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DESCRIPCION

Dispositivo para la reduccién extracorpérea de los niveles de dimetilarginina asimétrica y monometilarginina en sangre
humana

La invencién se refiere al campo del tratamiento sanguineo extracorpéreo, en particular la reduccién selectiva de los
niveles de dimetilarginina asimétrica (ADMA) y/o monometilarginina (MMA) en la sangre o el plasma sanguineo de un
paciente, y los dispositivos y métodos relacionados.

La invencién se refiere a un dispositivo de tratamiento sanguineo configurado para reducir la cantidad de
dimetilarginina asimétrica (ADMA) y/o monometilarginina (MMA) en la sangre o plasma sanguineo de una persona
que lo necesite en un circuito sanguineo extracorpéreo, en donde el dispositivo comprende una matriz, y en donde
dicha matriz comprende una enzima configurada para metabolizar ADMA y/o MMA. La invencion se refiere ademas a
un circuito sanguineo extracorpéreo que comprende un dispositivo de tratamiento sanguineo de la invencién y al
dispositivo de tratamiento sanguineo para su uso como medicamento en el tratamiento y/o prevencién de un cuadro
clinico asociado con niveles elevados de dimetilarginina asimétrica (ADMA) y/o monometilarginina (MMA) y/o un
cuadro clinico asociado con una produccién y/o biodisponibilidad de éxido nitrico (NO) deficiente.

Antecedentes de la invencion

La ADMA es un derivado enddgeno dimetilado de la L-arginina, que puede inhibir la produccién de éxido nitrico (NO)
in vitro e in vivo. Los niveles sistémicos de ADMA son elevados en las enfermedades cardiovasculares graves,
patologias metabdlicas y renales asociadas a una disminuciéon de la biodisponibilidad del NO, como hipertensién,
insuficiencia cardiaca congestiva, aterosclerosis, ictus, hipercolesterolemia, hiperhomocisteinemia, enfermedad
arterial periférica, preeclampsia, enfermedad renal crénica y diabetes mellitus [1]. La elevacién de los niveles
plasméaticos de ADMA en modelos animales conduce a una alteracién de la produccién de NO que provoca disfuncion
endotelial, aumento de la resistencia vascular sistémica y elevacidén de la presion arterial [2], lo que sugiere que la
ADMA puede mediar el dafio cardiovascular en las enfermedades asociadas a niveles elevados de ADMA.

La principal via de catabolismo de la ADMA es la hidrélisis a citrulina y metilaminas catalizada por la enzima
dimetilarginina dimetilaminohidrolasa (DDAH). Existen dos isoformas de DDAH (DDAH1 y DDAH2) en los mamiferos,
cada una codificada por un gen distinto. Se cree que DDAH1 es la principal isoforma metabolizadora de ADMA de
DDAH [3]. La estimulacion de DDAH1 ha demostrado ser protectora en miultiples modelos experimentales de
patologias cardiovasculares. La sobreexpresién transgénica de DDAH1 en ratones reduce los niveles sistémicos de
ADMA, aumenta la produccién bésica y estimulada de NO [4], mejora la angiogénesis en el modelo de miembro
posterior isquémico [5], aumenta la sensibilidad a la insulina [6] y protege de la lesién por isquemia-reperfusion
miocardica y renal [7,8]. Los ratones transgénicos DDAH1 (DDAH1 Tg) también estan protegidos frente a
aterosclerosis [9], lesidn vascular inducida por hiperhomocisteinemia [10], lesién renal en un modelo murino de
hipertensién [11] y remodelado miocérdico y aértico inducido por la angiotensina-II.

Los diversos efectos protectores de la DDAH1 en modelos animales indican que la reduccién posterior del nivel de
ADMA en el plasma humano mediante la regulacién de la actividad de la DDAH1 podria ser una estrategia terapéutica
prometedora en enfermedades cardiovasculares, metabdlicas y renales, entre otros.

Multiples cribados de farmacos para activadores de DDAH1 han sido infructuosos, potencialmente, porque DDAH1 es
una proteina pequefia, que podria no tener sitios para la regulacién alostérica. En la actualidad, no se dispone de
terapias reductoras selectivas de ADMA para el tratamiento de la enfermedad.

Aunque los métodos extracorpéreos disponibles actualmente pueden reducir de forma no selectiva la ADMA y el MMA
en sangre, también disminuyen la L-Arginina, lo que contrarresta los efectos positivos de la reduccién de ADMA y
MMA. Por otra parte, la disminucién no selectiva de ADMA y MMA no permite establecer el papel causal de estos
compuestos enddégenos en el desarrollo de dafios cardiovasculares, metabdlicos y renales en humanos.

La falta de terapias reductoras selectivas de ADMA y MMA para restaurar la biodisponibilidad de NO en patologias
cardiovasculares, metabdlicas y renales es la necesidad clinica no cubierta, que abordara nuestra invencion.

Sumario de la invencién

A la luz de la técnica anterior, el problema técnico subyacente a la presente invencién es proporcionar medios
alternativos y/o mejorados y/o selectivos para tratar afecciones médicas asociadas con niveles elevados de
dimetilarginina asimétrica (ADMA) y/o monometilarginina (MMA), o con produccidén y/o biodisponibilidad de 6xido
nitrico (NO) alteradas. Otro objeto de la invencién es la provisién de medios alternativos, 0 mejorados, o mas selectivos
para disminuir las cantidades de ADMA y/o MMA en un sujeto. La presente invencidén pretende proporcionar tales
medios, evitando al mismo tiempo los inconvenientes conocidos en la técnica anterior.

El problema se resuelve mediante las caracteristicas de la reivindicacién independiente que delimitan el alcance de la
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presente invencién. Las realizaciones preferidas de la presente invencién se proporcionan en las reivindicaciones
dependientes.

Por lo tanto, la invencién se refiere a una enzima que metaboliza la dimetilarginina asimétrica (ADMA) y/o la
monometilarginina (MMA), seleccionada entre dimetilarginina dimetilaminohidrolasa (DDAH) y/o alanina-glioxilato
aminotransferasa 2 (AGXT2), para su uso como medicamento en el tratamiento y/o prevencién de un cuadro clinico
asociado con niveles elevados de dimetilarginina asimétrica (ADMA) y/o monometilarginina (MMA) en la sangre o el
plasma sanguineo de un sujeto, en comparacién con controles sanos, y/o para su uso en el tratamiento de un cuadro
clinico asociado con una produccién y/o biodisponibilidad deficiente de 6xido nitrico (NO) y/o una cuadro clinico, en
los que se espera que un aumento de la produccién y/o biodisponibilidad de NO sea protector.

En un aspecto, por lo tanto, la invencién se refiere a un dispositivo de tratamiento sanguineo configurado para reducir
la cantidad de dimetilarginina asimétrica (ADMA) y/o monometilarginina (MMA) en la sangre o plasma sanguineo de
una persona que lo necesite en un circuito sanguineo extracorpéreo, en donde el dispositivo comprende una matriz, y
en donde dicha matriz comprende una enzima configurada para metabolizar ADMA y/o MMA.

Los derivados metilados de la arginina, la dimetilarginina asimétrica (ADMA) y la monometilarginina (MMA) son
inhibidores enddgenos de la 6xido nitrico sintasa (NOS). El éxido nitrico (NO) es el vasodilatador més potente que se
sintetiza a partir del aminoécido L-arginina. La dimetilarginina asimétrica (ADMA) y la monometilarginina (MMA) son
inhibidores competitivos naturales de la 6xido nitrico sintasa endégena (NOS). La ADMA es mas prevalente que el
MMA y, por tanto, se ha evaluado preferentemente en los estudios clinicos. A menudo se observa un aumento de los
niveles de ADMA en sujetos con factores de riesgo cardiovascular clasicos o nuevos, como hipercolesterolemia,
resistencia a la insulina, diabetes mellitus, hipertensiéon y enfermedad renal crénica. La ADMA también ha demostrado
ser un excelente predictor de la mortalidad en poblaciones de pacientes seleccionadas, asi como en la poblacién
general.

En la actualidad, hasta donde saben los inventores, no existen técnicas médicas ni farmacos selectivos para reducir
selectivamente los niveles de ADMA o MMA en el plasma sanguineo humano. La presente invencién es, por tanto,
particularmente util para lograr una reduccién del riesgo cardiovascular primario, asi como un tratamiento mas eficaz
de los pacientes con trastornos cardiovasculares agudos y crénicos ya desarrollados, por ejemplo, el infarto de
miocardio en su fase aguda, por ejemplo, en una unidad de cuidados intensivos.

La disminucién extracorpérea de los niveles de ADMA y MMA en plasma sanguineo humano mediante una columna
selectiva que contiene una enzima adecuada, tal como preferentemente DDAH (DDAH1 o DDAHZ2) y/o AGXT2, permite
reducir los riesgos cardiovasculares, metabélicos y renales primarios y secundarios, ademas de proporcionar una
opcién terapéutica adicional para enfermedades cardiovasculares, metabdlicas y renales agudas y crénicas.

Hasta donde saben los inventores, la presente invencion representa el primer enfoque para la reduccién selectiva de
los niveles de ADMA o MMA en sangre o plasma humanos. El presente enfoque representa, por tanto, una técnica de
aféresis novedosa y hasta ahora no sugerida, que no se basa en los mecanismos clasicos de adsorcién, filtraciéon o
precipitacién, sino que se basa en la eliminacién/metabolismo quimico de un sustrato diana por una enzima. Por lo
tanto, este enfoque puede denominarse aféresis enzimatica, o un dispositivo de tratamiento sanguineo basado en el
tratamiento enzimatico de la sangre o el plasma.

La presente invencién esta asociada a beneficios sorprendentes asociados al abordaje extracorpéreo inmovilizado. La
invencién se basa en aislar e inmovilizar la actividad enzimatica deseada en un dispositivo de tratamiento sanguineo,
lo que supone un cambio significativo con respecto a los métodos tradicionales de aféresis. Una persona capacitada
no podria haber supuesto que la inmovilizacion de las enzimas como se describe en el presente documento conduciria
a una reduccién significativa de los niveles de ADMA o MMA en sangre o plasma humanos.

La presente invencidn es beneficiosa, como incluso si alguna vez se desarrollan farmacos activadores de DDAH
(DDAH1 o DDAH2)/AGXT?2, el presente enfoque extracorpbreo es ventajoso debido a que evita los posibles efectos
secundarios sistémicos de la activacién endégena de DDAH (DDAH1 o DDAH2)/AGXT2. El abordaje extracorpéreo
aisla y restringe el efecto médico activo fuera del cuerpo de forma localizada y eficaz, evitando asi efectos secundarios
no deseados, o efectos secundarios causados, por ejemplo, por la estimulacién no deseada de la actividad enzimética
en érganos o tejidos en los que la actividad no es deseada o es innecesaria.

En una realizacién, la invencidén se refiere a un dispositivo de tratamiento sanguineo tal como se describe en el
presente documento, en donde la enzima configurada para metabolizar la dimetilarginina asimétrica (ADMA) y/o la
monometilarginina (MMA) es la dimetilarginina dimetilaminohidrolasa (DDAH).

La dimetilarginina dimetilaminohidrolasa es una enzima, que tiene dos isoformas, en concreto, 1y 2 (DDAH1 o0 2), que
estan codificadas por 2 genes diferentes. DDAH1 se identific inicialmente como la enzima que degrada ADMA y
MMA. Los estudios han demostrado que las mutaciones DDAH1 con pérdida de funcién se asocian a un aumento de
la aparicién de cardiopatias coronarias, trombosis e ictus [13]. También se informé que DDAH2 tenia actividad
enzimatica para degradar ADMA y MMA in vitro que era similar a la de DDAH1 [14].
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En una realizacién, la dimetilarginina dimetilaminohidrolasa (DDAH) comprende o consiste en la isoforma 1 (DDAH1)
y/o la isoforma 2 (DDAH2).

En las realizaciones preferidas, se emplea DDAH1, ya que se ha demostrado que DDAH1 es la enzima critica para
degradar el factor de riesgo cardiovascular ADMA in vivo [3]. No obstante, DDAH2 puede emplearse de forma
alternativa o combinada, ya que la actividad in vitro requerida se ha detectado para la isoforma 2.

En una realizacién, la dimetilarginina dimetilaminohidrolasa (DDAH) esta inmovilizada a la matriz y configurada para
hidrolizar dimetilarginina asimétrica (ADMA) y/o monometilarginina (MMA) por catabolismo de ADMA y/o MMA a L-
citrulina en sangre o plasma sanguineo.

El metabolismo de la ADMA se produce a través de la degradacién hidrolitica a citrulina y dimetilamina por la DDAH.
Por lo tanto, la enzima se inmoviliza utilizando cualquier medio adecuado para mantener esta actividad en el abordaje
extracorpéreo descrito en el presente documento. A continuacién se ofrecen ejemplos adicionales especificos y no
limitantes de técnicas de inmovilizacion.

En una realizacién, la invencidén se refiere a un dispositivo de tratamiento sanguineo tal como se describe en el
presente documento, en donde la enzima configurada para metabolizar la dimetilarginina asimétrica (ADMA) y/o la
monometilarginina (MMA) es alanina-glioxilato aminotransferasa 2 (AGXT2).

Se ha demostrado que AGXT2 metaboliza la dimetilarginina asimétrica (ADMA) mediante transaminacién a acido alfa-
ceto-delta-(NN-dimetilguanidino) valérico (ADGV, también abreviado como DMGV). La implicacién de AGXT2 en la
regulacién de la produccion de NO, incluido su papel en la regulacién de la presién arterial, se ha demostrado
anteriormente [15], [16].

En una realizacién, la alanina-glioxilato aminotransferasa 2 (AGXT2) esta inmovilizada en la matriz y configurada para
metabolizar la dimetilarginina asimétrica (ADMA) y/o la monometilarginina (MMA) mediante transaminacién a acido
alfa-ceto-delta-(NN-dimetilguanidino) valérico (ADGV) y acido alfa-ceto-delta-(N-monometilguanidino) valérico (MGV),
respectivamente, en sangre o plasma sanguineo.

Por lo tanto, la enzima se inmoviliza utilizando cualquier medio adecuado para mantener esta actividad en el abordaje
extracorpéreo descrito en el presente documento. A continuacién se ofrecen ejemplos adicionales especificos y no
limitantes de técnicas de inmovilizacion.

En algunas realizaciones, una secuencia preferida de DDAH1 es de acuerdo con SEQ ID NO 1.
En algunas realizaciones, una secuencia preferida de DDAH2 es de acuerdo con SEQ ID NO 2.
En algunas realizaciones, una secuencia preferida de AGXT2 es de acuerdo con SEQ ID NO 3.

La presente invencién también abarca la variacién en la longitud de las secuencias de aminoacidos descritas en el
presente documento. Una persona experta es capaz de proporcionar variantes de secuencias de aminoacidos que
sean mas largas o mas cortas que SEQ ID NO 1-3, que seguiran presentando suficiente similitud con las proteinas
especificas descritas en el presente documento para proporcionar los resultados deseados. Por ejemplo, las variantes
mas cortas de SEQ ID NO 1-3 que comprenden 10, 20, 30, 40 o hasta 50 aminoacidos menos que la forma de longitud
completa también pueden permitir un metabolismo eficaz de ADMA y/o MMA, como se describe en el presente
documento. Por lo tanto, también se consideran los fragmentos de SEQ ID NO 1-3. Adicionalmente, las variantes mas
largas de SEQ ID NO 1-3 que comprenden 10, 20, 30, 40 o hasta 50 aminoacidos de cualquier secuencia adicional
mas que las secuencias naturales de SEQ ID NO 1-3 también pueden permitir resultados eficaces, como se describe
en el presente documento.

En otras realizaciones de la invencién, la proteina DDAH o AGXT2 empleada puede comprender o consistir en una
secuencia de aminoéacidos con al menos un 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 95 % de identidad de secuencia con
SEQ ID NO 1-3. Preferentemente, la variante de secuencia comprende al menos 80 %, 90 %, 91, 92, 93, 94, 95, 96,
97, 98 0 99 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO 1-3 y preferentemente presenta analogia funcional con las
enzimas humanas especificas descritas en el presente documento. La analogia funcional se evalla mediante la
determinacién del mismo o similar efecto enzimatico de metabolizar ADMA y/o MMA como se describe en el presente
documento. Los ensayos in vitro adecuados para determinar el metabolismo deseado alcanzado por cualquier enzima
dada, preferentemente DDAH1, DDAH2 o AGXT2, son conocidos por un experto.

En una realizacién, la invencidén se refiere a un dispositivo de tratamiento sanguineo tal como se describe en el
presente documento, en donde la matriz comprende un soporte al que estd unida la dimetilarginina
dimetilaminohidrolasa (DDAH) y/o la alanina-glioxilato aminotransferasa 2 (AGXT2), en donde el soporte comprende
o consiste en un material seleccionado del grupo que consiste en una resina, perla, estera de fibra, material no tejido,
espuma porosa y membrana, tal como una membrana tubular de fibra hueca o lamina plana.
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Una persona experta en el campo del tratamiento sanguineo extracorpéreo conoce diversos formatos y materiales de
dispositivos que pueden aplicarse en el contexto de la presente invencién. Los posibles formatos de dispositivo se
refieren, por ejemplo, sin limitacién, a dializadores de membrana y/o cartuchos de "adsorcién". El cartucho de
"adsorcidn", empleado en los métodos extracorpéreos tradicionales para unir y eliminar los componentes sanguineos
no deseados, normalmente comprende una matriz seleccionada entre una resina o un material no tejido, cualquiera
de los cuales esta funcionalizado con un ligando, y en el caso de la presente invencién, con una enzima. Los materiales
utilizados en el soporte de dichas membranas y/o cartuchos son conocidos por un experto y pueden seleccionarse en
consecuencia. A continuacion se ofrecen més detalles.

En una realizacién, el soporte y/o la matriz comprenden o estan constituidos por al menos un polimero,
preferentemente seleccionado del grupo que consiste en alginato, quitosano, quitina, coladgeno, carragenina, gelatina,
almidén, pectina, celulosa, agarosa, dextrosa y sefarosa; un material inorganico, preferentemente seleccionado del
grupo que consiste en ceramica, celita, silice, vidrio, carbén activado y carbén vegetal; o un polimero sintético, como
se describe con mayor detalle a continuacion.

En una realizacion, el dispositivo de tratamiento sanguineo descrito en el presente documento se caracteriza porque
el soporte es una membrana de fibra hueca, estera de fibra 0 membrana de lamina plana, que estd compuesto de al
menos un derivado polisacérido o polimero sintético, ejemplos de los cuales se ofrecen a continuacién.

En una realizacion, el dispositivo de tratamiento sanguineo descrito en el presente documento se caracteriza porque
el soporte es un material no tejido compuesto de al menos un biopolimero seleccionado entre los polisacaridos, acido
polilactico (PLA) o policaprolactona (PCL), o de al menos un material inorganico seleccionado del grupo formado por
TiO,, SiOs 0 AlbOs3, 0 de al menos un polimero sintético, ejemplos de los cuales se ofrecen a continuacion.

En una realizacion, el dispositivo de tratamiento sanguineo descrito en el presente documento se caracteriza porque
el dispositivo de tratamiento sanguineo es una columna, que contiene una enzima inmovilizada o una columna de
adsorcién, por ejemplo, un soporte sin membrana, preferentemente presente como resina, como perlas o como
material no tejido, que es o esté configurado para ser perfundido con sangre total o plasma sanguineo separado. En
algunas realizaciones, el dispositivo de tratamiento sanguineo se presenta esencialmente en forma de, de dimensiones
y/o materiales, conocido en el sector como cartucho de adsorcion, pero sin funcién de adsorcién. Mas bien, las
columnas utilizadas habitualmente como cartuchos de adsorciéon (por ejemplo, para unir anticuerpos no deseados u
otras proteinas de la sangre) pueden emplearse aqui no para adsorber, sino para convertir enziméaticamente la
dimetilarginina asimétrica (ADMA) y/o la monometilarginina (MMA).

Por lo tanto, el dispositivo puede ser o comprender una columna que comprenda una matriz seleccionada de un
material adecuado o aquellos materiales divulgados en el presente documento, cualquiera de los cuales esta
funcionalizado con una enzima configurada para metabolizar ADMA o MMA, tales como las descritas en el presente
documento. Un dispositivo de este tipo puede formar parte de un circuito extracorpéreo para el tratamiento sanguineo
extracorpéreo, configurado para proporcionar hemodialisis o plasmaféresis. El dispositivo puede ser el Unico
dispositivo de tratamiento sanguineo dentro del circuito sanguineo o puede estar ubicado, por ejemplo, aguas arriba
0 aguas abajo de un dializador en un circuito de hemodialisis (hemofiltracién) o, alternativamente, puede conectarse
inmediatamente a un dializador, en donde el dispositivo esta configurado para ser perfundido con sangre total. El
dispositivo también puede formar parte de un circuito de plasmaféresis extracorpérea, en donde el dispositivo se
perfunde con plasma sanguineo.

En una realizacién, la dimetilarginina dimetilaminohidrolasa (DDAH) y/o la alanina-glioxilato aminotransferasa 2
(AGXT?2) esta unida covalentemente a la matriz, por ejemplo, mediante reticulacion.

Se prefiere la unidn covalente para evitar el riesgo de lixiviacion de la enzima de la matriz a la sangre o al plasma
sanguineo del paciente. Los métodos para la unién covalente de una enzima a la matriz se proporcionan a continuacién
y son conocidos por un experto. En algunas realizaciones, la enzima se une covalentemente a la matriz mediante el
tratamiento de la matriz y/o la enzima utilizando, por ejemplo, un compuesto de carbodiimida, como la 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC). A continuacién se presentan otros ejemplos de productos quimicos de
inmovilizacion.

En otras realizaciones, la dimetilarginina dimetilaminohidrolasa (DDAH) y/o la alanina-glioxilato aminotransferasa 2
(AGXT2) estd unida de manera no covalente a la matriz, por ejemplo mediante interacciones i6nicas o mediante una
etiqueta de afinidad.

La seleccién de materiales y métodos adecuados para la fijacion no covalente son conocidos por un experto. La
interaccién iénica entre la matriz y/o el soporte y la enzima se configura preferentemente de tal manera que ADMA y
MMA se metabolizan eficazmente, y la enzima se mantiene dentro del dispositivo de tratamiento sanguineo, evitando
asi que la enzima libre entre en la sangre o el plasma del paciente. También pueden emplearse etiquetas de afinidad.

En una realizacién, la invencién se refiere a un dispositivo de tratamiento sanguineo como se describe en el presente
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documento, en donde el dispositivo de tratamiento sanguineo esta ubicado en un circuito sanguineo extracorpéreo
por el que pasa la sangre del paciente, en donde dicho circuito comprende medios para transportar sangre desde el
sistema vascular del paciente hasta el dispositivo de tratamiento sanguineo a un caudal definido y para devolver la
sangre tratada al paciente.

En una realizacidn, el circuito sanguineo extracorpéreo en el que se sitla el dispositivo de tratamiento sanguineo
comprende ademas un separador de plasma, como un filtro de plasma o un sistema de separacién de plasma basado
en una centrifugadora o una combinacién de los mismos (por ejemplo, un separador de disco), que permite separar el
plasma de la sangre, y en donde el dispositivo de tratamiento sanguineo est4 ubicado aguas abajo de una salida de
plasma del separador de plasma.

Esta realizacién estad disefiada para reducir eficazmente los niveles de ADMA y MMA en el plasma del paciente
después de haber sido separados de la sangre total. En algunas realizaciones, el plasma se vuelve a unir con los
componentes restantes de la sangre total o se reinfunde en el sujeto tras el tratamiento enzimético mediante la enzima
inmovilizada en el dispositivo de tratamiento sanguineo.

En una realizacidn, el circuito sanguineo extracorpéreo en el que se sitla el dispositivo de tratamiento sanguineo
comprende ademas un hemofiltro, para la dialisis de la sangre, que se sitia aguas arriba o aguas abajo del dispositivo
de tratamiento sanguineo, o en donde el dispositivo de tratamiento sanguineo es un hemofiltro para la dialisis de la
sangre.

En una realizacion, el dispositivo puede disefiarse como un lumen o un filtro de membrana de fibra hueca o dializador
en donde la membrana constituye el soporte al que se une la enzima. La membrana puede ser una membrana de
hemodialisis como se conoce comlnmente en la técnica que se funcionaliza adicionalmente con una enzima para
reducir los niveles de ADMA y/o MMA, bien en su cara interna del lumen o, alternativamente, en la cara externa de las
fibras. En una realizacién, el dispositivo puede ser un filtro de hemodialisis que comprende una resina, por ejemplo,
en forma de esponja, que se funcionaliza con la enzima. En otras realizaciones, el dispositivo es un filtro separador de
plasma, configurado para separar el plasma de la sangre total, en el que la enzima se inmoviliza en el filtro por el lado
en el que el plasma se libera del filtro, tratando asi inmediatamente el plasma de la forma deseada. En un aspecto
adicional, la invencién se refiere a un circuito sanguineo extracorpéreo que comprende un dispositivo de tratamiento
sanguineo tal como se describe en el presente documento, en donde el circuito sanguineo extracorpéreo comprende
medios para transportar sangre o plasma sanguineo desde el sistema vascular del paciente hasta el dispositivo de
tratamiento sanguineo a un caudal definido y medios para devolver la sangre o el plasma sanguineo tratado al
paciente.

En algunas realizaciones, el circuito sanguineo extracorpéreo comprende componentes adicionales, como un punto
de entrada intravascular, tubos, filtros, una bomba y monitores, como los que suelen estar presentes en un circuito de
este tipo, y que son bien conocidos por un experto.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere al dispositivo de tratamiento sanguineo tal como se describe en el
presente documento para su uso como medicamento en el tratamiento y/o prevencién de:

a. un cuadro clinico asociado con niveles elevados de dimetilarginina asimétrica (ADMA) y/o monometilarginina
(MMA) en la sangre o el plasma sanguineo de un sujeto, en comparacidén con controles sanos, y/o

b. un cuadro clinico asociado a una produccién y/o biodisponibilidad de 6xido nitrico (NO) alterada, en comparacién
con controles sanos.

De acuerdo con un aspecto de la divulgacién que no forma parte de la invencién la presente divulgacién que no forma
parte de la invencién proporciona un método para tratar o mejorar al menos un sintoma de un trastorno de este tipo.
En algunas realizaciones, el método comprende la reduccién del riesgo de empeoramiento del cuadro del sujeto y/o
de desarrollo de un cuadro médico como se divulga en el presente documento.

Por lo tanto, otro objeto de la presente divulgacion que no forma parte de la invencién es proporcionar un método de
tratamiento, mejorar, reducir el riesgo de desarrollar y/o reducir el riesgo de desarrollar sintomas de empeoramiento
de dicho trastorno en un paciente, en donde el método comprende el paso de reducir extracorpéreamente el nivel de
ADMA y/o MMA del paciente haciendo pasar la sangre o el plasma sanguineo del paciente sobre una matriz que esta
configurada para metabolizar ADMA y/o MMA, reduciendo asi sus niveles o eliminandolos de la sangre del paciente.

En otra divulgacién que no forma parte de la invencién del uso médico o método de tratamiento, el cuadro clinico es:

a. una enfermedad vascular y/o cardiaca, preferentemente seleccionada del grupo formado por enfermedad arterial
coronaria, enfermedad arterial periférica, enfermedad arterial cerebral, insuficiencia cardiaca, dislipidemias,
hipertensién arterial, hipertensién pulmonar, eclampsia, ulcera digital, disfuncién eréctil, migrafias, lesiones
vasculares traumaticas, vasculopatias del trasplante, lesiones microvasculares, remodelacién miocérdica y
remodelacién vascular, lesiones por isquemia-reperfusién y/o enfermedades vasoespasticas,
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b. complicaciones vasculares y cardiacas de enfermedades metabdlicas, tales como diabetes mellitus,
dislipidemias, hiperhomocisteinemia y/o hiperuricemia, y/o
¢. una enfermedad hepética y/o renal.

Con respecto a lo anterior y a la descripcién detallada de la invencién, todas las caracteristicas divulgadas con respecto
al dispositivo de tratamiento de sangre, el circuito sanguineo extracorpéreo, el uso médico se consideran divulgados
en el contexto de cada aspecto, de manera que las caracteristicas que describen un aspecto cualquiera pueden
considerarse que describen otros aspectos de la invencién.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se basa en la idea de que la dimetilarginina asimétrica (ADMA) y/o la monometilarginina (MMA)
pueden metabolizarse en la sangre o el plasma sanguineo de un paciente que lo necesite mediante un enfoque
extracorpéreo que emplee un dispositivo de tratamiento sanguineo en el que se inmovilice una enzima adecuada para
metabolizar la ADMA y la MMA.

A todos los términos se les da su significado técnico ordinario, a menos que se describa lo contrario en el presente
documento.

Dimetilarginina asimétrica (ADMA), Monometilarginina (MMA) y 6xido nitrico (NO):

La dimetilarginina asimétrica (ADMA) es una sustancia quimica presente de forma natural en el plasma sanguineo. Es
un subproducto metabdlico de los procesos de modificacién de proteinas en el citoplasma de las células humanas.

La ADMA interfiere con la L-arginina en la produccién de éxido nitrico (NO), una sustancia quimica clave implicada en
la funcién endotelial normal y la salud cardiovascular.

La monometilarginina (MMA), también conocida como N-metilarginina o N-monometil-L-arginina, es un inhibidor de la
oxido nitrico sintasa. Es un derivado metilico del aminoacido arginina y se sabe que tiene un efecto inhibidor de la
vasodilatacion.

Las dimetilargininas son el resultado de la degradacidn de las proteinas metiladas. Los grupos metilo proceden de la
S-adenosilmetionina, con implicacién de las enzimas proteina arginina metiltransferasa tipo 1y 2 (PRMT1, PRMT2).
La PRMT-1 cataliza la formacién de NG-monometil-L-arginina (LNMMA) y NG,NG-dimetil-L-arginina (ADMA), mientras
que PRMT-2 metila las proteinas para liberar NG,N'G-dimetil-L-arginina (dimetil-arginina simétrica; SDMA) y L-NMMA.
Los residuos de arginina metilados asimétricamente (L-NMMA y ADMA), pero no la arginina metilada simétricamente
(SDMA), son inhibidores competitivos de las éxido nitrico sintasas.

El 6xido nitrico (NO) es uno de los vasodilatadores més potentes, que se sintetiza a partir del aminoécido L-arginina.
El NO ejerce importantes funciones biol6gicas estimulando la guanilato ciclasa para generar GMPc, inhibir la
respiracion mitocondrial compitiendo con el oxigeno en la citocromo oxidasa, o inducir la S-nitrosilacién para regular
la estabilidad y la funcién de las proteinas. El endotelio también desempefia un papel crucial en el mantenimiento del
tono y la estructura vasculares. Se sabe que la disfuncién endotelial precede a la enfermedad arterial coronaria
manifiesta. Una serie de factores de riesgo cardiovascular, asi como las enfermedades metabélicas y la inflamacion
sistémica o local causan disfuncién endotelial. El éxido nitrico (NO) es una de las principales sustancias vasoactivas
derivadas del endotelio cuyo papel es de capital importancia en el mantenimiento de la homeostasis endotelial. Los
niveles bajos de NO se asocian a un deterioro de la funcién endotelial. La produccién de NO se ve restringida por los
inhibidores endégenos de la 6xido nitrico sintasa (NOS) dimetilarginina asimétrica (ADMA) y N-monometil-L-arginina
(L-NMMA); MMA).

En animales intactos, la infusibn de ADMA o MMA aumenta la resistencia vascular y la presién arterial. Las
enfermedades cardiovasculares, incluidos hipertensién, enfermedad arterial coronaria, ictus, insuficiencia cardiaca
congestiva, aterosclerosis y diabetes, se asocian a un aumento de los niveles plasméticos de ADMA con una
disminucién de la relacién entre L-arginina y ADMA. Por otra parte, el aumento de la ADMA plasmético es un potente
factor predictivo independiente tanto de la mortalidad como de los principales acontecimientos cardiovasculares no
mortales en pacientes tras un infarto de miocardio, enfermedad arterial coronaria e ictus.

Enzimas:

De acuerdo con la presente invencién, el dispositivo comprende una matriz, en donde dicha matriz comprende una
enzima configurada para metabolizar ADMA y/o MMA. Una persona experta es capaz de evaluar la actividad de
cualquier enzima dada para determinar si ADMA y/o MMA se metabolizan adecuadamente. Los ensayos in vitro estan
a disposicién de una persona experta, por ejemplo, los descritos en la referencia [3].

Por ejemplo, ADMA en plasma, MMA, dimetilarginina simétrica (SDMA) y L-arginina pueden medirse mediante un
método de cromatografia liquida-espectrometria de masas en tdndem, como se describe en [17]. Para determinar la
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actividad de la DDAH puede emplearse una técnica basada en isétopos estables, por ejemplo en plasma o tejidos
[18]. Estas técnicas permiten a un experto evaluar si una enzima muestra el metabolismo requerido de los metabolitos
diana de la presente invencién.

Dimetilarginina dimetilaminohidrolasa (DDAH).

La dimetilarginina dimetilaminohidrolasa es una enzima que se encuentra en todas las células de mamiferos. Existen
dos isoformas, DDAH | y DDAH I, con algunas diferencias en la distribucidn tisular de las dos isoformas. La enzima
degrada las metilargininas, concretamente la dimetilarginina asimétrica (ADMA) y la monometilarginina (MMA).

La dimetilarginina dimetilaminohidrolasa 1 (DDAH1) puede identificarse bajo RefSeq NM_012137 o UniProt O94760.
La dimetilarginina dimetilaminohidrolasa 2 (DDAH2) puede identificarse bajo RefSeq NM_013974 o UniProt O95865.

A continuacién, se presentan las secuencias preferidas.

Alanina-glioxilato aminotransferasa 2 (AGXT2):

La alanina-glioxilato aminotransferasa 2 (AGXT2) puede metabolizar la dimetilarginina asimétrica (ADMA) mediante
transaminacién a acido alfa-ceto-delta-(NN-dimetilguanidino) valérico (DMGV). A diferencia de los DDAH, AGXT2, una
aminotransferasa mitocondrial que se expresa principalmente en el riidn, puede metabolizar no solo ADMA sino
también SDMA.

La alanina-glioxilato aminotransferasa 2 (AGXT2) puede identificarse bajo UniProtKB Q9BYV1 y las entradas RefSeq
NP_001293102.1, NM_001306173.1, NP_114106.1, NM_031900.3, XP_016865237.1, XM_017009748.1.

Se conocen multiples isoformas y variantes naturales, registradas en bases de datos publicas. Cualquier forma dada
de AGXT2 capaz del metabolismo enzimatico de ADMA y/fo MMA como se describe en el presente documento esta
abarcada por la invencién.

A continuacién se presenta una secuencia preferida.

Secuencias preferidas de la invencién:

DDAH1 (humano)
SEQ ID NO 1:

MAGLGHPAAFGRATHAVVRALPESLGOHALRSAKGEEYDVARAERGHGLYVGYLGSKLGLOVY
ELPADESLPDCVEVEDVAVWCEETALITRPGAFSRRKEVDMMKEALEKLOLNIVEMKDENATLDG
GRVLFTGREFFVGLSERTNQRGAEHLARTFRDYAVSTVPVADGLHLESFCSMAGPNLIAIGSSES
AQFALKIMOQQMSDHRY DEKLTVPDDIAANCHY LNIPNKGHVYLLHRTPEE Y PESAKVY EKLKDHMLIP
YSMSELEKVDGLLTCCSVLINKKVDS

DDAH2 (humano)
SEQ ID NO 2:

MGTPGEGLGRCEHALIRGVPESLASGEGAGAGLPALDLAKAGQREHGVLGGKLRQRLGLALLEL
PPEESLPLGPLLGDTAVIQGRTALITRPWSPARRPEVDGVREKALODLGLRIVEIGDENATLDGTRV
LFTGREFFYGLEKWTNHRGAEIWADTFRDFAVETVRVEGPSHLRGLCGMGGEPRTYWWAGSSDAA
GRAVRAMAVLTOHPYASLTLFRDDAAADCLFERPGLFGYPRFLLHRGGGDLPNSQEALQKLEDVT
LVPYSCSELEKAGAGLSSLCLVLESTRPHE

AGXT2 (humano)
SEQ ID NO 3:
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MTLUWRHLLRPLCLVTSAPRILEMHPFLSLGTSRTSVTKLSLHTKPRMPPCDFMPERYQSLGYNR
VLEIHEERLEPVVYTAYFQEPLLLHQGHMEWL FDAEGERYLDFFSGIVTVEVGHOHPRYNAVAQK
LGRLWHTSTVFFHPPMHEYAEKLAALLPEPLKVIFLVNSGSEANELAMLMARAHINNIDUSFRG

AYHGCSPYTLOLTNVGTYKMELPGGTGCQPTMCPOVFRGPWGGSHCRDSPVQTIRKCSCAPD
COQARDQYIEQFKDTLETSVAKSIAGFFAERPIQGVNGVVQY PRKOGFLREAFELVRARGGVOIADEY
QTGFGRLGEHFWGFQTHIVLFDIVT MAKGIGNGFFMAAVITTPEIAKSLAKCLOHFNTFGGNPM

ACAIGBAVLEVIKEENLQENSQEVETYMLLKF AKLRDEFEVGRVRGKGLMIGIE MVQDKISCRRL
PREEVNQIHEDCKHMGLLVGRGSIFSQTFRIAPSMCITKPEVDFAVEVFRSALTQHMERRAK

En algunas realizaciones, se puede emplear una proteina DDAH1, DDAH2 o AGXT2 con una secuencia de
aminodcidos sustancialmente igual o similar a SEQ ID NO 1-3, o fragmentos de la misma. Algunos ejemplos son
fragmentos de una proteina DDAH1, DDAH2 o AGXT2, tales como fragmentos de origen natural, homélogos o
derivados con esencialmente las mismas propiedades o analogia funcional a los ejemplos de una proteina DDAH1,
DDAH2 o AGXT2 como se describe en el presente documento.

Como se utiliza en el presente documento, el término "secuencia de aminoacidos sustancialmente igual o similar”
incluye una secuencia de aminoacidos que es similar, pero no idéntica a, la secuencia de aminoéacidos de referencia,
tal como en SEQ ID NO 1-3. Por ejemplo, una secuencia de aminogcidos, es decir, un polipéptido, que tiene
sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos que SEQ ID NO 1-3, y comprende una o mas modificaciones,
tales como adiciones de aminoacidos, deleciones o sustituciones relativas a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO 1-3, puede emplearse, siempre que el polipéptido modificado conserve sustancialmente al menos una actividad
biol6gica como las descritas anteriormente, es decir, el metabolismo deseado de ADMA y/o MMA en la sangre o
plasma de un paciente.

Una modificacién particularmente Gtil de un polipéptido de la presente invencién, o un fragmento del mismo, es una
modificaciéon que confiere, por ejemplo, mayor estabilidad o reactividad. La incorporacién de uno o mas D-aminoécidos
es una modificacién Gtil para aumentar la estabilidad de un polipéptido o fragmento polipeptidico. De manera similar,
la eliminacién o sustitucién de residuos de lisina puede aumentar la estabilidad protegiendo el polipéptido o fragmento
de polipéptido contra la degradacién.

Las secuencias de aminoacidos también pueden comprender de 0 a 100, de 2 a 50, de 5 a 20 o, por ejemplo, de 8 a
15, o cualquier valor comprendido entre 0 y 20, adiciones o supresiones de aminoécidos en los extremos N y/o C de
las proteinas. Los terminales también pueden modificarse con secuencias enlazadoras adicionales o eliminando
secuencias, siempre que se mantengan esencialmente las propiedades de la proteina.

En la técnica anterior, se han descrito diversas formas de preparar péptidos funcionalmente analogos. Los péptidos
disefiados a partir de los péptidos de la invencién utilizando tales métodos se incluyen en la ensefianza de acuerdo
con la invencién. Por ejemplo, una forma de generar péptidos funcionalmente analogos se ha descrito en PNAS USA
1998, 13 de octubre, 95(21), 12179-84; WO 02/38592; las ensefianzas anteriores se incorporan a la divulgacién de la
invencién por la presente. Es decir, todos los péptidos, los fragmentos peptidicos o las estructuras que comprenden
péptidos generados mediante los métodos mencionados anteriormente -a partir de los péptidos de la invencién- son
péptidos de acuerdo con la invencidn, siempre que cumplan el objeto de la invencion.

Enfermedades que se desean tratar:

De acuerdo con la presente invencién, esencialmente cualquier cuadro clinico asociada con niveles elevados de ADMA
y/o MMA en comparaciéon con controles sanos, es una indicacién diana para el tratamiento con el dispositivo de
tratamiento sanguineo de la presente invencién,

Enfermedad vascular y/o cardiaca:

Varios estudios han demostrado una relacién entre las concentraciones elevadas de ADMA y las enfermedades
cardiovasculares. Se han descrito concentraciones plasméticas elevadas de ADMA en personas con enfermedad
arterial coronaria (EAC), enfermedad arterial periférica, insuficiencia cardiaca crénica, hipertensién pulmonar,
preeclampsia, ictus y miocardiopatia hipertréfica.

Las enfermedades vasculares y/o cardiacas, sin limitacién, preferentemente seleccionada del grupo formado por
enfermedad arterial coronaria, enfermedad auricular periférica, enfermedad arterial cerebral, insuficiencia cardiaca,
dislipidemias, hipertensién arterial, hipertension pulmonar, eclampsia, ulcera digital, disfuncién eréctil, migrafias,
lesiones vasculares traumaticas, vasculopatias de trasplantes, lesiones microvasculares, remodelacién miocardica y
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remodelacidén vascular, lesiones por isquemia-reperfusién y/o enfermedades vasoespasticas, u otras enfermedades
vasculares o cardiacas asociadas con ADMA y/o MMA.

Complicaciones vasculares y cardiacas de las enfermedades metabdlicas:

Pueden surgir complicaciones vasculares y cardiacas de las enfermedades metabdlicas, que a menudo se asocian a
niveles elevados de ADMA y/o MMA. Se considera enfermedad metabdlica cualquiera de las enfermedades o
trastornos que alteran el metabolismo normal. Ejemplos de tales cuadros se seleccionan de diabetes mellitus,
preferentemente de tipo 2, dislipidemias, hiperhomocisteinemia y/o hiperuricemia. Las enfermedades cardiovasculares
a menudo se agrupan con trastornos metabdlicos, o son una complicacién asociada de enfermedades metabdlicas,
porque con frecuencia es consecuencia de la diabetes y la dislipidemia.

Enfermedad hepética ylo renal:

La sintesis de 6xido nitrico (NO) estéd bloqueada por la dimetilarginina asimétrica (ADMA), que compite con la L-
arginina por la NO-sintasa. La ADMA se metaboliza principalmente en el higado, por la dimetilarginina
dimetilaminohidrolasa. El rifién y el higado intervienen en la excrecién de ADMA. Existe una correlacién entre los
niveles plasméticos de ADMA y el grado de disfuncién hepatica en pacientes con cirrosis hepatica, hepatitis alcohélica
e insuficiencia hepética aguda. Los niveles plasmaticos elevados de ADMA son relevantes porque se asocian al
desarrollo de fallo multiorgénico (FMO). El aumento de la concentracidén plasmatica de ADMA se identific6 como un
factor de riesgo de FMO en pacientes en estado critico que causa una mayor mortalidad en la Unidad de Cuidados
Intensivos.

Dado que la ADMA es una toxina urémica, la relevancia fisiopatolégica de la ADMA se ha investigado ampliamente
en la enfermedad renal crénica (ERC) y en la enfermedad renal terminal (ERT). Si bien se ha demostrado que la ADMA
se correlaciona con los factores de riesgo cardiovascular, su concentracién plasmatica también aumenta en pacientes
que padecen insuficiencia renal terminal y disfuncién hepatica. En particular, se ha demostrado una correlacién
significativa entre los niveles plasméticos de ADMA vy el grado de disfuncién hepética en pacientes que padecen
enfermedades hepaticas de etiologias diversas.

Particularmente, los niveles plasméticos de ADMA aumentan en pacientes con cirrosis hepética, hepatitis alcohélica e
insuficiencia hepatica aguda, todas las cuales podrian abordarse mediante la presente solicitud.

El mecanismo por el que la disfuncién hepética provoca un aumento de las concentraciones de ADMA se debe
probablemente a un deterioro de la actividad de DDAH, que se expresa en gran medida en los higados normales:
procesos locales como inflamaciones graves, estrés oxidativo y dafio directo a la proteina DDAH pueden subyacer a
un deterioro significativo de la actividad de la DDAH en pacientes criticos con disfuncién hepatica que conduce a una
elevacion de las concentraciones de ADMA.

Indicaciones adicionales:

Supuestamente, una serie de factores de riesgo, incluida la obesidad, la hipertensién, hipercolesterolemia,
tabaquismo, diabetes mellitus, la hiperhomocisteinemia y la inflamacidén vascular median potencialmente sus efectos
negativos sobre la pared vascular a través de la disfuncidén de la via endotelial L-arginina/NO. En cada uno de estos
cuadros, en estudios de casos y controles se ha demostrado que los niveles plasmaticos de ADMA son elevados en
comparacién con controles sanos.

Dispositivos e inmovilizacién de la enzima en el dispositivo:

La "matriz", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un material dentro del dispositivo de tratamiento
sanguineo que proporciona un material o superficie interna a través o sobre la cual pasa la sangre o el plasma. La
matriz, tal como se utiliza en el contexto de la presente invencién, comprende preferentemente un soporte al que esta
unida la enzima. Por tanto, el soporte sirve de portador de la enzima, aunque pueda cumplir otras funciones.

El "soporte", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a la parte de la matriz que sirve de "sustrato” o
"material de soporte" al que se unen las enzimas de acuerdo con la invencion. Tal soporte o material de soporte a
veces también se denomina "material de adsorcién" o "adsorbente"”, tal como se utiliza en una "columna de adsorcién"
o "columna" o "cartucho de adsorcién". Un soporte adecuado de acuerdo con la presente invencién debe ser uniforme,
hidréfilo, mecanica y quimicamente estable en el intervalo de pH y temperatura pertinentes, sin lixiviacién de la enzima
0 con una lixiviaciéon insignificante durante su uso, tener buenas caracteristicas de flujo para sangre total y/o plasma
sanguineo, y proporcionar una gran superficie para la fijacién de enzimas.

El soporte puede ser, por ejemplo, una resina, una membrana o un material no tejido. Un material "no tejido" se refiere
a un material que, en sentido amplio, se define como una lamina, tejido o estructura de banda unidos entre si mediante
el entrelazado mecénico de fibras o filamentos (y mediante la perforacién de peliculas), térmica o quimicamente, pero
no mediante tejido o tricotado. Una "resina" se refiere a un material insoluble que puede adoptar la forma de geles o
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perlas de gel o microporosas, o de una esponja. Tales resinas pueden ser naturales o biopolimeros, polimeros
sintéticos y materiales inorganicos. Las perlas de agarosa, dextrosa y celulosa son soportes naturales cominmente
empleados. Los soportes sintéticos poliméricos u organicos se basan principalmente en derivados de acrilamida,
poliestireno y polimetacrilato, mientras que, la silice porosa y el vidrio son algunos de los soportes inorganicos méas
utilizados.

De acuerdo con una realizacion de la invencidn, la resina esta compuesta de polimeros seleccionados del grupo que
consiste en alginato, quitosano, quitina, colageno, carragenina, gelatina, celulosa, almidén, pectina y sefarosa;
materiales inorganicos seleccionados del grupo de las zeolitas, cerdmica, celita, silice, vidrio, carbén activado y carbén
vegetal, o polimeros sintéticos seleccionados del grupo formado por el polietileno (PE), polioximetileno (POM),
polipropileno (PP), cloruro de polivinilo (PVC), acetato de polivinilo (PVA), cloruro de polivinilideno (PVDC), poliestireno
(PS), politetrafluoroetiieno (PTFE), poliacrilato (PAA), polimetiimetacrilato (PMMA), poliacrilamida, poliglicidil
metacrilato (PGMA), acrilonitrilo butadieno estireno (ABS), poliacrilonitrilo (PAN), poliéster, policarbonato, tereftalato
de polietileno (PET), poliamida, poliaramida, polietilenglicol (PEG), polivinilpirrolidona (PVP), polisulfona (PS),
polietersulfona (PES), poliariléteresulfona (PEAS), etileno acetato de vinilo (EVA), alcohol vinilico de etileno (EVOH),
poliamidaimida, poliariletercetona (PAEK), polibutadieno (PBD), polibutileno (PB), tereftalato de polibutileno (PBT),
policaprolactona (PCL), polihidroxialcanoato, poliéter éter cetona (PEEK), poliéter cetona cetona (PEKK), poliéterimida
(PEI), poliimida, poli(acido lactico) (PLA), polimetilpenteno (PMP), poli(éter de p-fenileno) (PPE), poliuretano (PU),
estireno acrilonitrilo (SAN), acido polibutenoico, poli(acido 4-alil-benzoico), poli(acrilato de glicidilo), poliglicidil
metacrilato (PGMA), acrilonitrilo butadieno estireno (ABS), polidivinilbenceno (PDVB), poli(éter glicidilico de alilo),
poli(vinil glicidil éter), poli(vinil glicidil uretano), polialilamina, polivinilamina, copolimeros de dichos polimeros y
cualquiera de estos polimeros modificados mediante la introduccién de grupos funcionales.

Se pueden utilizar varios métodos conocidos para inmovilizar la enzima al soporte y/o matriz de acuerdo con la
invencién. Tal inmovilizacién preferentemente es especifica o selectiva en el sentido de que inmoviliza la enzima
mientras que otras proteinas y componentes presentes en la sangre o plasma sanguineo o una muestra de los mismos
(/n vitro) no se inmovilizan en un grado significativo.

La "inmovilizacién" de una enzima al soporte para proporcionar una matriz que pueda utilizarse en un dispositivo de
acuerdo con la invencidn se refiere a una interaccién no covalente o covalente que mantiene unidas dos moléculas.
De acuerdo con una realizacién de la invencion, la expresién se refiere a una interaccion covalente, es decir, a enzimas
unidas covalentemente. Las interacciones no covalentes incluyen, pero sin limitaciéon, enlaces de hidrdégeno,
interacciones idnicas entre grupos cargados, interacciones de van der Waals e interacciones hidréfobas entre grupos
no polares. Una o varias de estas interacciones pueden mediar en la unién de dos moléculas entre si. Por lo demas,
la unién puede ser especifica o selectiva, o inespecifica.

De acuerdo con una realizacién, la enzima comprende etiquetas de afinidad para inmovilizarla en el soporte. Las
etiquetas de afinidad pueden utilizarse para purificar la proteina durante la produccién y/o para inmovilizarlas en el
soporte de la matriz de la presente invencidn. Las etiquetas de afinidad pueden ser secuencias polipeptidicas cortas
o proteinas enteras, co-expresadas como socias de fusidén con las enzimas. Diferentes tipos de etiquetas de afinidad
son bien conocidos en la técnica, en donde la polihistidina o las etiquetas Hiss, las etiquetas C-myc y las etiquetas
FLAG estan especialmente bien descritas y son opciones para unir las enzimas de acuerdo con la invencién al material
de soporte. La unién no covalente de biotina a estrepavidina o avidina también puede utilizarse para inmovilizar la
enzima a un soporte.

De acuerdo con otra realizacién de la invencién, las enzimas se unen covalentemente al soporte como se detalla mas
adelante y/o como se describe en la técnica anterior. El acoplamiento covalente generalmente incluye la unién
covalente no dirigida al sitio de la proteina o la unién dirigida al sitio de la proteina. El soporte que constituye la base
para la generacién de una matriz debe proporcionar o facilitar la activaciéon quimica, permitiendo asi el acoplamiento
quimico de la enzima. Muchos métodos de acoplamiento para inmovilizar enzimas son bien conocidos en la técnica.

Por ejemplo, la quimica de activacion debe ser estable en un amplio rango de pH, las condiciones tampén y la
temperatura dan lugar a una lixiviacién insignificante de las enzimas. El método de acoplamiento debe evitar una
orientacién inadecuada, fijacién multisitio o impedimento estérico de la enzima. La densidad de enzimas por volumen
de matriz puede optimizarse para favorecer la accesibilidad a la diana y la reaccion.

El acoplamiento covalente puede realizarse mediante grupos funcionales comunes, incluidas aminas, alcoholes,
acidos carboxilicos, aldehidos y grupos epoxi. Los compuestos de carbodiimida pueden utilizarse para activar los
grupos carboxilicos de las proteinas y conjugarlos directamente con las aminas primarias de la superficie del soporte
mediante enlaces amida. Las carbodiimidas mas utilizadas son la EDC (1-etil-3-(-3-dimetilaminopropil) carbodiimida)
soluble en agua para la reticulaciéon acuosa y la DCC (N', N'-diclohexil carbodiimida) para métodos de sintesis organica
no acuosa.

Alternativamente, los soportes pueden llevar grupos funcionales especificos para acoplar a ellos un enlazador y/o una

enzima. Por ejemplo, las resinas funcionalizadas estan disponibles en el mercado y son conocidas por los expertos
en la materia. Una amplia gama de productos quimicos de acoplamiento, que implican aminas primarias, sulfhidrilos,
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aldehidos, hidroxilos y acidos carboxilicos estan disponibles en dichos soportes comerciales. Algunos ejemplos de
resinas activadas disponibles en el mercado son la resina de acoplamiento Carbolink, resina de epdxido Profinity™,
Affi-Gel 10 y 15, Sepharose™ 6B activada con epoxi, agarosa activada con cloruro de tresilo y polimeros de metacrilato
Purolite® de Lifetech™ funcionalizados con grupos epoxi.

De acuerdo con una realizacién de la invencién, el material de soporte debe ser poroso, en donde el tamafio de los
poros oscila entre 10 y 200 nm. De acuerdo con otra realizacién de la invencién, el soporte adopta la forma de perlas.
De acuerdo con otra realizacion més, el soporte de acuerdo con la invencién comprende perlas magnéticas. Las perlas
magnéticas se preparan atrapando magnetita en agarosa u otro material polimérico, en el que se inmoviliza la enzima
de acuerdo con la invencién.

De acuerdo con otra realizacién de la presente invencion, el soporte es una membrana. Las membranas como
componentes de las matrices de afinidad se han utilizado en la purificacién de proteinas, debido a su simplicidad,
facilidad de manejo, superficie reducida y menores limitaciones de difusién en comparacién con los geles, resinas y
perlas. Las membranas pueden adoptar la forma fisica de una fibra hueca o, como alternativa, de una membrana de
lamina plana. De acuerdo con una realizacién, el soporte comprende un dializador de membrana de fibra hueca para
hemodialisis, en donde el filtro es un hemodializador.

Las membranas de fibra hueca o de lamina plana para su uso como soportes en un dispositivo de acuerdo con la
invencién pueden estar compuestas de celulosa, éster de celulosa (acetato de celulosa y triacetato de celulosa),
poli(metilmetacrilato) (PMMA), poliamida (PA), otros polimeros que contienen nitrégeno (polibenzimidazol,
poliacrilonitrilo (PAN), poliglicidil metacrilato (PGMA), polivinilpirrolidona (PVP), polisulfona (PS), polietersulfona (PES)
o poliariletersulfona (PAES). Una membrana de fibra hueca que puede utilizarse ventajosamente para proporcionar
un dispositivo de acuerdo con la invencién tiene preferentemente un diametro interior del orden de 100 a 500 pm. De
acuerdo con otra realizacién de la invencién, especificamente cuando el soporte de membrana es una membrana de
hemodialisis como la descrita anteriormente, las membranas de fibra hueca se funcionalizan adicional o
alternativamente con una enzima de acuerdo con la invencién en el lado del lumen de las fibras donde pueden
interactuar directamente con el metabolito diana en la sangre o plasma sanguineo que perfunde el lumen de la
membrana de fibra hueca. La enzima puede también o alternativamente estar inmovilizada en el exterior de la
membrana.

Métodos de tratamiento sanguineo extracorpéreo:

La invencién incluye dispositivos que estan configurados para ubicarse en un circuito sanguineo extracorpéreo a través
del cual pasa la sangre de un paciente y que comprende medios para transportar sangre desde el sistema vascular
del paciente hasta un dispositivo de tratamiento sanguineo a un caudal definido y luego devolver la sangre tratada al
paciente, y en donde el dispositivo esta configurado ademas para reducir los niveles de ADMA y/o MMA en la sangre.

De acuerdo con la invencion, la expresion "purificacidn extracorpérea de la sangre" se refiere preferentemente al
proceso de eliminacidén de sustancias de los fluidos corporales mediante su eliminacién de la sangre que fluye en un
circuito desviado fuera del cuerpo del paciente (extracorpéreo). Dichas sustancias pueden incluir toxinas endégenas
(es decir, toxinas urémicas), venenos exbégenos (es decir, etilenglicol o toxina fungica), farmacos administrados, virus,
bacterias, anticuerpos, metabolitos y proteinas (es decir, IMHA, miastenia grave), células anormales (es decir,
leucemia) y el exceso de agua. Los procedimientos terapéuticos incluyen la hemodialisis, incluida la hemodiélisis
intermitente (HD, HDF, HF) y terapia renal sustitutiva continua (CRRT); hemoperfusién; recambio plasmético y aféresis
terapéutica. Tales métodos son conocidos por un experto y el dispositivo de la invencién puede incorporarse en
consecuencia.

La expresion "sangre", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a la sangre total que contiene todos
los componentes de la sangre de un organismo, incluidos los glébulos rojos, gldbulos blancos y plaquetas suspendidos
en plasma. La expresidn "plasma sanguineo” se refiere a este fluido, compuesto por aproximadamente un 92 % de
agua, 7 % de proteinas tales como albumina, gammaglobulina, fibrinégeno, factores complementarios, factores de
coagulacién y un 1 % de sales minerales, azUcares, grasas, electrolitos, hormonas y vitaminas que forma parte de la
sangre total pero ya no contiene glébulos rojos y blancos ni plaquetas. En el contexto de la presente invencidn, la
expresion "plasma sanguineo" o "plasma" se refiere a fracciones especificas del plasma sanguineo anteriormente
definido en su acepcién estandar, tal como, por ejemplo, suero sanguineo.

De acuerdo con un aspecto, los caudales sanguineos en un circuito extracorpéreo de purificacién de la sangre se
sitian entre 20 ml y 700 ml/min. Los caudales tipicos de dializado en un circuito extracorpéreo que comprende un
hemodializador para el tratamiento de la insuficiencia renal, ya sea ademas del dispositivo de tratamiento sanguineo
de acuerdo con la invencién o en los casos en que el hemodializador ademas esté configurado para metabolizar ADMA
y/o MMA, en el intervalo entre 0,5 I/h y 800 ml/min.

En la aféresis terapéutica se puede tratar la sangre entera o separarla en las fracciones que la componen, por ejemplo,

por centrifugacién o mediante una membrana plasmatica o un filtro, y la fraccidén que contiene el soluto que se
eliminarg, se trata especificamente antes de devolverlo al paciente.
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La presente invencién prevé un tratamiento de aféresis en el que se extrae sangre total o plasma (que contiene las
proteinas diana) de la sangre corriente del paciente y, después de haber estado en contacto con un dispositivo o matriz
de acuerdo con la invencién se devuelve al paciente. Los caudales tipicos de sangre o plasma en un circuito
extracorpéreo en donde el dispositivo de tratamiento sanguineo se perfunde con sangre total o plasma se sitian entre
30 ml/min y 200 ml/min, o 7 ml/min y 50 ml/min respectivamente.

De acuerdo con un aspecto, el circuito sanguineo extracorpéreo de acuerdo con la invencién estéd configurado para
realizar hemodialisis. En este caso, el dispositivo de acuerdo con la invencién es, por ejemplo, un hemodializador que
adicionalmente ha sido configurado para inmovilizar una proteina diana de acuerdo con la invencién. El circuito puede
funcionar en distintos modos de tratamiento en funcién de las necesidades médicas, entre los que se incluyen el modo
de hemodiélisis, hemodiafiltracion, hemofiltracion.

Figuras

La invencidén se describe, asi mismo, mediante las siguientes figuras. Se pretende representar una ilustracién més
detallada de una serie de realizaciones preferidas no limitantes o aspectos de la invencién sin limitar el alcance de la
invencién descrita en el presente documento.

Figura 1: Esquema de una realizacién preferida de la invencion.

Se extrae sangre del paciente a través de un acceso venoso, se anticoagula y se separa en sus componentes liquidos
y celulares mediante una centrifugadora o un filtro. El plasma separado se perfunde a través de una columna de
eliminacién de ADMA, como se describe en el presente documento, que contiene moléculas de DDAH1, DDAH2 y/o
AGXT?2 activas (en la figura se muestra la DDAH1 preferida), unidas en la matriz de la columna (preferentemente gel
de agarosa) que da lugar al metabolismo de ADMA y MMA, preferentemente a través del catabolismo de ADMA a I-
citrulina. El plasma agotado se reline con los componentes celulares de la sangre y se devuelve al paciente a través
de la linea de retorno sanguineo.

Ejemplos
La invencién se describe, asi mismo, mediante los siguientes ejemplos. Estos pretenden presentar apoyo a la
viabilidad de una serie de realizaciones preferidas no limitantes o aspectos de la invencién sin limitar el alcance de la

invencién descrita en el presente documento.

Ejemplo 1: Ensayo in vitro

La proteina recombinante DDAH-1 y/o-2 se acopla a perlas de agarosa. La actividad de la enzima DDAH inmovilizada
para el catabolismo de ADMA y MMA se prueba incubando plasma humano con las microesferas DDAH in vitro durante
periodos de tiempo variables y midiendo posteriormente la concentracién de L-citrulina como producto de la
degradacién hidrolitica de ADMA y/o MMA por DDAH. Las mediciones de L-citrulina a partir de muestras de plasma
se realizan utilizando kits adecuados disponibles en el mercado (por ejemplo, kits ELISA de L-citrulina, ALPCO 30-
6600, ensayos colormétricos, Immundiagnostik AG K6600).

Los experimentos iniciales demuestran una elevada actividad de DDAH in vitro tras el acoplamiento a perlas de
agarosa. Este resultado representa un cuadro previo importante para el desarrollo de una columna con una enzima
inmovilizada para la eliminacién extracorp6rea de ADMA y/o MMA.

Ejemplo 2: Produccién de la columna de ADMA

Para el agotamiento de ADMA, DDAH-1 y/o -2 recombinante se acopla a una resina de agarosa siguiendo un protocolo
establecido. Primero, se lava y equilibra la resina. La solucién de acoplamiento que contiene la proteina DDAH se
aflade a la agarosa equilibrada. La mezcla se agita suavemente durante varias horas. Después del acoplamiento, la
resina se lava varias veces y se resuspende en solucién salina tamponada con fosfato (PBS). Para probar la resina,
la resina se introduce en columnas de plastico disponibles en el mercado.

Ejemplo 3: Modelo animal

Los experimentos en columna de ADMA para mostrar la actividad de la proteina DDAH tras el acoplamiento de resina
utilizando muestras de plasma se llevan a cabo utilizando modelos mini porcinos apropiados con infarto de miocardio
inducido. En la técnica existen modelos adecuados (por ejemplo, Schuleri et a/., Comp Med. diciembre 2008;58(6):568-
79. Mizuno et al., Eur J Pharmacol. 2018 834:103-108), Hirano et al., Translational Medicine Communications 2017
2:1). El tamafio de la cicatriz y el rendimiento cardiaco antes, inmediatamente y en 24 horas tras el inicio del infarto se
miden. Las mediciones se llevan a cabo en muestras de plasma obtenidas de mdltiples minicerditos con infarto de
miocardio inducido con o sin tratamiento mediante columnas de DDAH.
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Ejemplo 4: Ensayos clinicos

Los primeros ensayos estan previstos en pacientes con infarto agudo de miocardio con elevacién del segmento ST
(IAMCEST), que tengan una hemodinamica estable y no presenten arritmias en la unidad de cuidados intensivos. Se
utilizara el sistema de aféresis terapéutica disponible en el mercado (ADAsorb®). Se trataran entre 3000-6000 ml de
plasma con una columna de ADMA a través de un acceso venoso periférico. Depende del valor de reduccién de ADMA,
las sesiones de aféresis se realizardn de 1 a 3 veces en las primeras 72 horas tras el ingreso del paciente, teniendo
en cuenta todos los procedimientos convencionales (PTA, endoproétesis vascular, etc.). Las mediciones de laboratorio
de los marcadores de dafio miocérdico, la electrocardiografia y la ecocardiografia se realizaran de acuerdo con las
directrices convencionales. El tamafio de la cicatriz se determinard mediante resonancia magnética utilizando técnicas
establecidas en las primeras 6 horas y en los dos dias siguientes al ingreso del paciente en el hospital. En los pacientes
de control se realizara una aféresis simulada.
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REIVINDICACIONES

1. Un dispositivo de tratamiento sanguineo configurado para reducir la cantidad de dimetilarginina asimétrica (ADMA)
y/o monometilarginina (MMA) en la sangre o plasma sanguineo de una persona que lo necesite en un circuito
sanguineo extracorpéreo, en donde el dispositivo comprende una matriz, y en donde dicha matriz comprende
dimetilarginina dimetilaminohidrolasa (DDAH) y/o alanina-glioxilato aminotransferasa 2 (AGXT2).

2. Un dispositivo de tratamiento sanguineo de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde:

a. la dimetilarginina dimetilaminohidrolasa (DDAH) esta inmovilizada a la matriz y configurada para hidrolizar
dimetilarginina asimétrica (ADMA) y/o monometilarginina (MMA) por catabolismo de ADMA y/o MMA a L-citrulina
en sangre o plasma sanguineo, y/o

b. la alanina-glioxilato aminotransferasa 2 (AGXT2) esta inmovilizada en la matriz y configurada para metabolizar
la dimetilarginina asimétrica (ADMA) y/o la monometilarginina (MMA) mediante transaminacion a acido alfa-ceto-
delta-(NN-dimetilguanidino) valérico (ADGV) y &cido alfa-ceto-delta-(N-monometilguanidino) valérico (MGV),
respectivamente, en sangre o plasma sanguineo.

3. Un dispositivo de tratamiento sanguineo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde
la dimetilarginina dimetilaminohidrolasa (DDAH) comprende o consiste en la isoforma 1 (DDAH1) y/o la isoforma 2
(DDAH2).

4. Un dispositivo de tratamiento sanguineo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde
la matriz comprende un soporte al que esta unida la dimetilarginina dimetilaminohidrolasa (DDAH) y/o la alanina-
glioxilato aminotransferasa 2 (AGXT2), en donde el soporte comprende o consiste en un material seleccionado del
grupo que consiste en una resina, perla, estera de fibra, material no tejido, espuma porosa y membrana, tal como una
membrana tubular de fibra hueca o lamina plana.

5. Un dispositivo de tratamiento sanguineo de acuerdo con la reivindicacién anterior, en donde el soporte y/o la matriz
comprenden o consisten en al menos un polimero, preferentemente seleccionado del grupo que consiste en alginato,
quitosano, quitina, coldgeno, carragenina, gelatina, almidén, pectina, celulosa, agarosa, dextrosa y sefarosa; un
material inorganico, preferentemente seleccionado del grupo que consiste en cerdmica, celita, silice, vidrio, carbén
activado y carbén vegetal; o un polimero sintético.

6. Un dispositivo de tratamiento sanguineo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde
la dimetilarginina dimetilaminohidrolasa (DDAH) y/o la alanina-glioxilato aminotransferasa 2 (AGXT2) estad unida
covalentemente a la matriz, tal como, por ejemplo, mediante reticulacién, o se une de manera no covalente a la matriz,
por ejemplo, mediante interacciones i6nicas o una etiqueta de afinidad.

7. Un dispositivo de tratamiento sanguineo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde
el dispositivo de tratamiento sanguineo esté ubicado en un circuito sanguineo extracorpéreo por el que pasa la sangre
del paciente, en donde dicho circuito comprende medios para transportar sangre desde el sistema vascular del
paciente hasta el dispositivo de tratamiento sanguineo a un caudal definido y para devolver la sangre tratada al
paciente.

8. Un dispositivo de tratamiento sanguineo de acuerdo con la reivindicacién anterior, en donde el circuito sanguineo
extracorpéreo en el que se sitta el dispositivo de tratamiento sanguineo comprende ademas un separador de plasma,
como un filtro de plasma o un sistema de separacién de plasma basado en una centrifugadora o una combinacién de
los mismos (por ejemplo, un separador de disco), que permite separar el plasma de la sangre, y en donde el dispositivo
de tratamiento sanguineo est ubicado aguas abajo de una salida de plasma del separador de plasma.

9. Un dispositivo de tratamiento sanguineo de acuerdo con la reivindicacién 7, en donde el circuito sanguineo
extracorpéreo en el que se sitla el dispositivo de tratamiento sanguineo comprende ademéas un hemofiltro para la
dialisis de la sangre que se sitla aguas arriba o aguas abajo del dispositivo de tratamiento sanguineo, o en donde el
dispositivo de tratamiento sanguineo es un hemofiltro para la dialisis de la sangre.

10. Un aparato de tratamiento sanguineo de acuerdo con las reivindicaciones 7 o 9, en donde el dispositivo de
tratamiento sanguineo es una columna y se perfunde con sangre total.

11. Un circuito sanguineo extracorpéreo que comprende un dispositivo de tratamiento sanguineo de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el circuito sanguineo extracorpéreo comprende medios para
transportar sangre o plasma sanguineo desde el sistema vascular del paciente hasta el dispositivo de tratamiento
sanguineo a un caudal definido y medios para devolver la sangre o el plasma sanguineo tratado al paciente.

12. Un dispositivo de tratamiento sanguineo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores para su
uso como medicamento en el tratamiento y/o la prevencién de:
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a. un cuadro clinico asociado con niveles elevados de dimetilarginina asimétrica (ADMA) y/o monometilarginina
(MMA) en la sangre o el plasma sanguineo de un sujeto, en comparacidén con controles sanos, y/o

b. un cuadro clinico asociado con una produccién y/o una biodisponibilidad de éxido nitrico (NO) deficiente en
comparacién con controles sanos.

13. El dispositivo de tratamiento sanguineo para su uso como medicamento de acuerdo con la reivindicacién 12, en
donde el cuadro clinico es:

a. una enfermedad vascular y/o cardiaca, preferentemente seleccionada del grupo formado por enfermedad arterial
coronaria, enfermedad auricular periférica, enfermedad arterial cerebral, insuficiencia cardiaca, dislipidemias,
hipertensién arterial, hipertensién pulmonar, eclampsia, ulcera digital, disfuncién eréctil, migrafias, lesiones
vasculares trauméticas, vasculopatias de trasplantes, lesiones microvasculares, remodelacién miocardica y
remodelacién vascular, lesiones por isquemia-reperfusién y/o enfermedades vasoespasticas.

b. complicaciones vasculares y cardiacas de enfermedades metabdlicas, tales como diabetes mellitus,
dislipidemias, hiperhomocisteinemia y/o hiperuricemia

¢. una enfermedad hepatica y/o renal

14. Una enzima que metaboliza la dimetilarginina asimétrica (ADMA) y/o la monometilarginina (MMA), seleccionada
entre dimetilarginina dimetilaminohidrolasa (DDAH) y/o alanina-glioxilato aminotransferasa 2 (AGXT2), para su uso
como medicamento en el tratamiento y/o la prevencién de un cuadro clinico asociado con niveles elevados de
dimetilarginina asimétrica (ADMA) y/o monometilarginina (MMA) en la sangre o el plasma sanguineo de un sujeto, en
comparacién con controles sanos, en donde dicha enzima se inmoviliza en una matriz de un dispositivo de tratamiento
sanguineo.
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Fig. 1
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