. Híbrido monomérico de FVIIIFc de longitud completa (monómero-dímero de FVIIIFc de 
longitud completa): creado coexpresando las cadenas FVIIIFc y Fc. 

Construcción = fusión HC-B-LC-Fc. Un casete de expresión Fc se cotransfecta con FVIII-Fc de 
longitud completa para generar el monómero de FVIIIFc de longitud completa. Para la cadena 
FVIIIFc, la secuencia Fc se muestra en negrita; la secuencia de HC se muestra con doble subrayado; 
la secuencia del dominio B se muestra en cursiva. Los péptidos señal están subrayados. 

i) Cadena FVIIIFc de longitud completa (péptido señal de FVIII subrayado (SEQ ID NO:6) 

E10835255
14-02-2018ES 2 659 888 T3

 



 
 

 
42 



 



 

ii) cadena Fc (péptido señal heterólogo de 20 aminoácidos de la cadena de Igκ de ratón subrayada) 
(SEQ ID NO: 4) 



 

C. Híbrido heterodimérico de FVIII-Fc 

Se hace cotransfectando las construcciones HC-Fc y LC-Fc. Se han fabricado dos construcciones de 
HC-Fc. Uno no tiene enlazador entre HC y Fc (HC-Fc) mientras que el otro tiene un enlazador de 5 
aminoácidos entre HC y Fc (HC+5-Fc). El péptido señal de FVIII se usó para las construcciones de 
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HC-Fc, mientras que la secuencia señal de Igκ de ratón se usó para la construcción de LC-Fc. 

(i) HC-Fc (la secuencia de Fc se muestra en negrita, el péptido señal está subrayado) (SEQ ID NO: 
8) 



 

(ii) HC + 5-Fc (la secuencia de Fc se muestra en negrita, la secuencia de enlazador de 5 
aminoácidos (del dominio B de FVIII) se muestra en cursiva, el péptido señal está subrayado) (SEQ 
ID NO: 10) 



 



 

(iii) LC-Fc6His (la secuencia de Fc se muestra en negrita, el péptido señal está subrayado) (SEQ ID 
NO: 12) (SEQ ID NO:12) 

C. Híbrido heterodimérico de FVIII-Fc 
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Tabla 3. Determinación del tiempo de coagulación de sangre entera (WBCT) en ratones con hemofilia A después de 

una sola dosis intravenosa de 50 UI/kg de rFVIIIFc o ReFacto®. 
A. 

 Tiempo de recogida de sangre, h 

Tratamiento Animal 
Número 

Pre-
dosis 0.25 24 36 42 96 113 120 

  WBCT, min 
50 UI/kg de 
ReFacto® 1 >60 18 >60 ND ND    

 2 >60 5 16 >60 ND    
 3 >60 4 7 >60 ND    
 4 >60 7 8 10 >60    
 5 >60 6 9 16 >60    
 6 >60 5 15 >60 ND    

50 UI/kg de rFVIIIFc 7 >60 7    8 >60 ND 
 8 >60 5    8 >60 ND 
 9 >60 4    16 >60 ND 
 10 >60 3    11 4 >60 
 11 >60 3    9 >60 ND 
 12 >60 4    6 >60 ND 
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B. 

 Tiempo de recogida de sangre, h 
Tratamiento Animal Número Pre-dosis 0.25 24 48 96 120 

  WBCT, min 

50 UI/kg de ReFacto® 
1 >60 11 15 >60 >60 ND 
2 >60 3 3 >60 >60 >60 
3 >60 4 6 >60 >60 >60 

50 UI/kg de rFVIIIFc 
4 >60 3 5 5 >60 >60 
5 >60 3 6 7 13 >60 
6 >60 5 8 9 9 >60 

ND = No determinado ya que el punto de tiempo anterior fue >60 min 
 

Tabla 4. Parámetros PK después de una única dosis intravenosa en ratones con hemofilia A (50 UI/kg) 
Tratamiento Cmáx (UI/ml) AUC (h·UI/ml) T1/2 (h) CL (ml/h/kg) Vss (ml/kg) 
rFVIIIFc 1.56 22.6 11.1 2.09 28.4 
ReFacto®® 0.67 6.94 5.0 7.2 43.8 
Advate® 0.47 3.90 7.1 12.8 103 

 
Tabla 5. Parámetros PK después de una única dosis intravenosa en perros con hemofilia A 5 

(125 UI/kg de rFVIIIFc, 114 y 120 UI/kg de ReFacto®) 
A. PK determinada a partir de datos de actividad cromogénica 
Tratamiento Cmáx (UI/ml) AUC (h·UI/ml) T1/2 (h) CL (ml/h/kg) Vz (ml/kg) 
rFVIIIFc 2.0 ± 0.54 25.9 ± 6.47 15.4 ± 0.3 5.1 ± 1.4 113 ± 29 
ReFacto®®* 2.0 18.2 7.4 6.5 68.7 
      
B. PK determinada a partir de datos ELISA 
Tratamiento Cmáx (ng/ml) AUC (h·ng/ml) T1/2 (h) CL (ml/h/kg) Vz (ml/kg) 
rFVIIIFc 210 ± 33 2481 ± 970 15.7 ± 1.7 6.2 ± 3.0 144 ± 83 
ReFacto®®* 211 1545 6.9 8.7 85 
Media ± DE, n = 4 para rFVIIIFc, n = 2 para ReFacto®
*DE no indicada para ReFacto® ya 
que había solo dos perros 

 
Tabla 6. Actividad de coagulación medida por aPTT en perros con hemofilia A después de una única dosis 

intravenosa con rFVIIIFc o ReFacto®. 
  aPTT, s 

ID del perro Tratamiento Pre-Dosis 5 min después de la dosis 
M10 rFVIIIFc 86.5 53.6 
M11 rFVIIIFc 99.8 56.4 
M12 rFVIIIFc 119 68.7 

 ReFacto® 108 60.7 
M38 rFVIIIFc 115 76.6 

 ReFacto® 118 68.0 
 

Tabla 7. Concentración en plasma de rFVIIIFc o Xyntha en monos administrada en una única dosis intravenosa de 10 
125 UI/kg medida por ELISA. 

A. Concentración de rFVIIIFc en plasma (µg/ml) 
 Grupo 1 Grupo 2 Media DE Tiempo, h 604376 606595 C36195 C36066 C36174 604362 

Pre BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ   
0.25 0.400 0.334 0.374 0.348 0.383 0.323 0.360 0.030 

4 0.266 0.259 0.236 0.233 0.259 0.217 0.245 0.019 
12 0.165 0.152 0.12 0.15 0.161 0.149 0.150 0.016 
24 0.079 0.074 0.047 0.08 0.088 0.076 0.074 0.014 
36 0.035 0.04 0.022 0.04 0.041 0.046 0.037 0.008 
48 0.019 0.021 BLQ 0.021 0.024 0.025 0.022 0.002 
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B. Concentración de Xyntha en plasma (µg/ml) 
 Grupo 1 Grupo 2  

Tiempo, h 604376 606595 C36195 C36066 C36174 604362 Media DE 
Pre BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ   
0.25 0.252 0.074 0.155 0.317 0.217 0.167 0.197 0.084 

4 0.197 0.159 0.152 0.229 0.19 0.082 0.168 0.051 
12 0.137 0.099 0.104 0.166 0.158 0.081 0.124 0.035 
24 0.09 0.068 0.051 0.082 0.08 0.084 0.076 0.014 
36 0.037 0.043 0.015 0.041 0.035 BLQ 0.034 0.011 
48 0.022 BLQ BLQ 0.017 0.013 BLQ 0.017 0.005 

 
Tabla 8. Concentración en plasma de rFVIIIFc o Xyntha en monos administrada a una única dosis intravenosa de 

125 UI/kg medida por el ensayo de actividad cromogénica específica de FVIII (indicada en UI/ml). 
A. Xyntha 

Tiempo (h) Grupo 1 Grupo 2 
Predosis 604376 606595 C36195 C36066 C36174 604362 

0.25 5.62 4.55 5.01 4.5 5.15 3.77 
4 3.9 4.05 3.2 3.19 3.46 2.36 
12 2.51 2.82 1.69 2.17 2.5 2.01 
24 1.67 1.66 1.18 0.95 1.57 1.5 
36 0.7 0.85 0.48 0.44 0.85 0.82 
48 BLQ BLQ BLQ BLQ 0.38 0.48 
       

B. rFVIIIFc 
Tiempo (h) Grupo 1 Grupo 2 
Predosis 604376 606595 C36195 C36066 C36174 604362 

0.25 4.31 3.82 3.54 4.13 4.12 3.68 
4 3 3.36 2.53 2.7 2.74 2.81 
12 2 2.15 1.42 2.28 2.75 2.22 
24 1.01 1.17 0.5 1.5 1.61 1.01 
36 BLQ 0.52 0.48 0.88 0.72 0.64 
48 0.31 BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ 
72 BLQ BLQ BLQ BLQ 0.31 BLQ 

BLQ = por debajo del límite de cuantificación 
 

Tabla 9. Parámetros PK de rFVIIIFc después de una dosis individual de 125 UI/kg 5 

Parámetro PK 
Datos ELISA de rFVIIIFc 

unidades Grupo 1 Grupo 2 Promedio DE 604376 606595 C36195 C36066 C36174 604362 
Tmáx h 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,00 
Cmáx µg/ml 0,4 0,334 0,374 0,348 0,383 0,323 0,368 0,030 
T1 /2 h 11,4 13,3 9,3 12,7 12,7 14,1 11,9 1,7 
AUC µg * h/ml 5,86 5,65 4,37 5,56 4,37 5,58 5,16 0,68 
CL ml/h/kg 2,15 2,23 2,88 2,27 2,07 2,26 2,32 0,29 
Vz ml/kg 35,3 42,5 38,8 37,9 37,9 46,1 38,5 3,9 

MRT h 15,3 17 12,1 17,1 17,3 19,2 15,8 2,4 
 

Parámetro PK 
Datos de actividad cromogénica de rFVIIIFc 

unidades Grupo 1 Grupo 2 Promedio DE 604376 606595 C36195 C36066 C36174 604362 
Tmáx h 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,00 
Cmáx µg/ml 4,31 3,82 3,54 4,13 4,12 3,68 3,93 0,30 
T1 /2 h 13,4 12,0 11,6 17,5 12,4 29,4 16,1 6,9 
AUC µg * h/ml 74,7 75,5 53,5 92,9 88,9 92,7 79,7 15,2 
CL ml/h/kg 1,67 1,65 2,34 1,35 1,41 1,35 1,63 0,38 
Vz ml/kg 32,3 28,7 39,2 33,9 25,2 57,2 36,1 11,4 

MRT h 17,8 16,8 16,9 25 19,2 33,3 21,5 6,5 
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Tabla 10. Parámetros PK de Xyntha después de una dosis IV individual (125 UI/kg) 

Parámetro PK 
Datos ELISA de Xyntha 

unidades Grupo 1 Grupo 2 Promedio DE 604376 606595 C36195 C36066 C36174 604362 
Tmáx h 0,25 4 0,25 0,25 0,25 0,25 0,88 1,53 
Cmáx µg/ml 0,252 0,159 0,155 0,317 0,217 0,167 0,21 0,06 
T1 /2 h 13,6 19,9 9,7 11 9,2 nd 12,7 4,4 
AUC µg * h/ml 5,15 4,39 3,17 5,53 4,79 6,32 5,24 0,74 
CL ml/h/kg 2,21 2,6 3,59 2,06 2,38 nd 2,57 0,61 
Vz ml/kg 43,4 74,7 50,1 32,9 31,5 nd 46,5 17,5 

MRT h 19 28,4 14 16,1 15,9 nd 18,7 5,7 
 

Parámetro PK 
Datos de actividad cromogénica de Xyntha 

unidades Grupo 1 Grupo 2 Promedio DE 604376 606595 C36195 C36066 C36174 604362 
Tmáx h 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0 
Cmáx µg/ml 5,62 4,55 5,01 4,5 5,15 3,77 4,77 0,64 
T1 /2 h 12,8 14,3 11,4 10,4 11,7 14,6 12,5 1,7 
AUC µg * h/ml 97,1 104,2 71,3 70,7 94,0 82,8 86,7 14,0 
CL ml/h/kg 1,29 1,20 1,75 1,77 1,33 1,51 1,48 0,24 
Vz ml/kg 23,7 24,8 28,9 26,6 22,5 31,8 26,4 3,5 

MRT h 17,8 20,1 16,0 14,8 18,4 23,2 18,4 3,0 
 

Tabla 11. Activación del Factor X 5 
 Km (nM) Vmáx (nM/min) 
rFVIIIFc 55.0 ± 5.9 65.6 ± 8.6 
BDD FVIII 51.0 ± 8.7 73.5 ± 10.1 

 
Tabla 12. Interacción con Factor Ixa 

 Kd (nM) Vmáx (nM/min) 
rFVIIIFc 2.8 ± 0.4 4.5 ± 0.3 
BDD FVIII 2.5 ± 0.3 4.0 ± 1.0 
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<213> Secuencia artificial 
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<223> Cadena FVIIIFc con dominio B eliminado 15 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1)..(57) 
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<210> 2 
<211> 1684 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena FVIII-Fc con dominio B eliminado 
 10 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (-19)..(-1) 
<223> Señal 
 15 
<220> 
<221> mat_peptide 
<222> (1)..(1665) 
 
<220> 20 
<221> misc_feature  
<222> (1)..(734) 
<223> Cadena pesada (HC) 
 
<220> 25 
<221> misc_feature 
<222> (741)..(754) 
<223> Dominio B 
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 5 
<400> 2 

E10835255
14-02-2018ES 2 659 888 T3

 



 
 

 
53 

E10835255
14-02-2018ES 2 659 888 T3

 



 
 

 
54 

E10835255
14-02-2018ES 2 659 888 T3

 



 
 

 
55 

E10835255
14-02-2018ES 2 659 888 T3

 



 
 

 
56 

E10835255
14-02-2018ES 2 659 888 T3

 



 
 

 
57 

E10835255
14-02-2018ES 2 659 888 T3

 



 
 

 
58 

 
 

<210> 3 
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<213> Secuencia artificial 
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<220> 
<223> Región Fc 
 
<220> 5 
<221> misc_signal 
<222> (1)..(60) 
<223> Señal Ig kappa de ratón 
 
<400> 3 10 
 

 
 
<210> 4 
<211> 247 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena Fc 20 
 
<220> 
<221> SEÑAL  
<222> (-20)..(-1) 
<223> Señal heteróloga de cadena Ig kappa de ratón 25 
 
<220> 
<221> mat_peptide 
<222> (1)..(227) 
 30 
<400> 4 
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<210> 5 
<211> 7734 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
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<220> 
<223> FVIIIFc de longitud completa 
 
<220> 5 
<221> misc_signal 
<222> (1)..(57) 
<223> Señal FVIII 
 
<220> 10 
<221> misc_feature 
<222> (7054)..(7734) 
<223> Región Fc 
 
<400> 5 15 
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<210> 6 
<211> 2578 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena FVIIIFc de longitud completa 
 10 
<220> 
<221> SEÑAL  
<222> (-19)..(-1) 
<223> Señal FVIII 
 15 
<220> 
<221> mat_peptide 
<222> (1)..(2559) 
 
<220> 20 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (1)..(740) 
<223> HC 
 
<220> 25 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (741)..(1648) 
<223> Dominio B 
 
<220> 30 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (2333)..(2559) 
<223> Región Fc 
 
<400> 6 35 
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<210> 7 
<211> 2958 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena pesada (HC)-Fc 
 10 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1)..(57) 
<223> Señal 
 15 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (2278)..(2958) 
<223> Región Fc 
 20 
<400> 7 
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<210> 8 
<211> 986 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena pesada (HC)-Fc 
 10 
<220> 
<221> SEÑAL 
<222> (-19)..(-1) 
 
<220> 15 
<221> mat_peptide 
<222> (1)..(967) 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 20 
<222> (741)..(967) 
<223> Región Fc 
 
<400> 8 
 25 
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<210> 9 
<211> 2973 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena pesada (HC)-Fc (enlazador de 5 aminoácidos entre HC y Fc) 
 10 
<220> 
<221> misc_signal 
<222> (1)..(57) 
<223> Señal 
 15 
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<220> 
<221> misc_feature 
<222> (2278)..(2292) 
<223> Enlazador de 5 aminoácidos 
 5 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (2293)..(2973) 
<223> Región Fc 
 10 
<400> 9 
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<210> 10 
<211> 991 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena pesada (HC)+5-Fc 
 10 
<220> 
<221> SEÑAL 
<222> (-19)..(-1) 
 
<220> 15 
<221> mat_peptide 
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<222> (1)..(972) 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (741)..(745) 5 
<223> Dominio B 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (746)..(972) 10 
<223> Región Fc 
 
<400> 10 
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<210> 11 
<211> 2793 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena ligera (LC)-Fc 
 10 
<220> 
<221> misc_signal 
<222> (1)..(60) 
<223> Señal 
 15 
<220> 
<221> misc_signal 
<222> (2113)..(2793) 
<223> Región Fc 
 20 
<400> 11 
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<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
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<220> 
<223> Cadena ligera (LC)-Fc6His 
 
<220> 5 
<221> SEÑAL  
<222> (-20)..(1) 
 
<220> 
<221> mat_peptide 10 
<222> (1)..(911) 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (685)..(911) 15 
<223> Región Fc 
 
<400> 12 
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REIVINDICACIONES 
 
1 Un polipéptido quimérico que comprende una porción de Factor VIII y una porción distinta de Factor 
VIII, para su uso en la prevención o el tratamiento de un episodio de hemorragia en un sujeto humano, donde el 
polipéptido quimérico debe administrarse en una dosis de 25 UI/kg a 65 UI/kg a un intervalo de dosificación de una 5 
vez cada 3 o más días, donde la porción diferente de Factor VIII es un compañero de unión a FcRn (FcRn BP). 
 
2. El polipéptido quimérico para su uso de acuerdo con la reivindicación 1, donde el sujeto tiene hemofilia 
A. 
 10 
3. El polipéptido quimérico para su uso de acuerdo con la reivindicación 1 o la reivindicación 2, donde el 
intervalo de dosificación es una vez cada 3-5, 3-6, 3-7, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 días. 
 
4. El polipéptido quimérico para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, 
donde la dosis del polipéptido quimérico es de 25 UI/kg, 26 UI/kg, 27 UI/kg, 28 UI/kg, 29 UI/kg, 30 UI/kg, 31 UI/kg, 32 15 
UI/kg, 33 UI/kg, 34 UI/kg, 35 UI/kg, 36 UI/kg, 37 UI/kg, 38 UI/kg, 39 UI/kg, 40 UI/kg, 41 UI/kg, 42 UI/kg, 43 UI/kg, 44 
UI/kg, 45 UI/kg, 46 UI/kg, 47 UI/kg, 48 UI/kg, 49 UI/kg, 50 UI/kg, 51 UI/kg, 52 UI/kg, 53 UI/kg, 54 UI/kg, 55 UI/kg, 56 
UI/kg, 57 UI/kg, 58 UI/kg, 59 UI/kg, 60 UI/kg, 61 UI/kg, 62 UI/kg, 63 UI/kg, 64 UI/kg, o 65 UI/kg. 
 
5. El polipéptido quimérico para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, 20 
donde la dosis del polipéptido quimérico es de 65 UI/kg y el intervalo de dosificación es una vez cada 6-7 días. 
 
6. El polipéptido quimérico para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, 
donde el FcRn BP comprende la IgG completa, el fragmento Fc de IgG, o un fragmento de IgG que incluye la región 
de unión completa de FcRn. 25 
 
7. El polipéptido quimérico para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, 
donde el polipéptido quimérico es un híbrido monómero-dímero de FVIIIFc. 
 
8. El polipéptido quimérico para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, 30 
donde la porción de Factor VIII comprende el Factor VIII de longitud completa, el Factor VIII maduro, o el Factor VIII 
con una eliminación total o parcial del dominio B. 
 
9. El polipéptido quimérico para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, para 
su uso en profilaxis. 35 
 
10. El polipéptido quimérico para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, para 
su uso en profilaxis adaptada. 
 
11. El polipéptido quimérico para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, para 40 
su uso en el tratamiento a demanda. 
 
12. El polipéptido quimérico para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, 
donde el polipéptido quimérico comprende una secuencia de aminoácidos que es (a) al menos un 90%, 95% o un 
100% idéntica a los aminoácidos 1 a 1665 de SEQ ID NO: 2 o (b) al menos un 90%, 95% o un 100% idéntica a los 45 
aminoácidos -19 a 1665 de SEQ ID NO: 2. 
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