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DESCRIPCION
Dispositivo para eliminar citoquinas de la sangre con polisacaridos inmovilizados en superficie
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un dispositivo para eliminar citoquinas y/o patégenos de la sangre o el suero
sanguineo (sangre) mediante el contacto de la sangre con un sustrato sélido, esencialmente no microporoso, cuya
superficie ha sido tratada con un adsorbente polisacarido, como heparina, heparan sulfato y/u otras moléculas o
grupos quimicos (medio adsorbente o0 medio) con una afinidad de union para la citoquina o el/los patégeno/s a
eliminar (los adsorbatos), y tal que el tamafio de los canales intersticiales dentro de dichos medios se equilibra con
la cantidad de superficie del medio y la concentracion superficial de sitios de unién en los medios para proporcionar
una capacidad de adsorcion adecuada, permitiendo al mismo tiempo tasas de flujo relativamente altas de la sangre
a través de los medios adsorbentes. El resultado es que el transporte de los adsorbatos a los sitios de union en el
medio se produce en gran medida por conveccion forzada. Por conveccion (forzada) se entiende, por ejemplo, un
flujo producido por un gradiente de presion generado por una bomba, por la aplicacion de presién externa a un
recipiente flexible (o presion interna a un recipiente rigido), por una diferencia de gravedad por altura/elevacion, o
por la diferencia de presion arterial y presion venosa en el paciente que estd siendo tratado. La invencion
proporciona una capacidad de adsorcion clinicamente relevante dentro del rango de tasas de flujo seguras de uso
tipico en circuitos sanguineos extracorpéreos clinicos, por ejemplo, en dialisis, bypass cardiopulmonar y
oxigenacién por membrana extracorporea de la sangre. Esto contrasta directamente con el transporte difusivo
mucho mas lento de los adsorbatos que se requiere tipicamente con los medios adsorbentes porosos, los cuales
requieren que los adsorbatos difundan a través de una membrana microporosa y/o en poros microscopicos antes
de unirse a sitios de adsorcién sobre, detras o dentro del medio, y que por tanto requieren tasas de flujo muy bajas
para lograr una separacion significativa durante cada pasaje de la sangre. La presente invencién también permite
tratar una enfermedad eliminando citoquinas y/o patdgenos de la sangre mediante el contacto de la sangre con un
sustrato esencialmente no poroso, revestido con un adsorbente polisacarido, como heparina, heparan sulfato y
otros materiales adsorbentes.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Una gran variedad de condiciones patoldgicas se caracterizan por la presencia de concentraciones elevadas de
citoquinas y/o patdégenos en el torrente sanguineo. Algunas de estas afecciones se tratan mediante terapias
disefiadas para matar el patégeno, por ejemplo, mediante la administracion de farmacos, por ejemplo,
medicamentos antiinfecciosos. Otras afecciones se tratan mediante terapias que intentan reducir la concentracion
de citoquinas o patégenos transmitidos por la sangre en el paciente. Otras enfermedades se tratan mediante
terapias que intentan eliminar directamente solo componentes especificos de la sangre del paciente.

Por ejemplo, actualmente se entiende que el sindrome de Guillian-Barré es un trastorno autoinmune
desencadenado por una infeccion virica que estimula el sistema inmunitario del organismo para producir en exceso
anticuerpos u otras proteinas que pueden atacar el sistema nervioso del paciente, provocando niveles crecientes
de pardlisis. La mayoria de los pacientes se recuperan con el tiempo, aunque estos pacientes parecen ser
susceptibles de sufrir una reaparicion de la enfermedad por infecciones virales posteriores. Un método para tratar
el sindrome de Guillian-Barré consiste en la plasmaféresis para "limpiar" la sangre del paciente eliminando los
anticuerpos que se cree que atacan el sistema nervioso del paciente.

Ciertos carbohidratos y polisacaridos biolégicamente activos pueden eliminar las sustancias nocivas de la sangre
y los fluidos biolégicos.

La heparina es un polisacéarido que puede aislarse de tejidos de mamiferos. Tiene una distribucién muy especifica
en los tejidos de los mamiferos, estando presente Unicamente en los granulos basofilicos de los mastocitos. Desde
su descubrimiento en 1916 por el cientifico estadounidense McLean, la heparina ha sido reconocida por su
capacidad para evitar la coagulacion de la sangre y por su vida media relativamente corta en el organismo. La
heparina sistémica, administrada por inyeccion del farmaco libre, se utiliza clinicamente desde hace mas de 50
aflos como agente anticoagulante y antitrombotico sanguineo seguro y eficaz. Los efectos de la heparina sobre la
coagulacion de la sangre disminuyen con bastante rapidez después de interrumpir su administracion, lo que hace
gue su uso durante la cirugia y otros procedimientos sea eficaz y seguro. Es decir, las propiedades anticoagulantes
y antitrombogénicas de la heparina son utiles durante muchos procedimientos médicos, por ejemplo para minimizar
las interacciones indeseables entre la sangre y las superficies artificiales de los circuitos extracorpdreos. Una vez
finalizado el procedimiento, la administracion de heparina puede suspenderse. La concentracién de heparina en la
sangre del paciente disminuye hasta un nivel seguro en pocas horas debido a su corta vida media en el organismo.
Esto es especialmente importante después de la cirugia, cuando la curacion depende de la capacidad de
coagulacion de la sangre en la zona quirdrgica para evitar complicaciones hemorragicas. Ademas de su uso bien
establecido y continuado en el tratamiento de los trastornos tromboembdlicos, y la prevencion de la trombogénesis
inducida por la superficie, se ha descubierto méas recientemente que la heparina tiene una amplia gama de otras
funciones aparentemente no relacionadas con su funcién como anticoagulante. Por ejemplo, ahora se sabe que
un gran namero de proteinas de la sangre se unen con gran afinidad a la heparina y/o al polisacéarido estrechamente



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2861359 T3

relacionado con ella, el heparan sulfato, que también se encuentra en los tejidos animales, incluida la superficie
luminal de contacto con la sangre de los vasos sanguineos sanos (donde puede contribuir a evitar que la sangre
circulante se coagule al entrar en contacto con las paredes de los vasos sanguineos). Algunos ejemplos son la
antitrombina (AT), la fibronectina, la vitronectina, los factores de crecimiento (por ejemplo, los factores de
crecimiento de fibroblastos, los factores de crecimiento similares a la insulina, etc.). La albimina de suero humano
(HSA) también se une a la heparina, pero con menor afinidad a pesar de su elevada concentracion en la sangre.

Otros han considerado la posibilidad de utilizar las propiedades de adsorcion selectiva de la heparina libre sistémica
para evitar las infecciones, introduciendo fragmentos de heparina y/o los denominados fragmentos con contenido
sidlico directamente en el sistema vascular. Esta terapia se basaba en la suposicion de que estos fragmentos se
unirian a las lectinas de los microbios y las bloquearian para que no pudieran unirse a los receptores de la superficie
celular de los mamiferos. Aunque este enfoque ha sido investigado por muchos cientificos, hasta la fecha sélo se
ha informado de un éxito limitado. El problema mas comuan han sido las complicaciones hemorragicas asociadas
a las grandes cantidades de heparina libre introducidas en el torrente sanguineo, por ejemplo, mediante inyeccion,
para lograr una reduccion clinicamente (til de los microbios patégenos. La presente invencion no requiere el uso
de heparina libre y sistémica para su eficacia y, por tanto, puede eliminar las complicaciones hemorragicas. Esto
se consigue uniendo la heparina o el heparan sulfato de forma permanente a un sustrato solido con una gran
superficie, y exponiéndolo a la sangre dentro de un cartucho o filtro que contiene este medio de adsorcion.

Las siguientes referencias abordan los temas tratados anteriormente:
Weber y otros (Weber V, Linsberger |, Ettenauer M, Loth F, y otros, Development of specific adsorbents for human
tumor necrosis factor-alpha: influence of antibody immobilization on performance and biocompatibility.
Biomacromolecules 2005; 6: 1864-1870 ) informaron de una unién significativa del TNF in vitro utilizando
microparticulas de celulosa recubiertas con un anticuerpo monoclonal anti-TNF, mientras que Haase y otros (
Haase M, Bellomo R, Baldwin I, Haase-Fielitz A, y otros, The effect of three different miniaturized blood purification
devices on plasma cytokine concentration in an ex vivo model of endotoxinemia. Int J Artif Organs 2008; 31: 722-
729 ) informaron de una reduccion significativa de la IL-1ra, pero no de la IL-6, utilizando una metodologia ex vivo
similar a la nuestra pero con un dispositivo de adsorcion poroso. In vivo , Mariano y otros ( Mariano F, Fonsato V,
Lanfranco G, Pohimeier R, y otros, Tailoring high-cut-off membranes and feasible application in sepsis-associated
acute renal failure: in vitro studies. Nephrol Dial Transplant 2005; 20: 1116-1126 ), son capaces de reducir
significativamente varias citoquinas circulantes con hemoperfusién y una membrana de polisulfona de alto punto
de corte, pero también informaron de una pérdida de albdmina sérica. Schefold y otros demuestran la supuesta
relevancia clinica de estos hallazgos ( Schefold JC, von Haehling S, Corsepius M, Pohle C, y otros, A novel
selective extracorporeal intervention in sepsis: immunoadsorption of endotoxin, interleukin 6, and complement-
activating product 5a. Shock 2007; 28: 418-425 ), que en un estudio aleatorio de 33 pacientes con shock séptico
son capaces de reducir simultdneamente los niveles de endotoxina, IL-6 y C5a circulantes mediante la
inmunoadsorcién selectiva, lo que resulta en una mejor funcién de los érganos.

La Patente W0O2008/157570 da a conocer un dispositivo para la eliminacion extracorpérea de agentes nocivos de
la sangre o de los componentes sanguineos, comprendiendo el dispositivo un sustrato sélido en un recipiente,
presentando dicho sustrato sélido una superficie heparinizada. El material del sustrato sélido puede ser quitosano,
como uno de los ejemplos.

RESUMEN DE LA INVENCION

Un objeto de la presente invencion es proporcionar un dispositivo para la eliminacion de citoquinas y/o patégenos
de la sangre de mamiferos mediante el contacto de la sangre con un sustrato sélido, esencialmente no poroso,
recubierto con moléculas, biomoléculas o grupos quimicos adsobrentes selectivos. La invencién se define en la
reivindicacion 1 anexa. Las realizaciones preferentes son objeto de las reivindicaciones dependientes. Las
moléculas selectivamente adsorbentes pueden incluir polisacaridos, como heparina, heparan sulfato,
polietilenimina (PEI), &cido siélico, &cido hialurdnico y carbohidratos con secuencias de manosa. Cuando se utiliza
de forma profilactica, por ejemplo, durante la extraccion o transfusién de sangre almacenada, o en la transfusién
directa de sangre de paciente a paciente, el uso de la presente invencién también puede utilizarse para disminuir
o eliminar la propagacion de enfermedades. Por tanto, la presente invencion puede utilizarse tanto para prevenir
la enfermedad como para ayudar a curarla en pacientes previamente infectados.

Un objeto de la presente invencidn es proporcionar una terapia para el tratamiento de una enfermedad existente
eliminando citoquinas y/o patégenos de la sangre de mamiferos mediante el contacto de la sangre con un sustrato
sélido, esencialmente no poroso, recubierto con heparina y/u otras moléculas adsorbentes, y devolviendo la sangre
al paciente que sufre la enfermedad.

Los objetos mencionados anteriormente no pretenden limitar de ningin modo el alcance de la invencion.

DESCRIPCION DETALLADA

1. Eliminacién de citoquinas o patégenos de la sangre
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Un primer aspecto de la presente invencidon proporciona un dispositivo para la eliminaciéon de citoquinas y/o
patégenos de la sangre, como la sangre de mamiferos, mediante el contacto de la sangre con un sustrato sélido,
por ejemplo, recubierto con heparina y/u otros carbohidratos y/o polisacaridos adsorbentes.

Conforme a ello, la heparina se inmoviliza en la superficie del sustrato. Los inventores han descubierto que la
heparina inmovilizada unida a una superficie es eficaz para eliminar una cantidad significativa de citoquinas y
patégenos de la sangre. Sin embargo, las tasas de flujo tipicas de los circuitos sanguineos extracorpéreos exigen
que el "lecho" adsorbente esté disefiado para permitir tasas de flujo relativamente altas para funcionar con
seguridad. Esto se debe en parte a la tendencia universal de la sangre en movimiento lento o estancada a formar
peligrosos coagulos. En la presente invencion, el sustrato esta disefiado con dimensiones intersticiales lo
suficientemente grandes como para permitir una alta tasa de flujo de sangre por el sustrato sin una gran caida de
presion. Es decir, a medida que se extrae la sangre de un paciente mamifero, ésta pasa por el sustrato a una tasa
de flujo, caracterizandose el suministro de adsorbatos a la superficie del lecho adsorbente principalmente por la
conveccion forzada. Esto contrasta con el proceso mucho mas lento de la difusién molecular que se produce en el
uso de medios adsorbentes altamente porosos (por ejemplo, silice porosa, sephadex, poliestireno reticulado y otros
medios de exclusidon por tamafo), y muchos otros medios microporosos. La difusidn molecular también es
necesaria cuando se utilizan membranas de barrera selectivamente permeables junto con medios de adsorcién,
por ejemplo, para evitar el contacto de los medios de adsorcién con células sanguineas y/o solutos de alto peso
molecular durante la terapia de afinidad.

La unién de citoquinas y patégenos por la heparina y/u otras moléculas adsorbentes durante el transporte por
conveccion es particularmente eficaz en las condiciones de flujo relativamente alto que se emplean tipicamente en
el funcionamiento (seguro) de los circuitos sanguineos extracorpéreos, por ejemplo, cuando se mide por la
velocidad del flujo lineal, = 8 cm/min, preferentemente unos = 24 cm/min, y mas preferentemente unos 24-329
cm/min, o, cuando se mide por la tasa de flujo, alrededor de > 50 mL/min y preferentemente >150 mL/min pero
menos de unos 2000 mL/min. Por el contrario, la adsorcion en los poros de los medios microporosos puede requerir
tasas de flujo mucho mas bajas a través de lechos de adsorcién de tamario practico para lograr una separacion o
purificacién adecuada, es decir, de < 50 mL/min a un valor tan reducido como < 1 mL/min.

Se reconoce que, estrictamente hablando, es el "tiempo de residencia” en la columna de adsorcién el que necesita
ser mucho mas largo para un medio que requiere el transporte difusivo de adsorbatos al sitio de adsorcién dentro
del medio, cuando se compara con el menor tiempo de residencia necesario para transportar un adsorbato al sitio
de union (en un medio esencialmente no poroso) por conveccién forzada. Sin embargo, existen limites practicos a
las dimensiones de un cartucho, columna, filtro, etc., adsorbente, seguro y eficaz, especialmente en lo que respecta
al volumen maximo de retencion de sangre que puede contener y a la velocidad de flujo de la sangre o el suero
gue pasa por el medio de adsorcién. Por este motivo, la tasa de flujo media a través del dispositivo de adsorcién
se considera una variable de disefio importante.

La cinética de conveccion y la cinética de difusién pueden compararse en la eliminacién de citoquinas o patégenos
de sangre que fluye: Los medios de adsorcidon que dependen del transporte por difusién suelen utilizar materiales
muy porosos con una superficie interna extremadamente alta debido a la presencia de poros microscépicos. Los
medios adecuados para el transporte por conveccion, en cambio, se basan generalmente en "canales"
macroscoépicos o intersticios visibles entre materiales sélidos, esencialmente no porosos, como particulas, perlas,
fibras, espumas reticuladas u, opcionalmente, membranas densas enrolladas en espiral.

Los medios que se basan en el transporte por conveccién forzada son generalmente mas adecuados para tasas
de flujo elevadas, mientras que los medios que se basan en el transporte por difusién, mucho mas lento, son mucho
menos eficaces cuando se requieren tasas de flujo elevadas y tiempos de residencia mas cortos. Por esta razon,
en un dispositivo de purificacion de sangre extracorporea, se prefiere especialmente un medio de adsorciéon que
no requiera que el adsorbato difunda lentamente en los poros dentro del medio adsorbente. Cuando la sangre se
bombea a través de circuitos fabricados con materiales artificiales, es una practica generalizada emplear tasas de
flujo de sangre relativamente altas para evitar el estancamiento y reducir el riesgo de coagulacion. Por otro lado,
deben evitarse las tasas de flujo extremadamente altas porque pueden exponer a las células sanguineas a altas
tasas de cizallamiento y a dafios por impacto que pueden romper o dafiar de otro modo las células sanguineas. La
presente invencion, por lo tanto, proporciona un dispositivo para eliminar citoquinas y/o patégenos de la sangre
utilizando las caracteristicas preferentes del transporte por conveccién y su deseable cinética mas rapida. Esto se
consigue haciendo pasar/fluir la sangre sobre un sustrato esencialmente no microporoso, cuya superficie ha sido
tratada con moléculas adsorbentes, por ejemplo, heparina, y que por lo tanto es capaz de unir la citoquina o los
patdégenos deseados para eliminarlos de la sangre. También es posible utilizar un sustrato microporoso en la
presente invencién si el tratamiento de la superficie hace que ese sustrato sea efectivamente no poroso. Esto
puede ocurrir de forma intencionada o inadvertida, cuando los tratamientos superficiales durante la fabricacion de
los medios bloquean los poros. Esto convierte el sustrato microporoso en uno que no requiere la difusion del
adsorbato en los poros para unirse al medio.

Los dispositivos reivindicados estan destinados a ser aplicados principalmente en terapias o procedimientos
extracorporeos, aunque también son posibles los dispositivos implantables. "Terapias extracorpéreas" significa
procedimientos que se llevan a cabo fuera del cuerpo, como las terapias en las que los productos deseados, como
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oxigeno, anticoagulantes sanguineos, anestésicos, etc., pueden afiadirse a los fluidos corporales. Por el contrario,
los productos no deseados, como las toxinas o los venenos naturales, también pueden eliminarse de los fluidos
corporales con tipos especificos de circuitos extracorpdreos. Ejemplos son la hemodialisis y la hemofiltracion, que
representan tecnologias mediante las cuales se eliminan productos de desecho de la sangre. La adsorcion en
carbon activado se ha utilizado para eliminar venenos transmitidos por la sangre, etc.

En la presente invencion se puede utilizar sangre entera y suero sanguineo de mamiferos. La cantidad de sangre
0 suero sanguineo que se puede utilizar en los métodos reivindicados no pretende estar limitada. Puede abarcar
desde menos de 1 mL y mas de 1 L hasta, e incluyendo, todo el volumen de sangre del paciente cuando se emplea
la recirculacion continua hacia el paciente. Si es necesario, se pueden realizar una o varias "pasadas” por el lecho
de adsorcioén. La sangre puede ser humana o animal.

Los medios de adsorcion para eliminar citoquinas o patdgenos de la sangre estan optimizados segun la presente
invencién para su uso en la circulacién sanguinea extracorpérea tradicional con tasas de flujo > 50 mL/min, y
preferentemente entre unos 150 y 2000 mL/min. Si se mide por la velocidad de flujo lineal, = 8 cm/min,
preferentemente unos = 24 cm/min y mas preferentemente unos 24-329 cm/min. Tales tasas de flujo elevadas
crean tiempos de residencia cortos dentro de la columna de adsorcion y el transporte por convecciéon domina sobre
el transporte difusivo browniano. Esto es especialmente importante para la unién de proteinas de alto peso
molecular o citoquinas como el TNF-a y particulas mas grandes como virus, bacterias y parasitos, ya que difunden
muy, muy lentamente. En la presente invencion, los sitios de adsorcién dominantes disponibles para la eliminacion
de citoquinas y patégenos se encuentran en las superficies dentro de los intersticios del lecho de medio, a través
de los cuales fluye la sangre o se suministra por conveccion forzada. Para tratar la sangre, los canales intersticiales
deben ser lo suficientemente grandes como para permitir el transporte de glébulos rojos, que tienen un diametro
medio de 6 micras. Para que un cartucho de adsorcion empaquetado pueda colocarse en un circuito extracorporeo
con una tasa de flujo sanguineo elevada, los canales intersticiales deben ser varias veces mayores que el diametro
de los gldbulos rojos. Esto puede evitar las altas tasas de cizallamiento que conducen a la hemdlisis mientras que
simultaneamente se minimiza la caida de presion en la sangre que fluye a través del lecho o cartucho
empaquetado. Ademas, el medio es preferentemente rigido para minimizar la deformacién que podria obstruir el
cartucho filtrante por compactacion. Basandose en estas preferencias, un medio rigido optimizado equilibra el
tamafo del canal intersticial y la superficie total, por ejemplo, para la eliminacién eficiente de patégenos y/o
citoquinas en circuitos sanguineos extracorpéreos de alto flujo.

2. El sustrato utilizado en lainvencion.

Variados materiales, en forma y composicion, se pueden utilizar como sustrato en la presente invencion. Todos los
sustratos adecuados proporcionan una gran superficie mientras promueven el transporte de los adsorbatos a los
sitios de adsorcion que los unen (principalmente) por transporte de conveccién forzado. El medio se suministra
tipicamente empaquetado dentro de un contenedor, como una columna, que esta disefiado para mantener el medio
de manera que no sea arrastrado por la sangre que fluye (también conocido como migracion del medio) y permitir
el flujo de la sangre pasando esencialmente por toda superficie del medio. Los sustratos Utiles para crear el medio
de adsorcién incluyen perlas rigidas no porosas, particulas, o espumas reticuladas de relleno, un lecho monolitico
rigido (por ejemplo formado por perlas o particulas sinterizadas), una columna rellena de telas tejidas o no tejidas,
una columna rellena de un hilo o fibras sélidas o huecas, monofilamentosas, densas (no microporosas), un cartucho
enrollado en espiral formado por una pelicula plana o una membrana densa, o una combinacion de medios como
un cartucho mixto de perlas/tela. Un sustrato adecuado para el uso en la presente invencién es uno que
inicialmente es microporoso pero se vuelve esencialmente no poroso durante el tratamiento de la superficie antes,
durante o después de la creacién de los sitios de adsorcion, por ejemplo, a través de heparina unida por el extremo.

La columna tiene una estructura macroporosa que presenta una gran superficie para la sangre o el suero, al tempo
que evita una gran caida de presioén y altas tasas de cizallamiento. Ademas de la posibilidad de dafiar la sangre
por hemodlisis, deben evitarse las caidas de presion elevadas porque pueden apagar los circuitos extracorpéreos
equipados con cierres automaticos que responden a la caida de presion.

El sustrato también puede adoptar la forma de una membrana densa o, también conocida como, de barrera. En
esta realizacion, la superficie de una pelicula no porosa se modifica uniendo heparina, heparan sulfato u otro
polisacérido adsorbente junto con grupos adsorbentes opcionales no derivados de heparina, heparan sulfato o el
polisacérido adsorbente a la superficie de la membrana. Alternativamente, una membrana microporosa puede
volverse no porosa o "densa" antes, durante o después de la unién de los sitios de unién rellenando los poros con
material esencialmente no poroso, por ejemplo, un polimero. La membrana en forma de l&mina o de fibra (hueca)
puede estar dispuesta dentro de una carcasa para presentar una superficie elevada para el contacto con la sangre,
que sea adecuada para su uso en la practica de la presente invencién.

2.1 Perlas como sustrato
Un sustrato Util es en forma de perlas o particulas sdlidas. Las "perlas” puede fabricarse de materiales que son lo

suficientemente rigidos como para resistir deformaciones/compactacién bajo las tasas de flujo presentes. La
resistencia a la deformacidn es necesaria para mantener el volumen libre y la consiguiente baja caida de presion
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del "contactor" de lecho empaquetado. La ausencia sustancial de poros accesibles en la mayor parte del sustrato
elimina la necesidad de que los adsorbatos difundan en los poros antes de la adsorcion. Los sitios de adsorcién
de la presente invencion se encuentran principalmente en la superficie del medio y, por lo tanto, estan ubicados de
forma accesible para los adsorbatos en la sangre, suministrados a esa superficie en gran medida por transporte
convectivo. Los sustratos adecuados no tienen por qué ser perfectamente lisos en su superficie, ya que la
rugosidad produce un aumento deseable de la superficie para la union de los sitios de unién, por ejemplo, mediante
la unién covalente o idnica de heparina. Por otro lado, se evitan en gran medida los poros internos accesibles con
dimensién molecular para eliminar la necesidad de que los adsorbatos difundan en los poros antes de unirse a los
sitios de union.

En la invencion se pueden utilizar varios tipos de perlas. Las perlas Utiles deben tener un tamafio y una rigidez
suficientes para evitar la deformacion/compactacion durante su uso en el método, y tener una superficie suficiente
para poder ser recubiertas con heparina para su uso en el método.

Una prueba de una rigidez suficiente del sustrato es la ausencia de un aumento significativo de la caida de presion
a lo largo del lecho de adsorcion durante aproximadamente una hora de flujo de agua o solucion salina a
velocidades tipicas del uso clinico: por ejemplo, <10-50% de aumento en relacién con la caida de presién inicial
(medida en el primer minuto de flujo), cuando se mide a una tasa de flujo similar, por ejemplo, de solucion salina.
Las perlas u otros sustratos de gran superficie pueden estar compuestos por una variedad de diferentes materiales
biocompatibles, tales como polimeros naturales o sintéticos o materiales no poliméricos, incluyendo vidrios,
ceramicas y metales, que estan esencialmente libres de impurezas lixiviables. Algunos polimeros ejemplares
incluyen poliuretano, polimetilmetacrilato, polietileno o copolimeros de etileno y otros mondmeros, polietilenimina,
polipropileno y poliisobutileno. Los ejemplos de sustratos Utiles incluyen el polietileno de peso molecular ultra alto
(UHMWPE) no poroso. Otras perlas adecuadas son poliestireno, polietileno de alta densidad y baja densidad,
silice, poliuretano y quitosano.

Los métodos para fabricar dichas perlas son en si conocidos de la técnica. Las perlas de polietileno y otras perlas
de poliolefinas se producen directamente durante el proceso de sintesis y se pueden utilizar frecuentemente sin
una reducciéon de tamafio adicional. Otros polimeros pueden requerir molienda o secado por aspersion y
clasificacion, u otro tipo de procesamiento para crear perlas con la distribucion de tamafios y forma deseadas.

Tal como se ha mencionado anteriormente, para el uso en el dispositivo de la invencion, el tamafio de los canales
o el espacio intersticial entre las perlas individuales para la filtraciébn sanguinea extracorpérea debe optimizarse
para evitar una caida de presion fuerte entre la entrada y la salida del cartucho, para permitir el pasaje seguro de
las células sanguineas entre las perlas individuales en un entorno de flujo elevado y proporcionar la superficie
intersticial apropiada para la unién del adsorbente polisacarido a las citoquinas o patégenos en la sangre. En un
lecho de empaquetamiento compacto de perlas aproximadamente esféricas de 300 micras, un tamafio de poro
intersticial apropiado es de aproximadamente 68 micras en diametro. Las perlas Utiles tienen un tamafio que abarca
desde aproximadamente 100 hasta mas de 500 micras de diametro. El tamafio medio de las perlas puede ser de
150 a 450 micras. Por ejemplo, las perlas de polietileno de Polymer Technology Group (Berkeley, EE.UU.) que
tienen un diametro medio de 0,3 mm son adecuadas. Los poros intersticiales dependen del tamafio de las perlas.

Para su uso, las perlas adecuadas se alojan en un recipiente, como una columna. A continuacion se describen
otras formas adecuadas de sustrato.

Las espumas reticuladas tienen células abiertas y pueden fabricarse de, por ejemplo, poliuretanos y polietilenos.
El control del tamafio de poro puede lograrse controlando el método de fabricaciéon. En general, las espumas
reticuladas pueden tener entre 3 y 100 poros/pulgada y pueden presentar una superficie 266 cm?/cm?.

Las perlas se pueden sinterizar para formar una estructura porosa monolitica tanto por medios quimicos como
fisicos. Las perlas de polietileno se pueden sinterizar calentando las perlas por encima de su temperatura de fusion
en un cartucho y aplicando presion. El tamafio de poro intersticial resultante es ligeramente inferior que el tamafio
de poro intersticial de un lecho empaquetado de perlas no sinterizadas de igual tamafio. Esta reduccién se puede
determinar empiricamente y utilizar para producir el tamafio de poro intersticial final deseado.

Una columna u otra forma de alojamiento puede rellenarse o bien con tela heparinizada tejida o no tejida o heparina,
heparan sulfato o se pueden unir sitios de adsorcion sin heparina opcionales, por ejemplo, mediante enlaces
covalentes, iGnicos u otros enlaces quimicos o fisicos, después de rellenar el alojamiento con el medio de sustrato.
Controlando el denier de la fibra o la densidad de la tela durante el tejido o tejido de punto o durante la creacién
de una tela no tejida, se puede controlar el tamafio de poro intersticial. Las telas no tejidas Utiles pueden ser en
forma de fieltros, telas meltblown o hiladas electrostaticamente, con una orientacion aleatoria, que se mantienen
unidas por el entrelazamiento de las fibras y/o la adhesion o cohesion de las fibras que se cruzan. Las telas tejidas
utiles tienen una estructura mas definida y no aleatoria.

Una columna puede rellenarse con fibras o hilos hechos de fibras. El polietileno y otras fibras pueden ser extraidas
en fibras monofilamentosas finas huecas o sélidas, o en hilos multiflamentosos, que pueden utilizarse de
empaquetamiento en cartuchos,de la misma manera que las membranas de fibra hueca se instalan en los
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cartuchos de hemodialisis convencionales o en los oxigenadores de sangre. En la presente invencion, las fibras
huecas originalmente porosas se convierten en densas o0 no porosas antes, durante o después de la uniéon de
heparina u otros adsorbentes a la superficie exterior y/o interior. Dyneema Purity® de Royal DSM es una fibra
sélida altamente resistente fabricada de UHMWPE. Dyneema se puede heparinizar y empaquetar en un cartucho
para proporcionar un soporte de gran superficie para eliminar citoquinas y patégenos.

Un cartucho enrollado en espiral contiene una pelicula o membrana fina que esta enrollada firmemente junto con
materiales espaciadores opcionales para evitar el contacto de las superficies adyacentes. La membrana se puede
fabricar de polimeros, tales como poliuretano, polietileno, polipropileno, polisulfona, policarbonato, PET, PBT, etc.

2.2.Unidn del polisacarido adsorbente

El polisacarido adsorbente de la invencion puede unirse a la superficie del sustrato sélido por varios métodos,
incluyendo la unién covalente o la union iénica.

Los medios de adsorcién de la presente invencidon pueden comprender heparina unida covalentemente a la
superficie del sustrato sélido. Se pueden utilizar varios métodos en si conocidos para unir la heparina al sustrato
deseado, como se describe en un articulo de revision de Wendel y Ziemer. ( H.P Wendel y G. Ziemer, European
Journal of Cardio-thoracic Surgery 16 (1999) 342-350 ). En una realizacion, la heparina esta unida al sustrato solido
mediante una unién covalente del extremo. Este método aumenta la seguridad del dispositivo al reducir o eliminar
la liberacion de heparina de la superficie del sustrato que podria entrar en el torrente sanguineo. Se debe evitar la
"lixiviacion" de la heparina por y en la sangre porque puede aumentar el riesgo de hemorragia y de trombocitopenia
inducida por la heparina.

La unién covalente del polisacarido, como la heparina, a un sustrato sélido proporciona un mejor control de
parametros como la densidad de la superficie y la orientacion de las moléculas inmovilizadas en comparacion con
la unién no covalente. Los inventores han demostrado que estos parametros son importantes para proporcionar
una unién 6ptima de citoquinas o patégenos a las moléculas de carbohidratos inmovilizadas. La concentracion
superficial de heparina en el sustrato sélido puede estar en el rango de 1-10 pg/cm?. La unién covalente por el
extremo significa que el polisacarido, como la heparina, se une covalentemente al sustrato sélido a través del
residuo terminal de la molécula de heparina. La heparina también puede unirse en multiples puntos. Se prefiere la
unién por el extremo.

Si se utilizan perlas, se pueden hidrofilizar antes de la unién del polisacéarido, como la heparina, u otro compuesto.
Los posibles métodos de preparacion de las perlas incluyen el grabado con &cido, el tratamiento con plasma y la
exposicién a oxidantes fuertes como el permanganato de potasio.

2.3.Cantidad de polisacarido/gramo de sustrato

La cantidad de adsorbente polisacarido por gramo de sustrato puede variar. En una realizacion particular, si se
utilizan perlas, la cantidad de polisacarido, como la heparina por gramo de perla, se determina en funcion del
namero de capas utilizadas y también del tamafio de las perlas. Cuanto mas grande sea la perla, menos
polisacarido, como la heparina, se alcanza por gramo de perla. Una cantidad preferente es de 2,0 + 0,5 mg de
heparina/g de perla segun el método MBTH.

El peso molecular del polisacéarido utilizado en los métodos reivindicados puede variar. Por ejemplo, la heparina
nativa tiene un peso molecular medio de 22 kDa. La heparina degradada con acido nitrico tiene un peso molecular
de 8 kDa.

3. Mezcla de perlas con diferente funcionalidad superficial

La heparina es un carbohidrato biolégicamente activo que puede unir citoquinas, patdégenos y otras proteinas. Pero
la heparina es méas conocida y se utiliza mas ampliamente como anticoagulante que impide la coagulacién de la
sangre. Se ha utilizado clinicamente de forma segura durante 50 afios como anticoagulante sistémico inyectable.
Ademas, los fabricantes lo utilizan desde hace muchos afios como revestimiento o tratamiento superficial de los
dispositivos médicos con el unico fin de mejorar su seguridad en las aplicaciones de contacto con la sangre. Esto
es especialmente importante en aquellos dispositivos que deben exponer una gran superficie a la sangre con fines
de transporte en masa. Los ejemplos incluyen dializadores y oxigenadores de sangre. La superficie del medio de
adsorcion utilizado en la presente invencidn incorpora heparina con dos fines: 1) la capacidad de la heparina de
unirse a patdgenos, citoquinas y otras sustancias transmitidas por la sangre que contribuyen a enfermedades, y 2)
la capacidad de la heparina de evitar la coagulacion de la sangre y las reacciones relacionadas al entrar en contacto
con una superficie extrafia, por ejemplo, artificial. Por este motivo, la heparina es un componente critico de los
medios de adsorcion de la presente invencion porque proporciona tanto eficacia como seguridad durante la
eliminacion de sustancias nocivas de la sangre y otros fluidos biol6gicos.

Ademas de la heparina y el heparan sulfato, existen otras fracciones quimicas biolégicamente activas, incluidos
otros carbohidratos, que pueden eliminar de la sangre y de los fluidos biol6gicos sustancias nocivas que no se
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eliminan eficazmente sélo con heparina inmovilizada. Por ejemplo, el quitosano, un carbohidrato altamente
catidnico y con carga positiva, se une a las endotoxinas. Otras moléculas con carga positiva, como el polietilenimina
(PEI), también pueden unir endotoxinas. Sin embargo, las superficies catiénicas son significativamente menos
compatibles con la sangre que las superficies heparinizadas y pueden provocar un aumento de la trombogenicidad,
una condicion peligrosa en los dispositivos en contacto con la sangre. (See Sagnella S. y Mai-Ngam K. 2005,
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, Vol. 42, pp. 147-155 , Chitosan based surfactant polymers designed to
improve blood compatibility on biomaterials, y Keuren J.F.W., Wielders S.J.H., Willems G.M., Morra M., Cahalan
L., Cahalan P.y Lindhout T. 2003, Biomaterials, VVol. 24, pp. 1917-1924 .Thrombogenecity of polysaccharide-coated
surfaces). Aunque es posible utilizar un cartucho de adsorciéon que contenga PEI, quitosano u otras superficies
inherentemente trobogénicas como adsorbente bioactivo para eliminar los LPS o las endotoxinas de la sangre,
debido al grave riesgo de coagulacion, el paciente necesitaria una dosis elevada de anticoagulante sistémico. En
el caso de la heparina sistémica, esto podria suponer un riesgo de hemorragia y una posible trombocitopenia.

Segun la invencidn, se prepara el lecho de adsorcién a partir de una mezcla de medios heparinizados y medios
intrinsecamente trombogénicos. Al ensamblar un cartucho de adsorcion con superficies heparinizadas vy, por
ejemplo, superficies catiénicas (u otras superficies inherentemente trombogénicas), las citoquinas, los patégenos
y las endotoxinas pueden ser eliminados de forma segura de la sangre o del fluido biolégico.

Otro carbohidrato biolégicamente activo, pero trombogénico, es el acido sialico. Se sabe que el acido sidlico se
une a las lectinas de los virus, incluido el de la gripe. (C, Mandal. 1990, Experientia, Vol. 46, pp. 433-439 , Sialic
acid binding Lectins). Un cartucho mixto de perlas heparinizadas y perlas recubiertas de acido sialico puede ser
Gtil en el tratamiento de pacientes, como por ejemplo durante una pandemia de gripe. El shock séptico abdominal
suele estar causado por E. coli, que es una bacteria gram negativa. Las bacterias gram negativas no suelen unirse
a la heparina, por lo que seria (til disponer de una columna de adsorcidon con multifuncionalidad para unir estas
bacterias ademas de las citoquinas y/o endotoxinas. Se sabe que los carbohidratos con secuencias de manosa,
como el metil-a-D-manopirandsido, se unen a E. coli, K. pneumonia, P. aeruginosa y Salmonella. ( Ofek I., and
Beachey E.H. 1, 1978, Infection and Immunity, Vol. 22, pp. 247-254, Mannose Binding and Epithelial Cell
Adherence of Escherichia coli and Sharon, N. 2, 1987, FEBS letters, Vol. 217, pp. 145-157 Bacterial lectins, cell-
cell recognition and infectious disease). El uso de esta realizacion se basa en el concepto de que una superficie
antitrombogénica en intimo contacto con, o en estrecha proximidad a una superficie trombogénica puede prevenir
la formacién de trombos clinicamente significativos que de otro modo ocurririan si la superficie inherentemente
trombogénica se utilizara sola. En el caso de los medios de adsorcidon en forma de perlas o particulas, una
aplicacion preferida de esta invencién es mezclar los diferentes medios de adsorcion antes de empaquetarlos en
un cartucho u otro alojamiento. Esto proporciona un contacto intimo entre las diversas quimicas de la superficiales
de las perlas adyacentes, permitiendo al mismo tiempo la fabricacion eficiente de cartuchos o filtros de adsorcion.
Un enfoque relacionado consiste en colocar los diferentes medios en capas en una disposicion de tipo "parfait"
dentro del alojamiento, de manera que la sangre entre en contacto con los diferentes medios en un flujo en serie
0 en paralelo. Una disposicion de los diferentes medios dentro de un cartucho consiste en colocar medios
antitrombogénicos no mezclados a la entrada y/o a la salida del cartucho, con una region opcionalmente mezclada
que contiene los medios mas trombogénicos, interpuesta entre las regiones de entrada y salida. En el caso de los
medios en forma de fibra, se puede preparar una estructura mixta tejida, de punto o no tejida mediante métodos
bien conocidos en la industria textil para formar tejidos a partir de la fibra mixta. Alternativamente, se puede preparar
un hilo a partir de un hilo multifilamento mas fino o un monfilamento hecho de dos o mas fibras con diferentes
guimicas superficiales, siempre que un tipo de fibra contenga una superficie que impida activamente la coagulacion
de la sangre al contacto. El hilo de fibra mixta puede utilizarse entonces para preparar el tejido para el contacto
con la sangre. Los medios de adsorcion de fibra hueca o de fibra sélida pueden mezclarse y utilizarse para fabricar
cartuchos que se asemejen a dializadores u oxigenadores de fibra hueca. En el caso de los medios de adsorcién
de tipo membrana o pelicula del tipo que se utiliza en los cartuchos de adsorcién enrollados en espiral, se pueden
utilizar dos 0 méas quimicas superficiales muy préximas entre si, de manera que la sangre debe entrar en contacto
con ambas quimicas superficiales (casi) simultdineamente. Esto podria hacerse con una disposicion regular o
aleatoria de los distintos grupos de union dentro de la capa superficial de la pelicula de membrana, o formando
una via de flujo para la sangre entre dos peliculas de membrana muy cercanas, una de las cuales es
antitrobogénica.

4. Dispositivo de la invencidn

El dispositivo de la invencion comprende el sustrato solido modificado con adsorbente, el adsorbente que tiene
una afinidad de unién para una citoquina o patdégeno, para la eliminacién extracorpérea de la citoquina o patégeno
de la sangre de mamiferos.

Un dispositivo segun la invencion puede comprender un dispositivo convencional para el tratamiento extracorporeo
de la sangre y el suero de pacientes, por ejemplo, que sufren de insuficiencia renal.

Se sabe que los patrones de flujo sanguineo local en la sangre que entra en contacto con los dispositivos médicos
para la circulacion extracorpoérea influyen en la formacion de coagulos a través de la activacion del cizallamiento y
la agregacion de las plaquetas en las zonas estancadas. En consecuencia, un dispositivo como el utilizado en los
diversos aspectos de la invencion debe ser disefiado de manera que no cree estos problemas.
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Un dispositivo como el utilizado en algunas realizaciones de la invencion puede, por ejemplo, tener las siguientes
propiedades:

Un flujo sanguineo en el rango de 150-2000 ml/min, o si se mide por velocidad de flujo lineal de = 8 cm/min.
Baja resistencia al flujo.

Gran superficie de sustrato con carbohidratos inmovilizados en él, por ejemplo, alrededor de 0,1-1 m2.
Recubrimiento estable (sin fugas clinicamente significativas de carbohidratos a la sangre en contacto con el
mismo).

Propiedades hemodinamicas adecuadas en el dispositivo (sin zonas de estancamiento).

Biocompatibilidad éptima.

Un ejemplo no limitante de tal dispositivo, que puede ser utilizado en un uso 0 un método segun la presente
invencion, es un dializador de hemoflujo pediatrico que es un dispositivo de filtracion sanguinea extracorpérea para
eliminar las moléculas de citoquinas y que es compatible con altas tasas de flujo. Uno de estos dispositivos esta
disponible de Exthera Medical. También pueden utilizarse otros modelos o tipos de dispositivos para el tratamiento
extracorporeo de la sangre o el suero, como el hemofiltro/dializador Prisma M10 de Gambro AB, Suecia.

Las condiciones de alto flujo pueden definirse como un flujo sanguineo superior al limite de difusion.
5. Citoquinas

Como se utiliza en el presente documento, el término "citoquina” significa una proteina, liberada por ejemplo en
relacion con una infeccién microbiana o la inmunizacion, seleccionada del grupo que consiste en interleucinas,
interferones, quimiocinas y factores de necrosis tumoral. Ejemplos de la(s) citoquina(s) son la molécula de adhesion
celular vascular (VCAM), la proteina regulada por activacion, expresada y secretada por células T normales
(RANTES), el interferdn, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa), el factor de necrosis tumoral beta (TNF-beta),
la interleucina-1 (IL-1), IL-8, GRO-a e interleucina-6 (IL-6).

El método también permite la eliminacion selectiva de citoquinas de la sangre mediante moléculas fuertemente
adsorbentes que se unen a la heparina. Algunas moléculas tienen una mayor afinidad de unién a la heparina que
otras. Por ejemplo, el TNF-a tiene una gran afinidad por la heparina.

6. Patégenos

Un aspecto adicional de la presente divulgacion proporciona un método de tratamiento de una enfermedad
mediante la eliminacién de citoquinas y/o patdégenos de la sangre de mamiferos, poniendo en contacto la sangre
de mamiferos con el sustrato sélido divulgado en el método anterior. Entre los ejemplos de patégenos que se
pueden eliminar de la sangre utilizando el sustrato heparinizado segun la invencion se incluyen:

Virus - Adenovirus, Coronavirus, Virus del Dengue, Hepatitis B, Hepatitis C, 111V, VPH Citomegalovirus y otros.
Bacterias - Bacillus anthracis, Chlamydia pneumoniaem, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, SARM, Streptococcus pyrogenes, Yersinia enterocolitica y otras

Parasitos - Giardia lambitiu, plusmodium spp. y otros.

Véase también, Chen, Y. Gotte M., Liu J., y Park P.W., Mol. Cells, 26, 415-426 .

Un ejemplo de enfermedad a tratar con el dispositivo divulgado en el presente documento es la sepsis. En general,
se considera que la sepsis es una respuesta sistémica a una infeccion que puede provocar un fallo organico y, a
menudo, la muerte. La afeccion puede ser provocada por una infeccién bacteriana, virica, parasitaria o fingica. Se
sabe que esta afeccidn es especialmente peligrosa en los hospitales, donde los pacientes pueden estar ya
inmunodeprimidos. Durante la sepsis, el paciente experimenta la llamada tormenta de citoquinas y el sistema
inmunitario del organismo ataca los tejidos sanos, lo que provoca un fallo multiorganico en los érganos muy
perfundidos. La reduccion del TNF-a y de otras moléculas inflamatorias modulara la respuesta inmunitaria y podria
actuar como estrategia de preservacion de 6rganos. Ademas, se puede eliminar cualquier patdégeno en la sangre
gue se una a la heparina, lo que ayudaria a reducir una mayor colonizacion y podria reducir la cantidad de
antibidticos necesarios para tratar una infeccién. Esto podria mejorar la seguridad del paciente al reducir los riesgos
de efectos secundarios asociados a la terapia con antibidticos.

Los métodos divulgados en el presente documento pueden emplearse antes o después de otros tratamientos
convencionales, como la administracién de antibiéticos.

7. Combinacion de las invenciones con pasos adicionales de filtracion/separacion

En el tratamiento dado a conocer en el presente documento, la extraccion y reintroduccion de sangre puede
realizarse en un bucle continuo, comprendiendo dicho bucle una parte del torrente sanguineo del sujeto.
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En otro aspecto, los métodos descritos anteriormente pueden combinarse con otros métodos para filtrar o tratar la
sangre de los mamiferos. Por ejemplo, un cartucho basado en la cinética de conveccion puede entonces utilizarse
en serie con circuitos extracorpdéreos convencionales como BCP, hemodialisis y oxigenacion.

8. Ejemplos

Los diversos aspectos de la invencion se describen con mas detalle en los siguientes ejemplos. Estos ejemplos no
pretenden ser limitativos. Por ejemplo, en los presentes ejemplos se utiliza heparina. Sin embargo, se pueden
utilizar otros adsorbentes carbohidratos y polisacaridos solos (fuera de la presente invencion) o ademas de los
sustratos recubiertos de heparina que se ejemplifican a continuacion.

8.1. Ejemplo 1
Preparacion de la columna de heparina

Perlas de polietileno (PE), con un diametro medio de 0,3 mm (lote n°® 180153), son suministradas por Polymer
Technology Group (Berkeley, EE.UU.) y las columnas (Mobicol, 1 mL) se obtienen de MoBiTec (Alemania). La
heparina y la polietilenimina (PEI) se adquieren de Scientific Protein Laboratories (Waunakee, Wisconsin, EE.UU.)
y de BASF (Ludwigshafen, Alemania) respectivamente. Todos los productos quimicos utilizados son de grado
analitico o superior. La inmovilizacién de la heparina en las perlas se realizé segln lo descrito por Larm y otros. (
Larm O, Larsson R, Olsson P. A new non-thrombogenic surface prepared by selective covalent binding of heparin
via a modified reducing terminal residue. Biomater Med Devices Artif Organs 1983; 11: 161-173).

La superficie polimérica fue heparinizada mediante el procedimiento general descrito a continuacion.

La superficie polimérica se graba con un agente oxidante (permanganato de potasio, peroxidisulfato de amonio)
para introducir caracteristicas hidrofilicas junto con algunos grupos funcionales reactivos (-SOzH, -OH, -C=0, -
C=C-). La superficie también se puede grabar con plasma o corona. Por ejemplo, las perlas de PE se graban con
un agente oxidante (permanganato de potasio en acido sulfarico). Estas perlas hidrofilizadas, que contienen, entre
otras cosas, grupos OH y dobles enlaces, se utilizan posteriormente como controles.

Las funciones amino reactivas se introducen mediante el tratamiento con una poliamina, polietilenimina (PEI) o
quitosano. Para algunos fines, las poliaminas se pueden estabilizar en la superficie mediante enlaces cruzados
con reactivos bifuncionales, como el crotonaldehido o el glutaraldehido.

El recubrimiento se estabiliza adicionalmente por medio de un enlace cruzado i6nico con un polisacarido sulfatado
(sulfato de dextrano o heparina). Si es necesario, se repiten estos pasos y se construye una estructura de
sandwich. Se debe realizar un enjuague cuidadoso (agua, tampones adecuados) entre cada paso. Tras una Ultima
adicion de PEI o quitosano, se realiza la unién de la heparina nativa por el extremo (EPA, end-point attachment) a
la superficie aminada mediante aminacién reductora, utilizando la funcion aldehidica en el residuo terminal reductor
de la heparina nativa.

Se puede conseguir una funcién aldehidica mas reactiva en el residuo terminal reductor mediante la degradacion
parcial de la heparina con acido nitroso. Esto acorta el tiempo de reaccién, pero la heparina inmovilizada tendra un
menor peso molecular. El acoplamiento se realiza en solucion acuosa, por aminacion reductora (cianoborohidruro,
CNBHz-).

En este método alternativo, el medio aminado se suspende en tampén de acetato (800 ml, 0,1 M, pH 4,0) y se
afaden 4,0 g de heparina degradada con acido nitroso (heparina de Pharmacia, Suecia). Tras agitar durante 0,5
h, se afiade NaBH3CN (0,4 g). La mezcla de reaccién se agita durante 24 horas y luego se procesa como se ha
indicado anteriormente, obteniendo medios heparinizados.

Se pueden acoplar de 1 a 10 pg/cm? de heparina a todas las superficies hidréfilas como vidrio, celulosa, quitina,
etc., y mas o menos a todos los polimeros hidrofébicos como cloruro de polivinilo, polietileno, policarbonato,
poliestireno, PTFE, etc.

Las perlas de PE resultantes, con heparina unida covalentemente por el extremo, se esterilizan con éxido de etileno
(ETO) y se enjuagan con cloruro sédico al 0,9% y agua ultra pura. La cantidad de heparina se determiné en 2,0
mg de heparina/perla con el método MBTH. (Larm O, Larsson R, Olsson P. A new non-thrombogenic surface
prepared by selective covalent binding of heparin via a modified reducing terminal residue. Biomater Med Devices
Artif Organs 1983; 11: 161-173 y Riesenfeld J, Roden L. Quantitative analysis of N-sulfated, N-acetylated, and
unsubstituted glucosamine amino groups in heparin and related polysaccharides. Anal Biochem 1990; 188: 383-
389).

Las perlas de polietileno utilizadas tenian un didmetro medio de 0,3 mm y estaban heparinizadas con una

tecnologia que garantizaba que las moléculas de heparina estaban covalentemente unidas por el extremo a la
superficie, haciendo asi que las cadenas de carbohidratos fueran méas accesibles para las proteinas con afinidad
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por la heparina/el heparan sulfato. El peso molecular medio de la heparina inmovilizada era de unos 8 kDa,
mientras que en cada gramo de perlas se acoplaban 2 mg (que equivalen aproximadamente a 360 Ul). La
integridad de esta superficie se verifico por la eliminacion esperada del 75% de las concentraciones de antitrombina
(AT) de la sangre pasada por las perlas heparinizadas, pero no por las no heparinizadas.

Estos datos se corresponden bien con las observaciones previas de la asistencia pulmonar extracorpérea (ECLA)
en pacientes sépticos que utilizan oxigenadores de superficie heparinizados, publicadas por Bindslev y otros. (
Bindslev L, Eklund J, Norlander O, Swedenborg J, y otros, Treatment of acute respiratory failure by extracorporeal
carbon dioxide elimination performed with a surface heparinized artificial lung. Anesthesiology 1987; 67: 117-120).
8.2. Ejemplo 2

Pacientes

El protocolo del estudio fue aprobado por el comité ético local del Hospital Universitario Karolinska y se obtuvo el
consentimiento informado firmado de cada paciente. Se extrajo sangre arterial de los hemodializadores de tres
pacientes sépticos (fiebre >38°C, escalofrios, leucocitos >12 x10° células/L) (2M/1F, de 43, 56 y 68 afios; tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes que donaron sangre.

Paciente | Sexo Edad . ., . Recuento
~ Frecuencia | Presidn Frecuencia
(afios) . . . ; de
Temperatura cardiaca arterial respiratoria .
" . : S glébulos
corporal (°C) (latidos media (respiraciones blancos
/min) (mmHg) /min) (10° /L)
1 M 43 39,2° 110 76 20 19,0
2 M 56 38,6° 90 95 18 17,5
3 F 68 38,5° 100 89 21 19,5

A los pacientes se les administran previamente antibiéticos de amplio espectro (ceftazidima o cefuroxima junto con
un aminoglucdsido; una dosis de cada uno) y heparina (200 Ul/kg de peso corporal al inicio de la dialisis). La sangre
se recogi6 en tubos de vacio con EDTA y se traslado inmediatamente a una sala adyacente donde se aplicé 1 mL
a las columnas previamente preparadas y se hizo pasar por ellas utilizando una bomba de rodillo a 1, 5y 10
mL/min. La sangre que habia pasado por las columnas se recogié inmediatamente en el otro extremo y se
centrifugé en frio (4500 G). Los sobrenadantes se recogen posteriormente y se congelan a -80° C para su posterior
analisis.

8.3. Ejemplo 3
Andlisis cuantitativo de citoquinas

Las cantidades de citoquinas se determinan mediante fotoluminiscencia con un lector de placas (Multiskan Ascent).
Cada muestra se midi6 en tres pocillos y se utilizé la media geométrica para el analisis. El coeficiente de variacion
intraensayo fue inferior al 8% en todos los kits. Se utilizaron: Coamatic antithrombin kit (Haemochrom, cat #
8211991), Quantikine Human IL-6 (R&D Systems, cat # D6050), Quantikine Human IL-10 (R&D Systems, cat #
D1000B), Protein C Antigen Test 96 (HL Scandinavia AB, product #H5285), Human CCL5/RANTES Quantikine
(R&D Systems, cat #DRNOO0B), Quantikine Human sVCAM-1 (CD106) (R&D Systems, cat # DVCO00), Quantikine
Human IFN-gamma (R&D Systems, cat # DIF50), Quantikine HS TNF-alpha/TNFSF1A (R&D Systems, cat #
HSTAO0OD) y BD OptEIA Human C5a ELISA Kit Il (BD Biosciences, cat # 557965).

Evaluacion estadistica
Se utiliz6 la prueba de Kruskal-Wallis pareada para comparar las concentraciones sanguineas de cada citoquina
antes y después de la columna, con un valor p de dos colas inferior a 0,05 que indica relevancia. Los resultados

se resumen en la tabla 2.

Tabla 2. Concentraciones de citoquinas medidas antes y después del pasaje de la sangre por diferentes
columnas.

Citoquina Perlas de control Perlas heparinizadas
Antes del | Después del | valor p Después del | valor p
pasaje pasaje pasaje

10 g de perlas / 1 mL de sangre

VCAM (ng/mL) 115,5 99,0 (-14%) 0,30 88,8 (-23%) <0,05

IL-6 (pg/mL) 19,7 17,4 (-12%) 0,17 15,0 (-24%) 0,16

RANTES 147,1 832,5 (+466%) | <0,05 156,4 (+6%) 0,61

(pg/mL)

Interferon-g 340,0 296,0 (-13%) 0,32 287,0 (-16%) 0,45

(pg/mL)
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TNF-a (pg/mL) | 50,3 45,6 (-9%) 0,46 20,6 (-59%) <0,01
Antitrombina (% | 105,0 92,5 0,10 26,0 <0,01
de actividad)
1 g de perlas /1 mL de sangre

VCAM (ng/mL) 115,5 99,5 (-14%) 0,30 89,2 (-23%) <0,05
IL-6 (pg/mL) 19,7 17,5 (-11%) 0,17 15,9 (-19%) 0,16
RANTES 1471 833,0 (+466%) | <0,05 156,8 (+7%) 0,61
(pg/mL)

Interferon-g 340,0 296,7 (-13%) 0,32 287,5 (-15%) 0,45
(pg/mL)

TNF-a (pg/mL) | 50,3 45,3 (-8%) 0,46 21,1 (-58%) <0,01
Antitrombina (% | 105,0 93,0 0,10 26,8 <0,01

de actividad)

Unién de citoquinas

Las concentraciones de las citoquinas analizadas antes y después de la columna se muestran en la Tabla 2 y en
la Figura 1. En resumen, el pasaje a través de las perlas heparinizadas dio lugar a una disminucion
significativamente mayor de VCAM y TNF en sangre en comparacion con las perlas no heparinizadas.

Impacto del volumen de las perlas
Los datos obtenidos con un volumen de sangre por perla de 1:1 y 1:10 no variaron significativamente (tabla 2).
Impacto de la tasa de flujo

La variacion del flujo sanguineo de 1 a 10mL/min no afectd significativamente a la cantidad eliminada de las
respectivas citoquinas, lo que indica que la unién observada a las moléculas de heparina inmovilizadas es un
evento muy rapido y claramente no depende de la cinética de difusion.

8.4. Ejemplo 4

En este ejemplo, se probaron 5 litros de plasma pobre en plaquetas al que se habia afiadido TNF-a recombinante
con un cartucho de tamafio clinico. Se empaquet6 un cartucho de 300 ml con perlas de PE heparinizadas como
se describe en el ejemplo 1. El dispositivo se esterilizé mediante esterilizacion ETO utilizando el ciclo de 16 horas
con una temperatura de 50 grados. Se dej6 que el dispositivo se "desgasificara" durante 12 horas mas antes del
inicio del estudio.

Se adquirieron 5,1L de plasma porcino congelado, sin filtrar, heparinizado, pobre en plaquetas de Innovative
Research, y se almacenaron en un congelador a -20 grados hasta el dia de su uso. Se recibi6 1mg de factor de
necrosis tumoral a humano recombinante de Invitrogen en forma de polvo.

La mafiana del procedimiento, se sacd6 el plasma del congelador a -20 grados C y se colocé en un bafio de agua
caliente para descongelarlo. Se mezcl6 1 ml de agua estéril con 1 mg de TNF-a en polvo para reconstituirlo a una
concentracion de 1 mg/ml.

Se configuré una maquina de dialisis Fresenius 2008K con un tubo de sangre de hemodialisis "Combiset" (tubo
estandar utilizado en la maquina Fresenius) en un sistema cerrado configurado con el hemofiltro seraph en lugar
del rifidn Fresenius. Se transfirieron 5L de plasma a una bolsa de depdsito de 5L que se conecté a las lineas arterial
y venosa del paciente. La maquina de dialisis, junto con los tubos, se prepard con suero fisiolégico para garantizar
su correcto funcionamiento y que no hubiera aire en el circuito cerrado.

La bolsa de plasma de 5L se colocé en un balancin de placa envuelta en una manta de calentamiento Bair Hugger
para mantener la temperatura durante todo el procedimiento. En este momento se recogio la muestra de control
previa a la infusion y se coloco en nitrégeno liquido para su congelacion instantanea. A continuacion, la muestra
se trasladd a una caja de almacenamiento de muestras y se colocé en hielo seco. Una vez confirmadas todas las
conexiones, se inyectaron 0,415 ml de TNF-a en el puerto de la bolsa de depdésito. El plasma con TNF-a se mezclo
en el balancin durante 10 minutos antes de recoger la muestra de control posterior a la infusion. La muestra
posterior a la infusion se recogio, se congeld en nitrégeno liquido y se traslado a la caja de muestras en hielo seco.
Se purgo la solucién salina del sistema de didlisis y el reloj del sistema se puso en marcha cuando el plasma pasé
por el sistema cerrado. La primera muestra se recogioé aguas arriba del filtro a los 5 minutos.

Durante la primera hora de la prueba, se recogieron muestras cada 5 minutos en el puerto inmediatamente aguas

arriba y también inmediatamente aguas abajo del hemofiltro. Las muestras se congelaron en nitrégeno liquido y
se colocaron en la caja de almacenamiento de muestras en hielo seco.
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Durante la segunda y la tercera hora de la prueba, se recogieron muestras cada 10 minutos en el puerto
inmediatamente aguas arriba y también inmediatamente aguas abajo del hemofiltro. Las muestras se congelaron
en nitrégeno liquido y se colocaron en la caja de almacenamiento de muestras en hielo seco.

Durante la cuarta y la quinta hora de la prueba, se recogieron muestras cada 20 minutos en los puertos aguas
arriba y también aguas abajo. Estas muestras también se congelaron en nitrégeno liquido y se colocaron en la caja
de almacenamiento de muestras en hielo seco.

En cada recogida de muestras, tanto aguas arriba como aguas abajo en cada momento, se utiliz6 una nueva aguja
y una nueva jeringa para evitar el TNF-a residual.

Se realizaron pruebas ELISA para controlar la cantidad de TNF-a en el plasma. Para recubrir las placas de 96
pocillos, se diluyeron 10 pL del anticuerpo de captura en 10 pL de tampdn de recubrimiento A y se afiadieron 100
UL a cada pocillo. La placa se cubrié con parafilm y se almacené a 4°C durante la noche o el fin de semana. Las
muestras se sacaron del congelador a -80°C, se registraron y se dejaron descongelar. Se sacaron las placas de la
nevera a 4°C y se aspiraron los pocillos, se lavaron una vez con 400 pL/pocillo de tampdn de ensayo, se invirtieron
y se secaron en papel absorbente. Se afiadieron 300 pL de tamp6n de ensayo a cada pocillo y las placas se
incubaron durante 60 minutos. Durante este tiempo, se prepararon estandares a partir del estdndar de TNF-a
incluido en el CytoSet mediante dilucién en tamp6n de ensayo. Las muestras descongeladas se diluyeron en
tampon de ensayo. Una vez diluidas las muestras, se volvieron a colocar en los lugares adecuados de las cajas
de congelacion y se devolvieron al congelador a -80°C, tal como indica el registro. Las placas se lavaron de nuevo
con 400 pL/pocillo de tampdn de ensayo, se invirtieron y se secaron. Los 100 pL se colocaron en los pocillos segun
las hojas de la plantilla de ELISA. Las muestras y los estandares se procesaron por duplicado y se incluydé una
curva estandar en cada placa. Se diluyeron 8,8 uL de anticuerpo de deteccion en 5,49 mL de tampdn de ensayo y
se afiadieron 50 pL a cada pocillo en cuanto se afiadieron todas las muestras y los estandares. Las placas se
incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente en un agitador orbital. Las placas se lavaron y aspiraron 5
veces como se ha descrito anteriormente. El conjugado de estreptavidina (16 pL) se diluyo en 10 mL de tampon
de ensayo y se afiadieron 100 mL a cada pocillo. Las placas se incubaron 30 minutos a temperatura ambiente en
el agitador orhital y luego se lavaron con el tampoén de ensayo 5 veces, como se ha descrito anteriormente. Se
afiadieron 100 pL de la soluciéon de TMB a cada pocillo y las placas se incubaron otros 30 minutos en el agitador
orbital. Se afiadieron 100 pL de la solucion de parada a cada pocillo y la placa se leyé a 450 nm en un lector de
placas Vmax en los 30 minutos siguientes a la adicion de la solucidon de parada.

Los resultados de la prueba se representan en la figura 1. En 40 minutos de ciclo continuo de suero rico en TNF,
se observd una reduccion del 80% del TNF, sin liberacion posterior. Con una mezcla ideal, todo el TNF del plasma
habria pasado por la columna de adsorcién en 33 minutos. Queda demostrada la eliminacién del TNF-a mediante
la adsorcidn basada en la cinética de conveccién, ya que la mayor parte del TNF se captur6 en este periodo de
tiempo.

8.5. Ejemplo 5

Se realizé un experimento de microbalanza de cristal de cuarzo (QCM) para intentar normalizar la capacidad de
unién no competitiva del TNF-a a una superficie heparinizada. La QCM es una técnica que permite detectar el peso
de los adsorbentes en cristales especialmente preparados. El limite minimo de deteccién es de 0,5 ng/cm?. La
QCM detecta la frecuencia de resonancia del cristal. A medida que la masa del cristal aumenta a través de la
adsorcion, la frecuencia de resonancia cambia en proporcién a la ganancia de masa. El cambio de masa (Am) se
describe en la siguiente ecuacién

1
Am = —C~Af

C=17,7ngcm=2s™"
n - sobretono

donde Af es el cambio de frecuencia.

Los cristales de QCM recubiertos de poliestireno fueron heparinizados siguiendo el método descrito en el ejemplo
1. Se prepard una solucion de 120 ml en la que se afiadi6 TNF-a recombinante a PBS para obtener una
concentracién final de 83 pg/L. A continuacién, se hizo fluir la solucién a través de una célula que contenia 4
cristales de QCM a una velocidad de 50 pL/min. Dos cristales estaban heparinizados y dos eran cristales de control
(poliestireno sin tratar). El tiempo total del experimento fue de 20 horas. Los resultados de la cantidad de TNF-a
adsorbida en los cristales heparinizados y en los controles se muestran en la Figura 2. Un maximo de 1234 ng/cm?
de TNF-a se adsorbi6 en el cristal heparinizado y una adsorcion en las superficies de control fue insignificante.

8.6. Ejemplo 6
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Se llevd a cabo un estudio en el que se comprobd la eliminacién de citoquinas de muestras de plasma de macacos
infectados con Bacillus anthracis utilizando perlas heparinizadas. El plasma se recogio en el momento de la muerte
de varios animales y se agrup6. Se empaquetaron jeringas de filtracion de 1 ml con 0,5 gramos de perlas de PE
heparinizadas siguiendo el procedimiento descrito en el ejemplo 1 o con perlas de PE no tratadas para utilizarlas
como controles. Se utilizaron un total de tres jeringas de muestra y tres jeringas de control. Se coloc6 una placa
porosa en la parte superior de las perlas para evitar que éstas flotaran mientras se afiadia solucién salina o plasma
a las jeringas de filtracion. Las jeringas de filtracion se prepararon utilizando 2 ml de solucion salina tamponada
con Tris (TBS). Los 2 ml de suero salino se pasaron por la jeringa de filtracion con una jeringa de 5 ml. A
continuacion se retrajo el émbolo de la jeringa de 5 ml y se llené con 4 ml de aire. A continuacion, se hizo pasar el
aire a través de la jeringa de filtracion para forzar la salida de la solucion salina restante de las perlas. A
continuacion, se introdujeron 0,5 ml de plasma en la jeringa de 5 ml y se presionaron a través de la jeringa de
filtracion. Se pasaron otros 4 ml de aire a través de la jeringa de filtracion para eliminar el plasma residual. Después
de que el plasma drenara a través de la jeringa, se tomaron muestras y se ultracongelaron para el andlisis de la
concentracion de citoquinas. Se utilizé un ensayo Luminex® Multiplex para analizar GRO-q, IL-8, MIP-1B3, Rantes
y TNF-B. Los resultados se resumen en la tabla 3.

Tabla 3.
. Pasaje a través Pasaje a través -
Niveles antes - %  eliminado
. . | de las perlas | % eliminado | de las perlas
Citoquina del pasaje | | | h . perlas con
(pg/ml) e control | contro con eparina heparina
(pg/ml) (pg/ml)
GRO-a 263,5 158,5 39,8% 77,66 70,6%
IL-8 504,9 460,8 8,7% 3124 38,1%
MIP-18 66,2 56,4 14,8% 51,8 21,8%
RANTES 1105,3 930,3 15,8% 559,7 49,4%
TNF-B 7,3 7,9 -8,2% 4,3 41,4%
8.7. Ejemplo 7

Cartucho para unir citoquinas y endotoxinas mediante un montaje en capas

Se construye un cartucho utilizando dos medios de adsorcion diferentes. Las perlas heparinizadas se utilizan para
capturar citoquinas y las perlas de PEI para capturar endotoxinas. Controlando la proporcién entre perlas
heparinizadas y de PEI, se puede mantener la compatibilidad sanguinea. Las perlas de PEI se fabrican siguiendo
los dos primeros pasos del ejemplo 1.

En este ejemplo, se construye un cartucho con perlas heparinizadas y perlas recubiertas de polietilenimina (PEI).
Una columna de adsorcion de 300 ml se fija a un soporte vertical. A continuacion, se afiaden al cartucho 50 ml de
perlas heparinizadas de 300 micras de media y se dejan sedimentar. A continuacién, se afiade una mezcla 50:50
de PEI y perlas heparinizadas, que constituye los siguientes 200 ml. Luego, el cartucho se llena hasta arriba con
50 ml finales de perlas heparinizadas. A continuacion, el cartucho se sella y el estrecho empaquetamiento de las
perlas mantiene la estructura en capas del medio de adsorcion. En este cartucho, 2/3 de las perlas estan
heparinizadas mientras que 1/3 estan aminadas y, por tanto, es intrinsecamente trombogénico.

8.8. Ejemplo 8
Cartucho para unir citoquinas y endotoxinas mediante una mezcla uniforme de perlas
Cartucho para unir citoquinas y endotoxinas mediante una mezcla uniforme de perlas

Se construye un cartucho utilizando dos medios de adsorcion diferentes. Las perlas heparinizadas se utilizan para
capturar citoquinas y las perlas de PEI para capturar endotoxinas. Controlando la proporcién entre perlas
heparinizadas y de PEI, se puede mantener la compatibilidad sanguinea general del dispositivo.

En este ejemplo, se construye un cartucho con perlas heparinizadas y perlas recubiertas de PEI. Una columna de
adsorcion de 300 ml se fija a un soporte vertical. Se afiaden 100 ml de perlas recubiertas de PEI a 200 ml de perlas
heparinizadas y se mezclan bien. A continuacion, se afiaden los 300 ml de perlas al cartucho y se sella. El estrecho
empaquetamiento de las perlas mantiene la mezcla aleatoria de las perlas. En este cartucho, 2/3 de las perlas
estan heparinizadas y 1/3 aminadas.

8.9. Ejemplo 9

Cartucho para unir citoquinas, bacterias gram negativas y endotoxinas mediante un montaje en capas
Se construye un cartucho utilizando tres medios de adsorcion diferentes. Las perlas heparinizadas se utilizan para
capturar citoquinas, las perlas funcionalizadas con manosa se utilizan para capturar bacterias gram negativas y las

perlas de PEI se utilizan para capturar endotoxinas. Controlando la proporcién entre perlas heparinizadas, perlas
funcionalizadas con manosa y perlas revestidas de PEI, se puede mantener la compatibilidad sanguinea.
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Una columna de adsorcion de 300 ml se fija a un soporte vertical. A continuacion, se afiaden al cartucho 50 ml de
perlas heparinizadas de 300 micras de media y se dejan sedimentar. Luego, se afiaden al cartucho 200 ml de
perlas, con cantidades iguales de perlas heparinizadas, perlas de PEI y perlas funcionalizadas con manosa. A
continuacion, el cartucho se llena hasta arriba con 50 ml finales de perlas heparinizadas. A continuacién, el
cartucho se sella y el estrecho empaquetamiento de las perlas mantiene la estructura en capas del medio de
adsorcion. En este cartucho, el 55,6% de las perlas estan heparinizadas, el 22,2% son perlas de PEl y el 22,2%
estan funcionalizadas con manosa.

Las realizaciones de la presente invencion se describen con méas detalle en las reivindicaciones siguientes.
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REIVINDICACIONES

1. Un dispositivo para eliminar como minimo una citoquina o patégeno de la sangre, que comprende un sustrato
sélido en un recipiente, teniendo dicho sustrato sélido uno o méas adsorbentes polisacaridos en su superficie con
afinidad de union para la citoquina o el patdgeno, siendo como minimo uno de dichos uno o méas adsorbentes
polisacéridos heparina, y siendo el tamafio de los espacios de los canales intersticiales entre las porciones
individuales de dicho sustrato sélido y la cantidad de superficie del sustrato intersticial tal que la fraccién principal
de la como minimo una citoquina o patdgeno que se une a dicho adsorbente lo hace por transporte convectivo al
adsorbente unido a la superficie, caracterizado por que el recipiente comprende tanto superficies heparinizadas
como superficies inherentemente trombogénicas.

2. El dispositivo, segun la reivindicacion 1, en el que dicho sustrato sélido comprende una pluralidad de perlas de
polimero rigido.

3. El dispositivo, segun la reivindicacion 2, en el que dichas perlas de polimero rigido son perlas de polietileno
rigido.

4. El dispositivo, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que las superficies inherentemente
trombogénicas son superficies catidnicas.

5. El dispositivo, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la heparina tiene un peso molecular
medio de aproximadamente 8 kDa.

6. El dispositivo, segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la heparina se une al sustrato
sélido mediante unién covalente por el extremo.

7. El dispositivo, segln cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en el que dichas perlas tienen un didmetro que
oscila entre 100 y 450 micras.

8. El dispositivo, segun la reivindicacion 7, en el que dichas perlas tienen un diametro medio de 0,3 mm.

9. El dispositivo, segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 8, en el que dichas perlas estan recubiertas con 0,5
- 10 mg de heparina por gramo de perla.

10. El dispositivo, segln la reivindicacién 9, en el que dichas perlas estan recubiertas con 2 + 0,5 mg de heparina
por gramo de perla.

11. El dispositivo, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que las superficies inherentemente
trombogénicas tienen afinidad por una endotoxina.

12. El dispositivo, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que las superficies inherentemente
trombogénicas comprenden un miembro seleccionado del grupo que consiste en quitosano, polietilenimina y
acido sialico.

13. El dispositivo, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, para su uso en la eliminacion extracorpérea
de como minimo una citoquina, patdégeno o endotoxina de la sangre o el suero.

14. El dispositivo, segun la reivindicacion 13, para el uso en la eliminacién extracorpérea de como minimo una
citoquina, en el que la citoquina se selecciona del grupo que consiste en IL-6, VCAM, TNF, GRO-q, IL-8 y
RANTES.

15. El dispositivo, segun una de las reivindicaciones 13 o 14, para el uso en la eliminacion extracorpérea de un
patégeno, seleccionandose el patbgeno entre un virus, una bacteria o un parasito.
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Fig. 1
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Figura 1: Eliminacion de TNF-a de 5 L de plasma pobre en plaquetas
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Grafico de QCM. Masa de heparina adsorbida
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