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DESCRIPCION
Adsorbentes poliméricos de hemoperfusion de seleccién de tamafio
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

Los adsorbentes poliméricos porosos de seleccion de tamafo de esta invencién son biocompatibles vy
hemocompatibles y se disefian para funcionar en contacto directo con fluidos corporales. Estos adsorbentes son
utiles junto con la hemodidlisis para extraer y controlar la concentracion sanguinea de Bz-microglobulina sin perturbar
significativamente los niveles de albumina, inmunoglobulinas, leucocitos, eritrocitos y plaquetas. Estos adsorbentes
poliméricos también son muy eficaces en la extraccion de citocinas a partir de la sangre de pacientes con septicemia
manteniendo los componentes fisioldgicamente requeridos de la sangre a niveles clinicamente aceptables. Estos
adsorbentes también son Utiles para la purificacién de plasma sanguineo por su capacidad para eliminar de manera
selectiva toxinas proteicas de tamafo pequefio a medio sin alterar el nivel de los otros componentes del plasma.

Descripcion de la técnica relacionada

Las técnicas de purificacion de sangre extracorporal son importantes en muchos tratamientos médicos, incluyendo
hemodialisis, hemofiltracion, hemoperfusién, perfusién de plasma y combinaciones de estos métodos. La
hemodidlisis y la hemofiltracién implican hacer pasar sangre completa a través de fibras huecas para eliminar el
exceso de agua y los compuestos de pequeno tamafio molecular, pero no pueden eliminar las toxinas proteicas
como la beta-2-microglobulina (B2M) y las citocinas. La hemoperfusion consiste en hacer pasar sangre completa
sobre un adsorbente para eliminar los contaminantes de la sangre. La perfusion de plasma consiste en hacer pasar
plasma sanguineo a través de un adsorbente. En la hemoperfusion, la sangre completa tratada regresa al sistema
de circulaciéon sanguinea del paciente.

Ademas de los requisitos habituales tales como la hemocompatibilidad y la esterilidad de los dispositivos médicos,
un adsorbente ideal para la hemoperfusion y la perfusién de plasma debe tener una selectividad y una capacidad de
adsorcion adecuadas para adsorber toxinas con exclusion de componentes Utiles para que sea beneficioso para el
paciente.

Los materiales adsorbentes convencionales incluyen carbén activado, silicatos, diatomita y resinas porosas
sintéticas. Se ha informado del carbdn activado en la adsorcion extracorporal para el tratamiento de la esquizofrenia
(Kinney, patente estadounidense; 4.300.551; 1981). Se han dado a conocer diversos adsorbentes poliméricos
sintéticos para eliminar la toxina 1 del sindrome de choque téxico, bradicinina y endotoxina a partir de la sangre
(Hirai, et al. patentes estadounidenses 6.315.907; 2001; 6387362; 2002, y 6132610; 2000), y para eliminar venenos
y/o farmacos a partir de la sangre de animales (Kunin, et al., patente estadounidense 3.794.584; 1974). La adsorcién
por parte de los adsorbentes anteriores es generalmente bastante no selectiva y, por tanto, esta limitada a
tratamientos a corto plazo.

La mayoria de las resinas porosas comerciales se sintetizan mediante sintesis macrorreticular (Meitzner, et al.,
patente estadounidense; 4.224.415; 1980), tales como Amberlite XAD-4® y Amberlite XAD-16® de Rohm and Haas
Company, o mediante sintesis por hiperreticulacion, tal como se describe en Davankov et al. J. Polymer Science,
simposio n.? 47, 95-101 (1974), usada para fabricar las resinas Hpersol-Macronet® por Purolite Corp. Muchos
adsorbentes poliméricos convencionales tienen una gran superficie de poro y capacidad de adsorcidn, pero una falta
de selectividad debido a la amplia distribucion de tamafo de poro. Otros se producen para adsorber pequefas
moléculas organicas o no son hemocompatibles y, por tanto, no son adecuados para la adsorciéon selectiva de
proteinas de tamario medio directamente a partir de los fluidos corporales.

Para potenciar la hemocompatibilidad, muchas técnicas implican recubrir el adsorbente hidréfobo con materiales
hidréfilos tales como poliacrilamida y poli(metacrilato de hidroxietilo) (Clark, patente estadounidense 4.048.064;
1977; Nakashima, et al., patente estadounidense 4.171.283; 1979). Un recubrimiento de copolimero de metacrilato
de 2-hidroxietilo con metacrilato de dietilaminoetilo se informa por Watanabe, et al. (patente estadounidense
5.051.185; 1991). Davankov, et al. (patente estadounidense 6.114.466; 2000) dieron a conocer un método de injerto
en la superficie externa de monémeros hidréfilos de perlas poliméricas porosas que incluyen metacrilato de 2-
hidroxietilo, N-vinilpirrolidinona, N-vinilcaprolactama y acrilamida. Recientemente, Albright (patente estadounidense
6.884.829 B2; 2005) dieron a conocer el uso de dispersantes tensioactivos, incluyendo poli(alcohol vinilico),
poli(metacrilato de dimetilaminoetilo), poli(vinilpirrolidinona) e hidroxietilcelulosa, durante la sintesis macrorreticular
para producir una superficie hemocompatible en las perlas porosas en una sintesis de una etapa.

La estructura interna de los poros (distribucién de diametros de poro, volumen de poro y superficie de poro) del
adsorbente es muy importante para la selectividad de adsorcién. Un cartucho que contiene un lecho fijo de
adsorbente con diametros de poro efectivos que varian de 2 Angstrom a 60 Angstrom se dio a conocer para la
hemoperfusion por Clark (patente estadounidense 4.048.064; 1977). Este intervalo de tamafio de poro se especificd
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principalmente para la desintoxicacién y la prevencion de la adsorcién de anticoagulantes, plaguetas y leucocitos a
partir de la sangre, pero es inadecuado para adsorber proteinas de tamafo medio como el citocromo-c y la beta-2-
microglobulina. De manera similar, el recubrimiento de adsorbentes inorganicos, tales como el silicato y la diatomita,
con una pelicula de membrana que tiene tamafios de poro superiores a 20 Angstrom se dio a conocer por Mazid
(patente estadounidense 5.149.425; 1992) para la preparacion de adsorbentes de hemoperfusion. Mas
recientemente, Giebelhausen (patente estadounidense, 551.700; 2003) dio a conocer un adsorbente esférico con
una microestructura pronunciada con diametros de poro de 0-40 Angstrom y un volumen total de microporos de al
menos 0,6 cm®/g para la adsorcidén de agentes de guerra quimica, gases y vapores toxicos y agentes refrigerantes.
Las estructuras de poro anteriores son demasiado pequefas para la adsorcion de proteinas de tamafo medio a
partir de los fluidos fisiolégicos.

Un adsorbente con una amplia distribucién de tamafio de poro (40 Angstrom ~ 9.000 Angstrom de diametro) se dio a
conocer para adsorber proteinas, enzimas, antigenos y anticuerpos por Miyake et al. (patente estadounidense
4.246.351; 1981). El adsorbente sorbe tanto las toxinas como las proteinas beneficiosas tales como la albumina a
partir de la sangre debido a su amplia distribuciéon de tamafo de poro. Se describieron anticuerpos inmovilizadores y
proteinas de unién a IgG sobre adsorbentes poliméricos porosos para mejorar la selectividad de los adsorbentes que
tienen distribuciones de tamano de poro amplias para reducir las lipoproteinas de baja densidad, para tratar la
ateroesclerosis, para adsorber el factor de artritis reumatoide (Strahilevitz, patente estadounidense 6.676.622; 2004)
y para eliminar el virus de la hepatitis C a partir de la sangre (Ogino et al. patente estadounidense 6.600.014; 2003).
Sin embargo, los anticuerpos o las proteinas unidos a los adsorbentes podrian aumentar en gran medida los efectos
secundarios de una hemoperfusién o de un dispositivo de perfusién de plasma y podrian aumentar en gran medida
la dificultad para mantener la esterilidad de los dispositivos.

La eliminacion de la beta-2-microglobulina por hemoperfusién directa fue beneficiosa para los pacientes renales
(Kazama, “Nephrol. Dial. Transplant”, 2001, 16:31-35). Un adsorbente con una porcién potenciada de poros en un
intervalo de diametro entre 10 Angstrom y 100 Angstrom se describié por Braverman et al. (patente estadounidense
5.904.663; 1999) para eliminar la beta-2-microglobulina a partir de la sangre y por Davankov et al (patente
estadounidense 6.527.735; 2003) para eliminar toxinas en el intervalo de peso molecular de 300-30.000 Dalton a
partir de un fluido fisiolégico. Strom, et al. (patente estadounidense 6.338.801; 2002) describieron un método de
sintesis para resinas poliméricas con tamafnos de poro en el intervalo de 20 Angstrom a 500 Angstrom destinadas a
adsorber la beta-2-microglobulina. El estudio in vitro de los presentes inventores muestra que las estructuras de poro
propuestas por Davankov y Strom, sin embargo, son inadecuadas para una adsorcion selectiva de proteinas de
tamafno medio tales como la beta-2-microglobulina y el citocromo-c en presencia de albumina sérica. DAVANKOV V
ET AL, “Polymeric adsorbent for removing toxic proteins from blood of patients with kidney failure” Journal of
Chromatography B: Biomedical Applications, Elsevier Science Publishers, vol. 739, n.2 1, 1 de febrero de 2000,
paginas 73-80 dan a conocer un polimero estirénico hiperreticulado con una proporcién potenciada de mesoporos en
el intervalo de 2 a 20 nm.

Otros polimeros porosos generales para un catalizador se describen en ALBRIGHT ET AL, “Porous polymers as an
anchor for catalysis”, Reactive Polymers, lon Exchangers, Sorbents, Elsevier, vol. 4, n.2 2, 1 de abril de 1986,
paginas 155-174.

Otra resina polimérica adecuada para la adsorcién de componentes no saludables de la sangre, tales como la beta2-
microglobulina, se da a conocer en el documento US 2001/008958 A1.

A diferencia de las divulgaciones anteriores, los adsorbentes poliméricos porosos especificados en la presente
invencion demuestran una alta selectividad para adsorber proteinas de tamafo pequefio y medio con exclusion de
las proteinas grandes con pesos moleculares superiores a 50.000 Dalton. Mas significativamente, la presente
invencion da a conocer adsorbentes para hemoperfusion adecuados para el tratamiento clinico a largo plazo, ya que
los componentes saludables tales como la albumina, los glébulos rojos, las plaquetas y los glébulos blancos se
mantienen a niveles clinicamente aceptables.

Sumario de la invencion

En particular, se proporciona un polimero poroso de seleccion de tamafo que tiene las caracteristicas definidas en la
reivindicacién 1. En una realizacion, la presente invencion se refiere a un polimero poroso para sorber moléculas
proteicas de tamafo pequefio a medio y excluir la sorcion de proteinas sanguineas grandes, comprendiendo el
polimero una pluralidad de poros. Los poros sorben moléculas proteicas de tamafo pequefio a medio iguales o
inferiores a 50.000 Dalton. En otra realizacion, el polimero es biocompatible y/o hemocompatible.

En adn otra realizacion, el polimero comprende una pluralidad de poros con didmetros de aproximadamente
75 Angstrom a aproximadamente 300 Angstrom. En otra realizacion, el polimero puede tener una pluralidad de
poros dentro del intervalo anterior. En otra realizacion adicional, el polimero tiene sus poros de operacién dentro del
intervalo mencionado anteriormente y también puede tener poros de no operacién por debajo del intervalo de 75
Angstrom. En otra realizacion, el polimero no tiene mas del 2,0% en volumen de su volumen total de poros en poros
con diametros superiores a 300 Angstrom. Para los fines de esta invencion, el término “proteinas sanguineas
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grandes” se define como cualquier proteina sanguinea de mas de 50.000 Dalton de tamano y el término “moléculas
proteicas sanguineas” se refiere a proteinas sanguineas de tamafno pequefo a medio iguales o inferiores a 50.000
Dalton.

En todavia aun otra realizacion, la geometria del polimero es una perla esférica. En una realizaciéon adicional, el
polimero tiene un volumen de poro mayor del 98,0% en poros mas pequefios de 300 Angstrom de diametro.

En otra realizacién adicional, el polimero se usa en contacto directo con sangre completa para adsorber moléculas
proteicas tales como z-microglobulina, pero excluyendo la sorcién de proteinas sanguineas mas grandes,
seleccionandose dichas proteinas sanguineas grandes de un grupo que consiste esencialmente en hemoglobina,
albumina, inmunoglobulinas, fibrindgeno, proteinas séricas mayores de 50.000 Dalton y mezclas de los mismos. En
aun otra realizacion adicional, el polimero tiene una selectividad de superficie interna para adsorber proteinas mas
pequefias de 50.000 Dalton, que tienen de poca a ninguna selectividad para adsorber vitaminas, glucosa,
electrolitos, grasas y otros nutrientes moleculares pequefios hidréfilos portados en la sangre.

En todavia una realizacién adicional, el polimero se hace poroso usando sintesis macrorreticular o sintesis de
macrorredes. En todavia aun una realizacién adicional, el polimero se elabora usando polimerizacién en suspension.

En otra realizacion, el polimero se construye a partir de monémeros aromaticos de estireno y etilvinilbenceno con
reticulacion proporcionada por divinilbenceno, trivinilciclohexano, trivinilbenceno, divinilnaftaleno, divinilsulfona,
triacrilato de trimetilolpropano, trimetacrilato de trimetilolpropano y mezclas de los mismos.

En aun otra realizacion, el agente estabilizante para la polimerizacion en suspension en goticulas se selecciona de
un grupo que consiste esencialmente en polimeros hemocompatibilizantes, siendo dichos polimeros poli(N-
vinilpirrolidinona),  poli(acrilato de  hidroxietilo), poli(metacrilato  de  hidroxietilo),  hidroxietilcelulosa,
hidroxipropilcelulosa, sales de poli(acido acrilico), sales de poli(acido metacrilico), poli(acrilato de dimetilaminoetilo),
poli(metacrilato de dimetilaminoetilo), poli(acrilato de dietilaminoetilo), poli(metacrilato de dietilaminoetilo) y mezclas
de los mismos.

En todavia otra realizacion, el polimero se hace hemocompatible mediante recubrimientos exteriores de poli(N-
vinilpirrolidinona),  poli(acrilato  de  hidroxietilo),  poli(metacrilato  de  hidroxietilo),  hidroxietilcelulosa,
hidroxipropilcelulosa, sales de poli(acido acrilico), sales de poli(acido metacrilico), poli(metacrilato de
dimetilaminoetilo), poli(acrilato de dimetilaminoetilo), poli(acrilato de dietilaminoetilo), poli(metacrilato de
dietilaminoetilo) y mezclas de los mismos.

En adn otra realizacion, el polimero se hace hemocompatible mediante injerto superficial de los recubrimientos
exteriores hemocompatibles de manera simultanea con la formacién de las perlas poliméricas porosas. En todavia
aun otra realizacion, el polimero se hace hemocompatible mediante injerto superficial de los recubrimientos
exteriores hemocompatibles sobre las perlas poliméricas porosas preformadas.

En una realizacion adicional, la presente divulgacion se refiere a un adsorbente polimérico para excluir la albumina
de la sorcién. El polimero comprende poros con diametros de desde aproximadamente 75 Angstrom hasta
aproximadamente 300 Angstrom.

En otra realizaciéon adicional, la presente invencién proporciona un polimero hemocompatible que comprende un
intervalo de poros de operacion. El intervalo de poros de operacion tiene diametros de poro de desde
aproximadamente 75 Angstrom hasta aproximadamente 300 Angstrom y el polimero se disefia para adsorber
moléculas proteicas sanguineas.

En otra realizacion, la presente invencién se refiere a un polimero de selecciéon de tamafo para sorber proteinas de
transmisién hematica de tamafo pequerio a medio y excluir la sorcién de proteinas de transmisién hematica
grandes; el polimero comprende una pluralidad de poros, y los poros tienen diametros de desde aproximadamente
75 Angstrom hasta aproximadamente 300 Angstrom. El polimero se usa en contacto directo con sangre completa
para adsorber citocinas y PB2-microglobulina, pero excluye la adsorciéon de proteinas de transmision hemética
grandes, y las proteinas de transmision hematica grandes se seleccionan de un grupo que consiste esencialmente
en hemoglobina, albumina, inmunoglobulinas, fibrinbgeno, proteinas séricas mayores de 50.000 Dalton y mezclas de
los mismos. Para los fines de esta invencion, el término “proteinas de transmision hematica” incluye enzimas,
hormonas y proteinas reguladoras tales como citocinas y quimiocinas.

La presente invencion da a conocer adsorbentes poliméricos porosos de seleccion de tamano, biocompatibles y
hemocompatibles cuyas estructuras de poro se disefian para la eficacia en la hemoperfusion. Para la eficacia en la
hemoperfusion, los adsorbentes deben sorber proteinas de manera selectiva con respecto a las otras especies
moleculares pequefas y las moléculas hidréfilas presentes en la sangre. La sorcion de proteinas también debe
restringirse a tamanos moleculares mas pequefios de 50.000 Dalton de manera que las proteinas importantes
necesarias para la homeostasis saludable (albumina, inmunoglobulinas, fibrinbgeno) permanezcan en la sangre
durante el tratamiento por hemoperfusion.
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Los adsorbentes poliméricos porosos de esta invencién tienen un recubrimiento superficial exterior hemocompatible
y un sistema de poros interno con una superficie de poro aromatica para la selectividad de proteinas y un volumen
de poro principal que esta dentro del intervalo de diametro de poro de 100 Angstrom a 300 Angstrom esencialmente
sin poros mayores de 300 Angstrom de diametro. El volumen de poro en poros mayores de 300 Angstrom es del
2,0% o menos del volumen total de poro. Estos adsorbentes poliméricos porosos excluyen la entrada en el sistema
de poros de moléculas proteicas mayores de 50.000 Dalton, pero proporcionan un buen transporte de masas en el
sistema de poros para las moléculas proteicas con tamafios menores de 35.000 Dalton.

Los polimeros porosos de esta invencion se construyen a partir de mondmeros aromaticos de estireno y
etilvinilbenceno con reticulacion proporcionada por uno de los siguientes o mezclas de los siguientes de
divinilbenceno, trivinilciclohexano, triacrilato de trimetilolpropano y trimetacrilato de trimetilolpropano. Otros agentes
de reticulacion que pueden usarse para construir los adsorbentes poliméricos porosos de esta invencién son
divinilnaftaleno, trivinilbenceno y divinilsulfona, y mezclas de los mismos.

Los polimeros porosos de esta invencidn se elaboran mediante polimerizacion en suspension en una fase acuosa
formulada con iniciacion por radicales libres en presencia de dispersantes en fase acuosa que se seleccionan para
proporcionar una superficie exterior biocompatible y hemocompatible a las perlas poliméricas formadas. Las perlas
se hacen porosas mediante la sintesis macrorreticular con un porégeno (precipitante) seleccionado apropiadamente
y un perfil de tiempo-temperatura apropiado para la polimerizacion para desarrollar la estructura de poro apropiada.

Las perlas porosas también se elaboran con tamafos de poro pequefios mediante la metodologia de
hiperreticulacién, que también se conoce como creacién de macrorredes o sintesis de macrorredes. En esta
metodologia, un polimero en gel ligeramente reticulado (reticulacién habitualmente de menos del dos % en peso) se
hincha en un buen agente de hinchamiento difuncional para la matriz polimérica. En el estado hinchado, la matriz
polimérica se reticula mediante una reaccién catalizada. La reaccion catalizada suele ser una reaccion de Friedel-
Crafts catalizada por un catalizador de acido de Lewis. El producto resultante es un polimero macroporoso que es un
polimero reticulado que tiene una estructura de poro permanente en un estado seco, no hinchado.

Para los fines de esta invencion, el término “biocompatible” se define como una condicién de compatibilidad con
fluidos fisiolégicos sin producir cambios clinicos inaceptables dentro de los fluidos fisiol6gicos. El término
“hemocompatible” se define como una condicién en la que un material, cuando se pone en contacto con sangre
completa o plasma sanguineo, da como resultado cambios fisioldgicos clinicamente aceptables.

Los recubrimientos superficiales exteriores biocompatibles y hemocompatibles de las perlas poliméricas se unen
covalentemente a la superficie de las perlas mediante injerto de radicales libres. El injerto de radicales libres se
produce durante la transformacion de las goticulas de monémero en perlas poliméricas. El dispersante que recubre y
estabiliza las goticulas de monémero se une covalentemente a la superficie de la goticula a medida que los
monomeros dentro de las goticulas se polimerizan y se convierten en polimero. Los recubrimientos superficiales
exteriores biocompatibles y hemocompatibles pueden injertarse covalentemente sobre las perlas poliméricas
preformadas si el dispersante usado en la polimerizacion en suspension no es uno que confiera biocompatibilidad o
hemocompatibilidad. El injerto de recubrimientos biocompatibles y hemocompatibles sobre perlas poliméricas
preformadas se lleva a cabo activando iniciadores de radicales libres en presencia de o bien los monémeros o bien
oligbmeros de bajo peso molecular de los polimeros que confieren biocompatibilidad o hemocompatibilidad al
recubrimiento superficial.

Los recubrimientos superficiales exteriores biocompatibles y hemocompatibles de las perlas poliméricas se
proporcionan por un grupo de polimeros que consiste en de poli(N-vinilpirrolidinona), poli(metacrilato de hidroxietilo),
poli(acrilato de hidroxietilo), hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, sales de poli(acido acrilico), sales de poli(acido
metacrilico), poli(metacrilato de dimetilaminoetilo), poli(acrilato de dimetilaminoetilo), poli(acrilato de dietilaminoetilo)
y poli(metacrilato de dietilaminoetilo).

Los dispositivos de hemoperfusién y perfusion consisten en un lecho fijo de perlas de perlas poliméricas porosas de
seleccién de tamafo en un recipiente de flujo continuo equipado con una malla de retencién tanto en el extremo de
salida como en el extremo de entrada para mantener el lecho de perlas dentro del recipiente. Las operaciones de
hemoperfusion y perfusién se realizan haciendo pasar la sangre completa, el plasma sanguineo o el fluido fisiol6gico
a través del lecho fijo de perlas. Durante la perfusion a través del lecho de perlas, las moléculas proteicas mas
pequerias de 35.000 Dalton se extraen por adsorcion, mientras que el resto de los componentes fluidos pasan
esencialmente sin cambios de concentracion.

Para los fines de esta invencion, el término “perfusion” se define como el paso de un fluido fisiolégico por medio de
un circuito extracorporal adecuado a través de un dispositivo que contiene el adsorbente polimérico poroso para
eliminar toxinas y proteinas a partir del fluido. El término “hemoperfusion” es un caso especial de perfusion en el que
el fluido fisiolégico es sangre. El término “dispersante” o “agente dispersante” se define como una sustancia que
confiere un efecto estabilizante sobre una matriz finamente dividida de goticulas liquidas inmiscibles suspendidas en
un medio fluidizante. El término “sintesis macrorreticular” se define como una polimerizacion de monémeros para dar
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un polimero en presencia de un precipitante inerte que fuerza a las moléculas de polimero en crecimiento a salir del
liguido monomérico a un determinado tamafio molecular dictado por los equilibrios de fases para dar particulas
solidas de microgel de tamafio nanométrico de simetria esférica o casi esférica empaquetadas juntas para dar una
perla con poros fisicos de una estructura de celda abierta, tal como se describe en la patente estadounidense
4.297.220 y Meitzner y Ohne, 27 de octubre de 1981; R.L. Albright, Reactive Polymers, 4, 155-174 (1986). Para los
fines de esta invencion, el término “sorber” se define como “captar y unir por absorcién y adsorcion”.

Breve descripcion de las varias vistas de los dibujos

A continuacion en el presente documento, se dan a conocer realizaciones preferidas con referencia a la figura
adjunta, que ilustra los datos de estructuras de poro pertinentes y los resultados de perfusiéon de proteinas llevados a
cabo en los cinco adsorbentes.

Descripcion detallada

Segun sea necesario, se dan a conocer en el presente documento realizaciones detalladas; debe entenderse que
las realizaciones dadas a conocer son simplemente a modo de ejemplo.

Se caracterizan cinco adsorbentes poliméricos porosos para determinar sus estructuras de poro y se evallan para
determinar su adsorcion competitiva de citocromo-c (11.685 Dalton de tamafio) con respecto a albimina sérica
(66.462 Dalton de tamafo). Las sintesis de adsorbentes se describen en el ejemplo 1; la caracterizacion de
estructuras de poro se proporciona en el ejemplo 2; el procedimiento de adsorciéon dinamica competitiva y los
resultados se proporcionan en el ejemplo 3; y la eficacia competitiva para captar la proteina citocromo-c mas
pequeria con respecto a la molécula de albumina mas grande se analiza en el ejemplo 4.

EJEMPLO 1: SINTESIS DE ADSORBENTES

El procedimiento de sintesis consiste en (1) preparar la fase acuosa, (2) preparar la fase organica, (3) llevar a cabo
la polimerizacion en suspension y (4) purificar el producto adsorbente polimérico poroso resultante. Las
composiciones de fase acuosa son las mismas para todas las polimerizaciones. La tabla 1A enumera la composicion
en porcentaje de la fase acuosa y la tabla 1B proporciona las cargas de material tipicas para una serie de
polimerizacion en un reactor de cinco litros.

Tabla 1A

Composicion de fase acuosa
% en peso

Agua ultrapura 97,787
Agente dispersante: poli(alcohol vinilico) 0,290
Fosfato de monosodio 0,300
Fosfato de disodio 1,000
Fosfato de trisodio 0,620
Nitrito de sodio 0,003

Tabla 1B

Cargas de material para una serie de polimerizacion tipica en un reactor de cinco litros

Volumen de fase acuosa 1750,00 ml
Densidad de fase acuosa 1,035 g/ml
Peso de fase acuosa 1811,25¢
Razo6n volumétrica, fase acuosa/fase organica 1,05
Volumen de fase organica 1665,0 ml
Densidad de fase organica 0,84093
g/ml
Peso de fase organica, excluyendo la carga de iniciador 1400,15¢
Volumen total de reaccion 3415,0 ml
Peso total de reaccion 321140 ¢
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Iniciador, per6xido de benzoilo puro (BPO) 8,07606 g
Iniciador, BPO al 97% 8,3258 ¢

(Nota: la carga de iniciador se calcula s6lo en la cantidad de mondmeros polimerizables
introducidos en el reactor.)

Divinilbenceno (DVB) comercial al 63%, 98,65 mondmeros polimerizables de DVB 794,814 g
y EVB (etilvinilbenceno); 1,35% de compuestos inertes; 63,17% de DVB; 35,48%

de EVB

Tolueno 269,300 g
Isooctano 336,036 g
Pero6xido de benzoilo, 97% 8,3258 g
Total, carga organica 1408,4758

g

Tras la preparacion de la fase acuosa y la fase organica, se vierte la fase acuosa en el reactor de cinco litros y se
calienta hasta 65°C con agitacion. Se vierte la fase organica premezclada que incluye el iniciador en el reactor sobre
la fase acuosa con la velocidad de agitacion ajustada a las rpm para la formacion del tamano de goticula apropiado.
Se calienta la dispersion de goticulas organicas hasta la temperatura seleccionada para la polimerizacién y se
mantiene a esta temperatura durante el tiempo deseado para completar la conversién de los monémeros en el
polimero reticulado y, por tanto, fijar la estructura de poro. Se destruye el iniciador sin reaccionar calentando la
suspension de perlas durante dos horas a una temperatura en la que la semivida del iniciador es de una hora o
menos. Para el iniciador, peréxido de benzoilo, se destruye el iniciador sin reaccionar calentando la suspensién a
95°C durante dos horas.

Se enfria la suspension, se extraen por sifén las aguas madres a partir de las perlas y se lavan las perlas cinco
veces con agua ultrapura. Se liberan las perlas del porégeno y otros compuestos organicos mediante una técnica de
limpieza térmica. Este procedimiento da como resultado un adsorbente poroso limpio y seco en forma de perlas
poliméricas esféricas y porosas.

Tabla 1C

Componentes de las sintesis de adsorbentes

Identidad del polimero Adsorbente 1 Adsorbente 2 Adsorbente 3 Adsorbente 4 Adsorbente 5
poroso

% en peso? % en peso? % en peso? % en peso?
Divinilbenceno, (DVB), 35,859 El adsorbente 2 es una 26,163 22,4127 22,4127
puro resina comercial,

20,141 Amberlite  XAD-168, 14,695 12,5883 12,5883

Etilvinilbenceno (EVB), fabricada por Rohm and

puro
Haas Company

Compuestos inertes 0,766 0,559 0,4790 0,4790

Tolueno 19,234 27,263 64,521 54,841

Isooctano polimerizable 24,00 31,319 0,00 9,680

Monémeros 56,00 40,8584 35,00 35,00

Per6xido de benzoilo 44,00 59,1416 65,00 65,00

porégeno

(BPO), Puro; % en peso 1,03 0,7447 2,00 4,00

basado en el contenido

de mondémeros

polimerizables

Polimerizacion, 75910 h 80916 h 70%24 h 65%24 h

2C/tiempo, h

95%2 h 95%2 h

a.) Valor en % en peso basado en el peso total de la fase organica excluyendo el iniciador.




10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 880 509 T3

EJEMPLO 2: CARACTERIZACION DE LAS ESTRUCTURAS DE PORO

Las estructuras de poro de los lechos poliméricos adsorbentes identificados en la tabla 1C se analizaron con un
instrumento Micromeritics ASAP 2010. Los resultados se proporcionan en la figura en la que el volumen de poro se
representa graficamente en funcion del diametro de poro. El grafico de la figura presenta la distribucién de volumen
de poro en el intervalo de tamario de poro.

El volumen de poro se divide en categorias dentro de los intervalos de tamafo de poro para cada uno de los cinco
polimeros adsorbentes y estos valores se proporcionan en la tabla 2. El volumen de poro de capacidad es el
volumen de poro que es accesible para la sorcion de proteinas y consiste en el volumen de poro en poros mayores
de 100 Angstrom de diametro. El volumen de poro efectivo es el volumen de poro que es selectivamente accesible a
proteinas mas pequefias de 35.000 Dalton y consiste en didmetros de poro dentro del intervalo de 100 a
250 Angstrom de diametro. El volumen de poro de mayor tamafio es el volumen de poro accesible a proteinas
mayores de 35.000 Dalton y consiste en el volumen de poro en poros mayores de 250 Angstrom de diametro. El
volumen de poro de menor tamafio es el volumen de poro en poros mas pequeiios de 100 Angstrom de diametro y
no es accesible para proteinas mayores de aproximadamente 10.000 Dalton.

Tabla 2

Caracterizacion de estructuras de poro de los adsorbentes
Identidad del polimero poroso Adsorbente 1 Adsorbente 2 Adsorbente 3 Adsorbente 4 Adsorbente 5

Volumen de poro de capacidad,

cm®g; Dp, 100 A—2000 A 0,5850 1,245 1,5156 0,3148 0,6854
Volumen de poro efectivo,
cmd/g; Dp, 100 A—250 A 0,5678 0,986 0,3330 0,3060 0,6728
Volumen de poro de mayor
tamario, cm¥g; Dp > 250 A 0,0172 0,259 1,1826 0,0089 0,0126
Volumen de poro de menor
tamario, cm%g; Dp < 100 A 0,3941 0,534 0,4068 0,6311 0,4716
Volumen total de poro, cmd¥g;
Dp, 17 A—2000 A 0,9792 1,779 1,9225 0,9459 1,1569

Volumen de poro efectivo en %
de volumen de poro de
capacidad 97,06 79,20 21,97 97,19 98,16

Nota: Dp es un acrénimo del diametro de poro.

EJEMPLO 3: SELECTIVIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS

Se humedecen las perlas adsorbentes poliméricas producidas en el ejemplo 1 con una disoluciéon acuosa de alcohol
isopropilico al 20% en peso y se lavan a fondo con agua ultrapura. Se introducen las perlas con diametros
comprendidos entre 300 y 850 micrémetros en un dispositivo de hemoperfusion de 200 ml que es un cartucho
cilindrico de 5,4 cm de diametro interno y 8,7 cm de longitud. Las perlas se retienen dentro del cartucho mediante
mallas en cada extremo con un tamario de orificio de 200 micrometros. Las tapas de los extremos con un puerto
Luer central se enroscan en cada extremo para asegurar las mallas y proporcionar la distribucion de fluidos y la
conexion de los tubos.

Se preparan cuatro litros de una solucién salina acuosa al 0,9% tamponada a un pH de 7,4 con 50 mg/litro de
citocromo-c de corazén de caballo y 30 g/litro de albamina sérica. Estas concentraciones se eligen para simular un
tratamiento clinico de un paciente renal tipico en el que la albumina es abundante y la B2-microglobulina se
encuentra a niveles mucho mas bajos en su sangre. El citocromo-c de corazén del caballo con un peso molecular de
11.685 Dalton tiene un tamano molecular muy cercano al de la B2-microglobulina de 11.845 Dalton y, por tanto, se
elige como sustituto de la Pz-microglobulina. La albumina sérica es una molécula mucho mas grande que el
citocromo-c con un peso molecular de 66.462 Dalton y, por tanto, permite los estudios de adsorcién competitiva
apropiados necesarios para seleccionar el polimero poroso con la estructura de poro 6ptima para la exclusion de
seleccion de tamano de la albumina.

La disolucién de proteina se hace circular mediante una bomba de diélisis desde un depdsito a través de una celda
de espectrofotémetro UV de flujo continuo, el lecho de perlas, y se devuelve al deposito. La velocidad de bombeo es
de 400 ml/minuto durante cuatro horas. La concentracién de ambas proteinas en el depdsito se mide de manera
periddica por su adsorbancia UV a 408 nm para el citocromo-c y a 279 nm para la albimina.

Los cinco adsorbentes identificados en la tabla 1C se examinaron mediante esta evaluacién de sorcion competitiva
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de proteinas y los resultados medidos se proporciona en la tabla 3.

Tabla 3

Eficacia de seleccion de tamano de los adsorbentes poliméricos porosos

Identidad del polimero poroso Adsorbente 1 Adsorbente 2 Adsorbente 3 Adsorbente 4 Adsorbente 5

Volumen de poro de capacidad,

cm¥g; Dp, 100 A—2000 A 0,6854 0,5850 1,245 1,5156 0,3148
g‘;{“%%”l\fz%%r%\%f’%‘;tgg’ oG o 5678 0,986 0,3330 0,3060

Volumen de poro efectivo en %

de volumen de poro de capacidad 97,06 79,20 21,97 97,19 98,16
% de citocromo-c adsorbido 89,0 96,7 95,3 57,4 90,1
% de albumina adsorbida 3,7 8,1 13,1 1,0 1,8
Selectividad 24,05 11,94 7,27 57,1 50,06

Nota: Selectividad = % de citocromo-c adsorbido/% de albimina adsorbida

EJEMPLO 4: VOLUMEN DE PORO E INTERVALO DE TAMANO DE PORO PARA LA CINETICA'Y SELECTIVIDAD
DE TAMANO ADECUADAS PARA EL CITOCROMO-C CON RESPECTO A LA ALBUMINA

La tabla 3 y la figura resumen los datos de estructuras de poro pertinentes y los resultados de perfusion de proteinas
llevados a cabo en los cinco adsorbentes. La selectividad para adsorber el citocromo-c con respecto a la albumina
disminuyd6 en el siguiente orden: adsorbente 4 > adsorbente 5 > adsorbente 1 > adsorbente 2 > adsorbente 3.

La cantidad de citocromo-c adsorbido durante la perfusion de cuatro horas disminuyé en el siguiente orden:
adsorbente 2 > adsorbente 3 > adsorbente 5 > adsorbente 1 > adsorbente 4.

El adsorbente 4 con la selectividad mas alta de 57,1 tuvo la peor cinética captando sélo el 57,4% del citocromo-c
disponible durante la perfusién de cuatro horas. Este resultado cinético se produce porque el volumen de poro
efectivo esta ubicado en el extremo inferior del intervalo de tamafo de poro, teniendo todo su volumen de poro
efectivo dentro del intervalo de tamano de poro de 130 Angstrom a 100 Angstrom. Existe un volumen de poro
insignificante en los poros mayores de 130 Angstrom y este pequefio tamafo de poro retarda la entrada del
citocromo-c.

El adsorbente 5 con su volumen de poro principal entre 100 y 200 Angstrom tuvo la segunda selectividad mas alta
para el citocromo-c con respecto a la aloumina de 50,6 y tuvo un buen transporte de masas en los poros de volumen
de poro efectivo captando el 90,1% del citocromo-c durante la perfusion de cuatro horas. Este polimero poroso tiene
el mejor equilibrio de propiedades con una excelente selectividad de tamario para el citocromo-c con respecto a la
albumina y muy buena capacidad para el citocromo-c durante una perfusién de cuatro horas.

El adsorbente 1 mostr6 una selectividad razonablemente buena de 24,05 para sorber el citocromo-c con respecto a
la albumina. También presentd una buena capacidad para sorber el citocromo-c durante la perfusion de cuatro
horas, captando el 89,0% de la cantidad disponible.

El adsorbente 2 con la mayor capacidad para sorber el citocromo-c durante la perfusiéon de cuatro horas capté el
96,7% del citocromo-c disponible. Esta alta capacidad surge de tener un gran volumen de poro, 0,986 cm®(g, y
dentro del intervalo de volumen de poro efectivo de 100 Angstrom a 250 Angstrom. Sin embargo, este polimero
poroso permiti6 que se adsorbiera mas albumina que los adsorbentes 1, 4 y 5, ya que tiene un volumen de poro
significativo, 0,250 cm?/g, en el grupo de tamafo de poro de 250 Angstrom a 300 Angstrom.

El adsorbente 3 con una distribucién de tamano de poro muy amplia, tal como se muestra en la figura, tuvo la peor
selectividad entre el grupo de 7,27. Tiene un volumen de poro muy grande en el intervalo de tamafo de poro mayor
de 250 Angstrom. Este polimero poroso tiene un volumen de poro de 1,15 cm®g dentro del intervalo de tamario de
poro de 250 Angstrom a 740 Angstrom. A diferencia de los otros cuatro adsorbentes, este polimero poroso no es de
seleccién de tamano para proteinas mas pequefias de aproximadamente 150.000 Dalton, aunque sorbié el 95,3%
del citocromo-c disponible durante la perfusién.

En comparacién con las propiedades de selectivamente para sorber el citocromo-c con respecto a la albdmina y su
capacidad para captar el citocromo-c durante una perfusion de cuatro horas, el adsorbente polimérico poroso 5
proporcioné el mejor rendimiento. Este polimero poroso tiene la estructura de poro apropiada para funcionar bien en
la hemoperfusion junto con la hemodialisis para personas con nefropatia en fase terminal.

Son posibles numerosas modificaciones y variaciones de la presente invencion a la luz de las ensefianzas
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anteriores. Por tanto, debe entenderse que dentro del alcance de la reivindicacion acompanante adjunta en el
presente documento, esta invencion puede ponerse en practica de otra manera que no sea la dada a conocer
especificamente en el presente documento.
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REIVINDICACIONES

Polimero poroso de seleccion de tamafo para sorber moléculas proteicas a partir de la sangre,
comprendiendo dicho polimero una pluralidad de poros, sorbiendo dichos poros moléculas proteicas iguales
o inferiores a 50.000 Dalton,

en el que dicho polimero es biocompatible, en el que dicho polimero es hemocompatible,
en el que la geometria de dicho polimero es una perla esférica,

en el que dicho polimero se usa en contacto directo con sangre completa para adsorber moléculas
proteicas tales como B2-microglobulina pero excluyendo la sorcidon de proteinas sanguineas grandes,
seleccionandose dichas proteinas sanguineas grandes de un grupo que consiste esencialmente en
hemoglobina, albdmina, inmunoglobulinas, fibrinégeno, proteinas séricas mayores de 50.000 Dalton y
mezclas de los mismos, en el que dicho polimero tiene una selectividad de superficie interna para adsorber
proteinas mas pequefias de 50.000 Dalton, que tiene de poca a ninguna selectividad para adsorber
vitaminas, glucosa, electrolitos, grasas y otros nutrientes moleculares pequefos hidréfilos portados en la
sangre,

en el que dicho polimero se hace poroso usando sintesis macrorreticular, o en el que dicho polimero se
hace poroso usando sintesis de macrorredes; o en el que dicho polimero se elabora usando polimerizacién
en suspension en goticulas; y en el que dicho polimero se construye a partir de monémeros aromaticos de
estireno y etilvinilbenceno con reticulacion proporcionada por divinilbenceno, trivinilciclohexano,
trivinilbenceno, divinilnaftaleno, divinilsulfona, triacrilato de trimetilolpropano, trimetacrilato de
trimetilolpropano y mezclas de los mismos, en el que un agente estabilizante para la polimerizacién en
suspension en goticulas se selecciona de un grupo que consiste esencialmente en polimeros
hemocompatibilizantes, siendo dichos polimeros poli(N-vinilpirrolidinona), poli(acrilato de hidroxietilo),
poli(metacrilato de hidroxietilo), hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, sales de poli(acido acrilico), sales
de poli(acido metacrilico), poli(acrilato de dimetilaminoetilo), poli(metacrilato de dimetilaminoetilo),
poli(acrilato de dietilaminoetilo), poli(metacrilato de dietilaminoetilo) y mezclas de los mismos, en el que
dicho polimero se hace hemocompatible mediante recubrimientos exteriores de poli(N-vinilpirrolidinona),
poli(acrilato de hidroxietilo), poli(metacrilato de hidroxietilo), hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, sales
de poli(acido acrilico), sales de poli(acido metacrilico), poli(metacrilato de dimetilaminoetilo), poli(acrilato de
dimetilaminoetilo), poli(acrilato de dietilaminoetilo), poli(metacrilato de dietilaminoetilo) y mezclas de los
mismos,

en el que dicho polimero se hace hemocompatible mediante injerto superficial de los recubrimientos
exteriores hemocompatibles de manera simultanea con la formacion de las perlas poliméricas porosas.
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