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DESCRIPCION
Dialisis de bioquivalencia

La presente invencion se refiere a un procedimiento para el tratamiento de trastornos de la composicion de la sangre
y trastornos de funcioén de la sangre. Comprende etapas en las que se pone en contacto sangre o plasma sanguineo
de un paciente extracorporalmente con un segundo liquido (bioequivalente), en donde el segundo liquido es sangre
o sangre modificada, que comprende granulocitos, trombocitos y eritrocitos. La invencion se refiere ademas a
dispositivos para llevar a cabo este procedimiento y al uso de un dispositivo de este tipo o de sangre o sangre
modificada, que comprende granulocitos, trombocitos y eritrocitos, para el tratamiento de trastornos de la
composicion de la sangre y trastornos de funcion de la sangre.

La sangre es un 6rgano complejo, que comprende muchos componentes celulares y componentes del plasma
distintos unos de otros y que se integran con otros sistemas propios del cuerpo. Entre los componentes celulares se
encuentran ademas de eritrocitos leucocitos, entre otros, linfocitos (linfocitos B y linfocitos T, células NK, células
NK/T), trombocitos, granulocitos (también designados como leucocitos de particula polimoérfica: neutrdfilos,
eosindfilos, basofilos), monocitos/macréfagos, células dendriticas, mastocitos y sus precursores (por ejemplo,
células madre hematopoyéticas). En componentes del plasma son de citar, por ejemplo, sistemas complementarios,
factores de coagulacion, sustancias mensajeras como citoquinas y hormonas o sales. La composicion de la sangre
de individuos sanos se describe, por ejemplo, en “Labor und Diagnose" (Thomas 2000).

Muchas enfermedades cursan, por ejemplo, con alteraciones complejas de la composicion de la sangre, iniciandose
o bien manteniéndose de este modo procesos patofisioldgicamente relevantes. Los intentos de correccién con
medicamentos se limitan frecuentemente a la neutralizaciéon o bien normalizacién de factores individuales y por tano
no pueden conseguir frecuentemente el efecto normalizador clinico deseado. Lo mismo rige para la transfusién de
sangre completa o bien componentes de la sangre asi como procedimientos de tratamiento de sangre
extracorporales convencionales, que por lo general provocan solo un gran cambio de la composicién de la sangre,
como por ejemplo la separacion de una fraccion total de la sangre, en donde se pierden ademas de sustancias que
tienen que separarse (por ejemplo, toxinas) también sustancias valiosas (por ejemplo, en el intercambio de plasma).
Otros procedimientos extracorporales llegan a la separacion selectiva de sustancias dafinas individuales y actuan
por tanto solo puntualmente (por ejemplo, adsorcion especifica).

Terapias con medicamentos

Las terapias con medicamentos representan una columna esencial en la medicina moderna. En la mayor parte de
los casos el medicamento actua a este respecto sistémicamente. Los agentes que actiuan sistémicamente atafien a
la sangre en tanto que el efecto del medicamento media por lo general en la sangre e influye en la composicion de la
sangre y/o funcién de la sangre. Este efecto es frecuentemente puntual, es decir, un medicamento soluciona un
problema singular, por ejemplo, en equilibrar estados de déficit (aporte de electrolito en déficit de electrolito, aporte
de glucosa en déficit de glucosa, sustitucion de hormonas en déficit correspondiente y similares) o desencadena un
mecanismo que ayuda a contraregularizar un problema patofisiolégico (por ejemplo, anticoagulacién en
hipercoagulabilidad y lesiones en la pared de los vasos, inmunosupresion en procesos autoinmunes, aporte de
anticuerpos neutralizantes en disfunciones inmunoldgicas).

Un campo de aplicacién adicional de terapias con medicamentos lo representa la muerte — mas o menos selectiva —
de células propias de cuerpo nocivas (quimioterapia en tumores) u organismos ajenos al cuerpo (toma de
antibiéticos en infecciones). La composicién y funcion de la sangre se puede modificar también por medio de
factores de crecimiento de células sanguineas (eritropoyetina, trombopoyetina, G-CSF, GM-CSF) en el sitio celular y
con aportes de vitamina K en la parte de plasma.

Sin embargo, estas terapias puntuales frecuentemente no pueden conseguir por si solas el objetivo perseguido, sino
que necesitan, por ejemplo, el efecto conjunto de sistemas propios del cuerpo. También el uso de anticuerpos
neutralizantes con el objetivo de corregir concentraciones de toxina o de sustancias mensajeras patologicas, por
ejemplo, anti-LPS, anti-TNF alfa etc. frecuentemente no es suficiente para la curacion de una enfermedad. Una
desventaja adicional de las terapias con medicamentos son los efectos no deseados de medicamentos que, por
ejemplo, pueden ser agravantes y empeorar en caso no deseado el transcurso de la enfermedad o bien incluso
pueden conducir a la muerte del paciente (por ejemplo, reacciones alérgicas y tdxicas, infecciones oportunistas tras
quimioterapia o inmunosupresion, efectos no deseados de la activacion de células inmunes).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2391 849 T3

Transfusiones de sangre/células de la sangre/plasma

Las transfusiones de sangre y plasma pertenecen a la terapia convencional de la medicina moderna. Se usan de
forma intencionada para equilibrar de estados de déficit en la sangre de pacientes (citopenias, falta de volumen,
déficit de factores de coagulacién, entre otros). Ademas de las transfusiones de sangre completa se usan sobre todo
concentrados de tipos de células sanguineas individuales (concentrados de eritrocitos, trombocitos, granulocitos).
Mientras que se aportan eritrocitos en anemias y trombocitos en trombopenias con riesgo de hemorragia, el campo
de aplicacién de donaciones de granulocitos se encuentra en el déficit de granulocitos (en caso extremo
agranulocitosis) para el tratamiento de infecciones en pacientes neutropénicos. Con la incorporacion de
concentrados de granulocitos inducidos por esteroides o bien G-CSF con gran numero de células se mejoraron los
resultados clinicos en la transfusién de granulocitos (Stanworth 2005, Safdar 2004).

Se conocen procedimientos para el tratamiento del coma hepatico en los que se extrae la sangre del paciente por
completo del cuerpo del paciente y se reemplaza con solucién de lactato de Ringer, por ejemplo, complementada
con albumina (lavado corporal total), y se rellena la circulacién a continuacion de nuevo con sangre normal. Se usan
desde hace tiempo procedimientos en los que se reemplaza la sangre de un paciente por completo mediante
transfusion sanguinea.

Las ventajas son la separacion de sustancias toxicas de la circulacion y la incorporacion de células frescas/sanas y
componentes del plasma como factores de coagulacién. La transfusién directa de donantes a receptores condujo a
los mejores resultados, sin embargo no es practico ya que deberian estar presentes varios donantes compatibles en
todo tratamiento. Por tanto se debe usar sangre tratada con citrato o heparina lo que puede conducir a acidosis,
hipercalemia, alto nivel de citrato e hiperamonemia asi como a trastornos del equilibrio acido-base en la sangre. En
estudios de fallo hepatico posteriores se comprobé una mala tasa de supervivencia. Las complicaciones
extrahepaticas en el procedimiento incluyen aspiracion, hemorragias, hipoglucemias, sepsis, broncoespasmos y
nddulos cerebrales, frecuentemente con resultado de muerte.

En pacientes con neutropenia, disfuncion neutrdéfila, con infecciones asociadas con cancer o sepsis las transfusiones
de granulocitos (GTx), de forma particular con dosis mayores, condujeron por ejemplo a una mejora de la tasa de
supervivencia (Safdar 2004, Stanworth 2005). Las transfusiones de sangre alégena aumentan sin embargo el riesgo
de fallo multiorganico. La transfusion de leucocitos conlleva un potencial inmunosupresor que puede empeorar la
situacion clinica de pacientes con sepsis (Moore 1997, Gianotti 1993).

Procedimientos extracorporales

Como procedimientos de tratamiento extracorporales son de citar didlisis / filtracidn, intercambio de plasma /
perfusién de plasma / adsorcion de plasma, terapias con biorreactor o perfusion de érgano extracorporal.

Para una revisién sobre procedimientos de tratamiento de sangre extracorporales con distintas indicaciones se hace
referencia a las siguientes publicaciones: Akute Nierenversagen und Blutvergiftungen (Ronco 1998), Leberversagen
(van de Kerkhove 2004, Mitzner 2007), Neurologische Autoimmunerkrankungen (Lehmann 2006), Fettstoffwechsel-
Erkrankungen (Blessing 2004), Sepsis (Bellomo 2005).

Los procedimientos de desintoxicacion de sangre extracorporales, por ejemplo, en sepsis y fallos multiorganicos
influyen decisivamente en el curso clinico (Ronco 2003). Se usaron a este respecto hemofiltracion, hemodialisis,
perfusién de plasma o de sangre completa por columnas adsorbentes (por ejemplo, carbdn activo, polimixina B
inmovilizada o DEAE) (Bellomo 2005). Se pueden separar citoquinas mediante hemofiltracion/filtracion en plasma en
una cantidad considerable de la circulacion de pacientes sépticos, aunque en algunos estudios no condujo
necesariamente a un aumento significativo de la tasa de supervivencia (Cole 2002). Faltan todavia estudios
controlados de mayor entidad, aunque con los datos disponibles se puede llegar a la conclusién de que tales
procedimientos que pueden separar la mayor parte de las moléculas/particulas del plasma (por ejemplo, tratamiento
con grandes volumenes, filtracion con grandes poros, plasmaféresis y adsorcidn) tienen un mayor efecto en el
transcurso de la enfermedad que aquellos que conciernen sobre todo a moléculas menores solubles en agua
(Busund 2002, Stegmayr 2003, Ronco 2002, Tetta 2003).

Se demostré que la hemoperfusion sobre carbén activo presenta efectos positivos en caso de intoxicacion externa
(Vale 1975). En coma hepatico por distintas causas se us6 el procedimiento desde 1972 con éxito variable (O'Grady
1988). Las resinas de intercambio de iones pueden formar de forma particular sustancias que se unen a proteina y
usarse por tanto igualmente, por ejemplo, para el tratamiento de fallos hepaticos (Weston 1974).
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Las desventajas mas importantes de la hemoperfusion son la falta de selectividad, ya que también se da una
adsorcion de hormonas, vitaminas, inmunoglobulinas, medicamentos y otros componentes del plasma, asi como una
activacion de la cascada de complementos, trombocitopenia y marginalizacion de leucocitos.

La hemodidlisis, sobre todos con membranas de poros grandes, por ejemplo la membrana de gran paso ANG9
(poliacrilonitrilo, PAN), y una circulacién de dializado cerrada con dializado tamponado con acetato estéril, se usé
igualmente para el tratamiento de fallo hepatico (Opolon 1976, Konstantin 1992). En este procedimiento se pueden
separar también moléculas de tamafio medio con un peso molecular de hasta 5000 Dalton, pero no sustancias
hidréfobas y/o unidas a proteinas tales como acidos grasos de cadena corta 0 media, mercaptanos o bilirubina.

La hemodiasorcidon es un proceso en el que se hace circular la sangre a través de paquetes de membranas de
didlisis, rodeados por una suspensién de particulas absorbentes finas, y constituye asi esencialmente una
combinacién de un procedimiento de tamizado (dialisis) y una absorcidon. A este respecto se us6 (Ash 1994) por
ejemplo un sistema de dialisis con una suspensién absorbente en la que un equipo de dialisis con membrana de
celulosa plana perfundié por una cara la sangre del paciente y por la otra cara un dializado de una mezcla de carbon
activo y particulas de resina de intercambio de aniones.

Los sistemas de didlisis con membranas de fibras huecas y albumina de suero humano al 20 % como medios de
adsorcion molecular (molecular adsorbent recirculating System, MARS) (Mitzner 2007) son igualmente conocidos
para el tratamiento de trastornos de la composicion de la sangre como en fallos hepaticos.

En el intercambio de plasma terapéutico (therapeutic plasma ex-change (TPE)) se centrifuga o filtra la sangre del
paciente para separar las células de la sangre del plasma. El plasma del paciente se reemplaza luego con el plasma
de donantes sanos, normalmente plasma congelado fresco (fresh frozen plasma, FFP), y este se transfunde con las
células sanguineas al paciente. El FFP se puede obtener y se puede manipular mas facilmente que la sangre
completa lo que constituye una ventaja frente al intercambio de sangre completa. Se da una revisiéon en (Bambauer
1988). Hay sin embargo una elevada tasa de complicaciones, especialmente infecciones bacterianas, nddulos
pulmonares y hemorragias. Con uso de plasma de citrato aparecen sin embargo didlisis y sustitucion adicionales de
convulsiones hipocalcémicas por calcio.

El uso terapéutico de biorreactores extracorporales ya tiene gran tradicion. Conceptos basados en la ayuda
extracorporal a 6rganos a base de células, se usaron con éxito en caso de fallo hepatico agudo (Allen 2001,
Demetriou 2004) y fallo renal agudo asociado con sepsis (Humes 2004).

En el estado de la técnica se puede propone una perfusion de plasma extracorporal con uso de un biorreactor con
células inmunomodulatorias (como células del endotelio, leucocitos, de células madre hemotopoyéticas por
diferenciacion de células o lineas derivadas de estos tipos de células), que adsorben sustancias inmunomodulatorias
sobre receptores, o pueden liberar tales sustancias (documentos DE 198 31 873, WO 01/51068). También se
propone una perfusion de plasma extracorporal de un biorreactor con fagotitos como granulocitos o
monocitos/macroéfagos, en la que se debe aprovechar funciones de granulocitos para limpiar mediante fagocitosis el
plasma del paciente de sustancias dafiinas y patdgenos. Se cita un complemento de células en el biorreactor
mediante algunas células individuales como hepatocitos o células del endotelio. Se propone usar, por ejemplo,
lineas celulares o células diferenciadas de células madre hematopoyéticas.

Se presenta al especialista en la técnica el problema de proporcionar un procedimiento terapéutico o bien un sistema
terapéutico que pueda analizar biosensorialmente la situacion momentanea del paciente y pueda cambiarla para
regularla a la vez de forma individual, especifica, pero compleja y que comprenda la composicion de la sangre.

El problema se resuelve con el objeto de las reivindicaciones. De forma particular se proporciona un procedimiento
para el tratamiento de trastornos de la composicion de la sangre y trastornos de funcién de la sangre, que
comprende etapas en las que se pone en contacto extracorporalmente sangre o plasma de sangre de un paciente
con un segundo liquido (biocomponente), siendo el segundo liquido sangre o sangre modificada, que comprende
granulocitos, trombocitos y eritrocitos.

De forma particular el bioequivalente comprende al menos 0,4 x 10"/ de leucocitos, de forma particular 1-200 x
10'% de leucocitos, de estos al menos 0,2 x 10" de granulocitos, al menos 1,0 x 10%/ de trombocitos y al menos 1,0
x 10%1 de eritrocitos.

Preferiblemente el bioequivalente comprende de forma particular 1-100 x 10" de granulocitos, preferiblemente al
menos 1,5 x 10" de granulocitos o al menos 3 x 10"/ de granulocitos. Preferiblemente el bioequivalente
comprende 1,0 x 10%1 - 5 x 10"/ de trombocitos, de forma particular al menos 5 x 10%/ o al menos 1 x 10"/ de
trombocitos. En una forma de realizacion preferida el bioequivalente comprende al menos 1,0 x 10%1 de eritrocitos,
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de forma particular 5,0 x 10%1 - 8,0 x 10"/l de eritrocitos 0 0,1- 8,0 x 10"/l de eritrocitos, pero normalmente 0,5-6,0 x
10"/l de eritrocitos. Tales valores se consiguen debido a la gran cantidad de eritrocitos en sangre pero también con
una fuerte reduccion de eritrocitos.

Se ha comprobado en el marco de la invencion que el uso de sangre o sangre modificada, que comprende de forma
particular los tipos de células de granulocitos y trombocitos en mayor concentracion, actia de forma sorprendente
sobre el resultado clinico. Con el uso de sangre modificada en lugar de tipos de células individuales como se
asegura en el estado de la técnica, el bioequivalente esta en la situacion de proporcionar todas las funciones de
organos esenciales de la sangre sana para el tratamiento de trastornos de la composiciéon y/o trastornos de la
funcién de la sangre del paciente.

Por tanto es especialmente preferido que el bioequivalente comprenda también cantidades significativas de linfocitos
y/o monocitos (monocitos/macréfagos). Deberian estar presentes todos los tipos de células que aparecen en la
sangre sana, pudiendo variar no obstante las concentraciones de las concentraciones normales en sangre. En una
forma de realizacion preferida el bioequivalente comprende al menos 0,4 x 10'/1, méas preferiblemente 2,0 x 10"/ de
linfocitos y de forma particular al menos 1,0 x 10% de linfocitos. En una forma de realizacion preferida el
bioequivalente comprende al menos 1,0 x 108/ de monocitos.

Se usa preferiblemente un volumen del bioequivalente de aproximadamente 100 ml a aproximadamente 20 |, de
forma particular aproximadamente 200 ml, aproximadamente 500 ml, aproximadamente 2 |, o aproximadamente 5 .

En una forma de realizacidon de la invencién el bioequivalente comprende ademas plasma de sangre. Este puede
contener factores esenciales para el tratamiento de trastornos de la funcion y trastornos de la composicion,
suplementandose por ejemplo factores de plasma fallidos de la sangre del paciente. También se impide una dilucion
de factores de plasma de importancia de la sangre del paciente. De forma alternativa el plasma de la sangre puede
reemplazarse parcial o completamente en la sangre modificada con solucién salina fisioldgica o un tampon
biocompatible, por ejemplo, puede ser significativo el enriquecimiento selectivo de factores de plasma individuales
en determinadas situaciones de enfermedad. Esto depende de la situaciéon del paciente y de incompatibilidades
eventuales de la sangre del donante y de la sangre del paciente.

Como bioequivalente se designa en el marco de la invenciéon sangre o sangre modificada de un donante sano, que
puede asumir y/o complementar en el marco de un tratamiento extracorporal de sangre o plasma de sangre una
funcion de d6rgano del paciente de este paciente, en el sentido de un transplante de érgano auxiliar temporal. El
bioequivalente proporcionado por la invencion conserva esencialmente las propiedades resultantes de la
complejidad de la sangre completa como 6rgano y es funcionalmente idéntico —parcial o completamente- a la sangre
completa. De forma particular el bioequivalente debe posibilitar a la sangre completa la adsorcién o neutralizacion
bioespecifica similar. Una modificaciéon de la sangre completa deberia influir en esta propiedad tan poco como sea
posible, preferiblemente nada. Con la modificacién se refuerzan preferiblemente propiedades favorables deseadas
(por ejemplo, con aumento del estado de actividad o de la concentracién de componentes de plasma individuales o
tipos de células), atenuandose propiedades no favorables ni deseadas (por ejemplo, por reduccion de determinados
componentes de plasma o tipos de células, modificacion del volumen). La sangre completa es propiamente un
bioequivalente en el sentido de esta definicidn, en el que el grado de modificacion es nulo. Una fuente tipica para
bioequivalentes son los donantes de sangre humanos. La modificacién puede realizarse, entre otros, mediante
adiciones, paso por adsorbentes, procesos de filtracién o separacion asi como procesamiento fisico o quimico.

El bioequivalente puede comprender sangre, que esta modificada por restriccion de volumen (por ejemplo,
extraccion de plasma parcial), enriquecimiento en fraccion de leucocitos (por ejemplo, por etapas de centrifugacion
adecuadas), agotamiento de leucocitos (0 agotamiento de tipos de leucocitos individuales, por ejemplo de linfocitos
B), agotamiento de eritrocitos, agotamiento de anticuerpos, irradiacién, inhibicion de la coagulacién y/o
estabilizacion.

Un agotamiento de anticuerpos puede ser ventajoso, por ejemplo, para evitar efectos secundarios tales como fallo
pulmonar asociado con transfusion. Esto se puede conseguir, por ejemplo, mediante adsorcion de anticuerpos en
una columna de proteina A o proteina G.

Para facilitar un almacenamiento de la sangre se pueden incorporar estabilizantes (por ejemplo, tampén o
soluciones de nutrientes de células) y sustancias que inhiben la coagulaciéon (por ejemplo, soluciones a base de
citrato como por ejemplo solucién de ACD (acido-citrato-dextrosa, una solucion de acido citrico, citrato de sodio y D-
glucosa en agua). Para el tratamiento de algunas enfermedades, por ejemplo, en sepsis, puede ser también
ventajoso acondicionar la sangre modificada, por ejemplo, preestimular con LPS.

Preferiblemente en la sangre modificada estan enriquecidos granulocitos y trombocitos. El bioequivalente se puede
obtener, por ejemplo, mediante plasmaféresis, por ejemplo, la formacién de granulocitos se puede fomentar con
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aporte previo de estimulantes como G-CSF o esteroides. La sangre modificada puede ser un concentrado de
granulocitos o una capa leucoplaquetaria (Buffy Coat). Se conocen en el estado de la técnica procedimientos para la
obtencion de un concentrado de granulocitos o una capa leucoplaquetaria (Buffy Coat).

La sangre o sangre modificada usada en el marco de la invencion se escoge y/o controla preferiblemente segun los
criterios para una transfusion de sangre (por ejemplo, igualdad de grupos sanguineos). El donante deberia estar
sano. Normalmente se comprueba en los donantes de sangre la presencia de patégenos de enfermedades, lo que
también aplicaria en lo que respecta a esta invencion. Normalmente se usa el procedimiento en humanos, es decir,
tanto paciente como también receptor son humanos, pero basicamente también es posible un uso en animales.

Con el uso de sangre completa sana o bien un extracto bioequivalente adecuado (bioequivalente) en un sistema
extracorporal, comunicante con la sangre del paciente o plasma de sangre para el tratamiento de trastornos de la
funcion de la sangre y de la composicion de la sangre se amplia el volumen de sangre o de plasma efectivo del
paciente, de modo que las toxinas en circulacidon (a) se rebajan por debajo de un limite critico o bien (b) se
adsorben/neutralizan bioespecificamente en el bioequivalente. El bioequivalente puede reaccionar adicionalmente
(c) como drgano completo activo, y reacciona de forma compleja a estimulos dafiinos. Tiene lugar una
biocomunicacién compleja entre sangre completa / bioequivalente por una parte y sangre del paciente por otra parte.
En el marco de este intercambio de informacion bioquimico (I) el bioequivalente “aprende” sobre el estado de
enfermedad del paciente y (ll) el bioequivalente supera la rigidez de comunicacién o bien regula la comunicacion
fallida en la sangre del paciente. Tiene lugar una normalizacién también del marco de toxinas complejas o bien
bioprocesamiento adecuado, con lo que se genera un medio que hace posible procesos regenerativos de 6rganos y
en los que se estabiliza el estado de salud del paciente.

Con biocomunicacién compleja se entiende la totalidad del intercambio de sefiales bioquimicas, fisicas y similares
que tienen lugar en y con bioequivalente. A estas pertenecen comunicacion célula-célula (por contacto directo, por
ejemplo, por receptores e indirectamente mediante sustancias mensajeras), comunicacion célula-plasma y
comunicacion plasma-plasma. Alteraciones de la composicion del bioequivalente por contacto con la sangre o
plasma del paciente conlleva por lo general una biocomunicacion compleja modificada. Esto puede iniciar reacciones
de respuesta y procesos que conducen a una contraregulacion.

En el procedimiento de acuerdo con la invenciéon no deben aportarse las células del bioequivalente al cuerpo del
paciente. Esto se puede conseguir en una forma de realizacién en la que el procedimiento de acuerdo con la
invencion se lleva a cabo de modo que comprenda etapas en las que

a) se alimenta plasma sanguineo obtenido de la sangre de un paciente al bioequivalente (bien simultaneamente a su
obtencién o bien mas tarde),

b) mediante una etapa de filtracién el plasma sanguineo modificado se separa de las células del bioequivalente, para
que de este modo se pueda administrar de nuevo a la sangre del paciente.

A este respecto el plasma sanguineo de la sangre del paciente pudo obtenerse, por ejemplo, mediante la aplicacion
de un gradiente de presién a través de una membrana semipermeable. Es posible una obtencién igualmente
mediante centrifugacion o plasmaféresis. Se conocen procedimientos y dispositivos adecuados en el estado de la
técnica. La variante preferida es la separacion de plasma en membrana con uso de un separador de plasma de fibra
hueca de un solo uso (por ejemplo, con uso del equipo BM25 de Baxter/Edwards y de un filtro de plasma de
membrana PF 1000 de Gambro AB, Lund).

En otra forma de realizacién de la invencidon se ponen en contacto sangre del paciente o plasma de sangre del
paciente con el bioequivalente, separandose entre si la sangre del paciente o plasma sanguineo del paciente y el
bioequivalente con una membrana semipermeable, permeable al plasma.

Preferiblemente el limite de exclusion de los poros de la membrana de una membrana semipermeable usada en el
marco de la invencidén, que es permeable para el plasma, pero no para las células, se encuentra entre
aproximadamente 5.000 Dalton como minimo y como maximo en un diametro de poro promedio de
aproximadamente 0,8 um. Con las propiedades de la membrana (tamafio de poro promedio, materiales poliméricos,
arquitectura de la membrana) se puede llevar a cabo con regularizacién la influencia sobre el intercambio de
sustancias e informacién transmembranal. Una membrana tipica tiene un diametro de poro promedio de
aproximadamente 0,2 pm.

La membrana puede ser, por ejemplo, una membrana de fibra hueca o una membrana plana. La membrana puede
ser una membrana recubierta por uno o por los dos lados o no recubierta. Materiales de los que puede estar
compuesta la membrana son, por ejemplo, policarbonato, PE, PTFE, polipropileno o nylon. Un separador de plasma
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de membrana preferido se compone, por ejemplo, de fibras huecas de polipropileno y presenta una superficie de
membrana efectiva por el lado de la sangre entre 0,1y 0,5 m?.

Debido a que en el sistema de acuerdo con la invencién — a diferencia de los sistemas de dialisis convencionales —
se usan por la parte del dializado sangre o un bioequivalente, se prefiere que la membrana sea biocompatible al
menos por este lado (es decir, no sea téxica o bien no active células de la sangre que se encuentren ahi),
preferiblemente lo es por ambos lados. Para ello se pueden incorporar recubrimientos de membrana, por ejemplo,
recubrimientos de sustancias biolégicamente activas (como inhibidores de coagulacion, proteinas) o sustancias
bioinertes (como metales o materiales ceramicos).

Debido a que las células del bioequivalente no se llevan al paciente es posible una irradiacion de estas células pero
no se requiere necesariamente.

Preferiblemente la sangre del paciente o el plasma de sangre del paciente se mueve direccionalmente en un circuito
extracorporal y/o el bioequivalente se mueve de forma direccional. A este respecto es posible tanto un movimiento
contrario como también un movimiento paralelo, es decir, los dos liquidos se conducen en direcciones contrarias a lo
largo de la membrana de separacion (flujo contracorriente) o en flujo en paralelo. Entre otras condiciones se deberia
asegurar que se pone en contacto sangre del paciente o plasma de sangre del paciente en condiciones adecuadas
(al igual que para el cultivo celular) y tiene lugar durante un tiempo adecuado para conseguir la mejora de los
trastornos de funcion de la sangre tras incorporacion de la sangre del paciente / plasma de sangre del paciente
tratada.

Se debe observar que el procedimiento de acuerdo con la invencion se puede llevar a cabo cuando la sangre del
paciente o el plasma de la sangre del paciente se combinen en un circuito extracorporal con la circulacion del
paciente o bien separada de esta, por ejemplo, tras obtencion del plasma de la sangre del paciente, por ejemplo,
mediante plasmaféresis, incubacion del plasma con el bioequivalente, separacion de al menos los componentes
celulares del bioequivalente antes de la infusion en el paciente.

La forma de realizacidon de la invencion en la que la sangre del paciente o plasma de la sangre del paciente y el
bioequivalente se separan uno de otro por medio de una membrana semipermeable, permeable al plasma, resuelve
el problema de poner en contacto la sangre del paciente con el bioequivalente, de modo que por una parte es
posible una biocomunicacién compleja entre sangre sana y enferma y por otra parte un control sobre el intercambio
y preferiblemente también se puede realizar una posible separacién completa de los sistemas en cualquier
momento, pudiendo esto conseguir la neutralidad del equilibrio de volumen sin alteracion de la homeostasis de
volumen del paciente.

Al mismo tiempo la membrana representa una barrera de seguridad para los pacientes (por ejemplo, contra
reacciones alérgicas mediadas por células, infecciones, traspaso de células con induccién subsiguiente de dafios a
organos, por ejemplo fallo pulmonar agudo, etc.).

Como espacio de bioequivalente se designa en el marco de la invencién el espacio dispuesto extracorporalmente,
en el que se encuentra el bioequivalente durante el tratamiento. El espacio de bioequivalente esta separado de la
sangre del paciente en una forma de realizacién por una membrana semipermeable. Por la membrana se comunican
entre si sangre del paciente (plasma) y bioequivalente. La conexién del espacio de bioequivalente y sangre del
paciente (plasma) es reversible y se puede conseguir en cualquier momento.

Se pueden regular/contrarrestar de este modo preferiblemente los siguientes resultados no deseados potenciales de
la comunicacion:

a) desarrollo o refuerzo de propiedades no deseadas, potencialmente dafiinas para el paciente del bioequivalente,
b) entrada de detritus celular desde el espacio del bioequivalente en el paciente,

c¢) entrada de productos celulares/componentes del plasma dafiinos en el paciente,

d) pérdida de productos celulares/componentes del plasma usuales del paciente.

e) inestabilidad hemodinamica del paciente por pérdida de volumen.

Para poder influir sobre estos parametros desde el exterior es Util realizar un registro del estado del bioequivalente
y/o de la sangre del paciente/plasma de la sangre del paciente, por ejemplo, mediante procedimientos quimicos o
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fisicos de laboratorio. Estos pueden realizarse de manera regular y es importante en todas la formas de realizacion
de la invencion.

El procedimiento de acuerdo con la invenciéon se trata, en una forma de realizacién, de un procedimiento de
tratamiento de sangre extracorporal, que puede llevarse a cabo en la cama del paciente para la correccion de
modelos de sustancias téxicas complejas mediante

a) empobrecimiento de sustancias téxicas/reduccion del influjo de principios dafiinos mediante dilucién y/o
b) adsorcion/neutralizacion bioespecifica en el espacio del bioequivalencia y/o

c) contrarregulacion bioactiva que media con el bioequivalente mediante

d) andlisis en linea biosensérico complejo entre sangre del paciente y el bioequivalente terapéutico

e) biocomunicacion compleja controlada a través de membrana

en el sistema de dos compartimentos separados por membrana (circulacién de sangre extracorporal y espacio de
bioequivalencia.

El procedimiento de acuerdo con la invencion se designa también como dialisis de bioequivalencia (bioequivalence
dialysis, BED), didlisis de desequilibrio-sangre completa (DVD) o didlisis de biosistema (BSD).

En el marco de la presente invencion un trastorno de composicién de la sangre o trastorno de funcién de la sangre
puede ser, por ejemplo, sepsis 0 choque séptico, de forma particular en la fase de inmunoparalisis, insuficiencia
renal, insuficiencia hepatica, inmunodeficiencia o una enfermedad infecciosa o estar relacionada con estas. Un
campo de aplicacion del procedimiento de acuerdo con la invencion es por tanto, por ejemplo, la terapia de sepsis.
En estadios de sepsis avanzados (sepsis grave y choque séptico) se encuentra presente un trastorno de
composicion de la sangre y de funcidén de la sangre. Un elemento central de este trastorno es la inmunoparalisis
(también Compensatory Antiinflammatory Response Syndrome, CARS) (Oberholzer 2001). Se demostré que el
perjuicio funcional de neutréfilos o monocitos como componentes centrales del sistema inmune congénito esta
asociado claramente con una mortalidad creciente en estadios avanzados de sepsis y choque séptico (Docke 1997,
Caille 2004, Ploder 2006, Kaufmann 2006).

En el marco de la presente invencion se proporciona también un dispositivo para la realizacion del procedimiento de
acuerdo con la invencion, que comprende dos espacios separados por una o varias membranas semipermeables, de
los que uno es adecuado para la acogida de sangre del paciente o plasma de la sangre y el segundo para la acogida
del bioequivalente. Esta idoneidad resulta particularmente de que la membrana, como se sefialé anteriormente, es
biocompatible, sobre todo (también) el lado de membrana que esta en contacto con el bioequivalente. En una forma
de realizacion de la invencion el dispositivo es un dispositivo de dialisis convencional, que esta equipado con una
membrana semipermeable, que es biocompatible al menos por el lado que esta en contacto con el bioequivalente. El
dispositivo puede comprender ya bioequivalente en el segundo espacio (el espacio de bioequivalencia). El
dispositivo es preferiblemente un dispositivo como se muestra en la figura 1 y comprende los componentes
representados ahi de forma esquematica. De forma particular el dispositivo de acuerdo con la invenciéon puede
comprender un monitor MARS (Gambro AB) y un equipo BM11 y BM14 (Baxter/Edwards). En una forma de
realizacién especial el volumen del segundo espacio es variable, encontrandose preferiblemente entre 100 ml y 20
ml.

La invencién muestra también el uso de un dispositivo de acuerdo con la invencién para el tratamiento de un
trastorno de composicion de la sangre o trastorno de funcién de la sangre.

Un objeto adicional de la invencién es el uso de sangre o un liquido obtenido de ésta, que comprende granulocitos,
trombocitos y eritrocitos y cuyas configuraciones preferidas se describieron anteriormente (bioequivalente), para el
tratamiento de un trastorno de composicion de la sangre o trastorno de funcion de la sangre, o para la preparacion
de un medicamento o producto medicinal para el tratamiento de un trastorno de composiciéon de la sangre o
trastorno de funcién de la sangre. En este tratamiento se ponen en contacto extracorporalmente, como se describié
anteriormente, sangre o plasma de sangre de un paciente con el bioequivalente.

En el marco de la presente invencién se describe por vez primera como se efectua una ampliacion efectiva del
espacio del 6érgano de la sangre, sin que se deban asumir posibles efectos secundarios como alergias o infecciones
mediadas por células y dafos en tejidos. A este respecto, la funcidn de la sangre como 6rgano liquido complejo se
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usa por vez primera terapéuticamente de forma extracorporal y reversible. Se consigue una suavizacion de los
cuadros de estado patoldgicos complejos en la sangre de pacientes. Desde el punto de vista médico la ventaja se
encuentra en una nueva dimension cualitativa y cuantitativa del cambio de estado de la sangre del paciente, que
clinicamente pone de manifiesto mejores resultados clinicos frente al estado de la técnica convencional.

El aprendizaje de acuerdo con la invencion se distingue del estado de la técnica también en que no solo se asimila
inductivamente, sino deductivamente. Esto significa que no se definen componentes de solucion de células
individuales para problemas individuales, o que la combinacion construida aleatoriamente de componentes
individuales deba conducir a una solucién del sistema (como por ejemplo en biorreactores de células hepaticas o en
los sistemas propuestos en las solicitudes DE 195 19065, DE 198 31 873 o WO 01/51068), sino que un biosistema
completo, biolégicamente definido como unidad funcional, conocido en general (sangre) se usa bien sin modificacion
o bien con modificacién particularizada desde el estado general (sangre completa normal). Con “cambio
particularizado" se debe entender que la sangre completa se prepara con los requerimientos especificos del
tratamiento posterior, como se sefialé anteriormente.

A continuacién se ilustra la invencién mediante ejemplos que sin embargo no deben entenderse como limitativos.
Ejemplo

Se trataron diez pacientes de cuidados intensivos con choque séptico respectivamente dos veces con el
procedimiento de acuerdo con la invencién. Tras la adecuada identificacion de los pacientes se invitd a donar a
donantes de sangre del mismo grupo sanguineo que los pacientes a través del departamento de transfusion de la
clinica. Tras la estimulacion previa del donante con metilprednisolona se llevé a cabo en el dia siguiente la
extraccion de células del donante (centrifugacion con gradientes de densidad con almidén de hidroxietilo (HAES) /
citrato segun protocolo estandar de transfusién para la donacién de granulocitos). Las veinte donaciones de células
obtenidas de este modo contenian entre 1,4y 3,4 x 10" granulocitos por litro, entre 1,5y 4,5 x 10" eritrocitos por
litro y entre 1,3 y 7,1 x 10" trombocitos por litro, es decir, se irradié el bioequivalente y luego se llevd a cabo
directamente el tratamiento durante seis horas en la cama del paciente.

Para ello se cargaron las células en un sistema biorreactor, en el que las células podrian circular por un sistema de
tubos y recipientes (ilustrado mediante una bomba de tubo-rodillos) (figura 1). En una segunda parte del aparato se
condujo sangre del paciente con sepsis a través de un filtro de plasma, de este modo se separd una parte del
plasma sanguineo del flujo de sangre (separacion de plasma). Este plasma separado se aliment6 en linea al
bioequivalente en circulaciéon. En la misma relacion de volumen frente a tiempo se separa plasma del bioequivalente
mediante separacion del plasma (mediante un segundo filtro de plasma) y se alimenta de nuevo a la sangre del
paciente. Para evitar la coagulacién sanguinea en el sistema extracorporal se llevé a cabo una anticoagulacion con
heparina. La sangre/plasma/bioequivalente que se encuentra en el sistema biorreactor se conservd mediante
calentamiento del equipo antes del excesivo enfriamiento (es decir a una temperatura de aproximadamente 34 a 37°
C). La sangre del paciente fluyé con 150-200 ml/min, el flujo de plasma fue de aproximadamente 20-35 ml/min, el
bioequivalente circuld6 con 200 ml/min. Después de seis horas se finalizd el tratamiento. Se retiré el sistema
biorreactor, se retiré igualmente el bioequivalente o se usé para el analisis de laboratorio. El segundo tratamiento
tuvo lugar después de un dia de descanso (es decir, dos tratamientos en el periodo de 72 horas) y se llevé a cabo
de forma analoga el primero.

Todos los pacientes toleraron bien los tratamientos. De forma sorprendente mejoré ya durante el tratamiento la
situacion de choque circulatorio de los pacientes a la vez que se pudo reducir de forma significativa el apoyo
medicamentoso con catecolaminas a la circulacion (figura 2).

En el transcurso de los siguientes 28 dias se mejord el choque séptico y la situacion de fallo multiorganico en la
mayor parte de los pacientes (marcador de inflamacion en caida, por ejemplo, para la proteina c-reactiva,
procalcitonina, véanse las figuras 3, 4). La inmunocompetencia celular de los pacientes mejor6 de forma significativa
(aumento de los valores HLA-DR de cada monocito, figura 5). Finalmente se redujo el niumero y la gravedad de
fallos de 6rganos asociados (evaluacion de fallo de érgano SOFA en disminucion, figura 6).

Las tasas de supervivencia eran, en comparacion con las valoraciones predictivas de supervivencia,
sorprendentemente altas: siete pacientes sobrevivieron durante al menos 28 dias y seis pudieron abandonar el
hospital. Con la valoracion de Acute Physiology and Chronic Health Evaluation (APACHE) Il se pronosticaron solo 2-
3 supervivencias en hospital.
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Leyenda de los dibujos

Fig. 1: representacion esquematica de una equipo de tratamiento de acuerdo con la invencion preferido
(representado con llenado del equipo). Linea oscura: circulacién de sangre extracorporal del paciente/tubo de sangre
(1). Linea clara: flujo de plasma tras separacion del plasma de la sangre del paciente o bien del tubo de
bioequivalente/plasma (2). Linea a trazos: espacio de bioequivalente / tubo de circulacion de células (3).

La bolsa de células (4) representa la fuente de células del bioequivalente. Este compuesto se separa durante el
tratamiento. BM11 (5) y BM14 (6) son equipos fabricados por la companfia Baxter/Edwards (véase anteriormente), y
estos equipos son comercializados también conjuntamente y designados como BM25, el monitor MARS (7) lo fabrica
Gambro, Rostock. Se pueden usar también otros equipos, por ejemplo, también centrifugas de células que son
adecuadas para separar plasma de células. Los equipos ademas de la filtracion asumen también el objetivo de
controlar dado el caso la presion y/o la temperatura y activar la circulacion (por ejemplo, mediante bombas de
rodillos). La aclimatacion térmica se puede conseguir, por ejemplo, con la unidad de calentamiento del monitor
MARS (bolsa de calentamiento (8)). El médulo de células (9) designa un espacio de expansién y sedimentacién para
las células. El filiro de células | (10) y el filtro de células Il (11) son preferiblemente filiros de plasma de membrana de
fibras huecas que retienen las células del bioequivalente. Se puede usar, por ejemplo, PF1000N (Gambro). El filtro
de células Il no es necesario sino que en principio se puede usar por motivos de seguridad una unidad de filtro
redundante de igual configuracién que el filtro de células I. En la bolsa de residuos (12) se reune en el llenado del
sistema el liquido presente en el aparato y reemplazado luego por el bioequivalente. Este compuesto se separa
durante el tratamiento. (13) tubo de infusién de células; (14) PF1000N; (15) heparina; solucién de imprimacion:
solucion de HF heparinizada.

Fig. 2: necesidad de catecolamina en pacientes con sepsis antes y después del tratamiento de acuerdo con la
invencion: caida significativa de la necesidad de noradrenalina con presidon sanguinea estable.

Fig. 3: transcurso de 28 dias del valor de la proteina c-reactiva (CRP) en diez pacientes con choque séptico (a partir
del dia del primer tratamiento con el procedimiento de acuerdo con la invencién, d = dias de estudio). Reduccion
significativa de valores patoldgicos altos en la direccion a valores normales durante el periodo de tiempo ilustrado.

Fig. 4: transcurso de 28 dias del valor de procalcitonina (PCT) en diez pacientes con choque séptico (a partir del dia
del primer tratamiento con el procedimiento de acuerdo con la invencién). Reduccion significativa de valores
patolégicos en el intervalo de valor normal durante el periodo de tiempo ilustrado.

Fig. 5: transcurso de 28 dias del valor de antigeno de leucocitos humanos (HLA)-DR (molécula de HLA-DR de cada
monocito) en diez pacientes con choque séptico (a partir del dia del primer tratamiento con el procedimiento de
acuerdo con la invencion). Aumento significativo de valores patologicos en el intervalo de valor normal durante el
periodo de tiempo ilustrado.

Fig. 6: transcurso de 28 dias de la evaluacion de fallo de érgano secuencial (SOFA) —valoraciones en diez pacientes
con choque séptico (a partir del dia del primer tratamiento con el procedimiento de acuerdo con la invencion).
Reduccion significativa de valores patolégicos en direccion a valores normales durante el periodo de tiempo
ilustrado.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento ex vivo para el tratamiento de trastornos de la composicién de la sangre y trastornos de funcion de
la sangre, que comprende etapas en las que se pone en contacto sangre o plasma sanguineo de un paciente
extracorporalmente con un segundo liquido (bioequivalente), caracterizado porque el segundo liquido es sangre o
sangre modificada, que comprende granulocitos, trombocitos y eritrocitos.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el bioequivalente comprende al menos 0,2-100 x
10'% granulocitos, al menos 1,0 x 10%/1 trombocitos y al menos 1,0 x 10/l eritrocitos.

3. Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el bioequivalente comprende
ademas linfocitos y/o monocitos.

4. Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el bioequivalente comprende
ademas plasma sanguineo y/o solucién salina fisioldgica o una solucion tampdn adecuada.

5. Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el bioequivalente comprende
sangre, que estd modificada por medio de disminucién de volumen, enriquecimiento de la fraccion de leucocitos,
agotamiento de leucocitos, agotamiento de eritrocitos, agotamiento de anticuerpos, irradiacion, inhibicién de la
coagulacion y/o estabilizacion.

6. Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el bioequivalente comprende
un concentrado de granulocitos o es una capa leucoplaquetaria (Buffy Coat).

7. Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes, que comprende etapas en las que

a) plasma sanguineo obtenido de la sangre de un paciente se alimenta al bioequivalente, bien simultaneamente a su
obtencién o bien mas tarde,

b) mediante una etapa de filtracién el plasma sanguineo modificado se separa de las células del bioequivalente, para
poder administrarlo de este modo de nuevo a la sangre del paciente.

8. Procedimiento segun la reivindicacién 7, caracterizado porque el plasma sanguineo de la sangre del paciente se
obtuvo mediante la aplicacién de un gradiente de presion a través de una membrana semipermeable.

9. Procedimiento segun las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque la sangre del paciente o el plasma
sanguineo del paciente y el bioequivalente se separan unos de otros por medio de una membrana semipermeable,
permeable al plasma.

10. Procedimiento segun las reivindicaciones 8 a 9, caracterizado porque la membrana es biocompatible al menos
por la cara que esta en contacto con el bioequivalente.

11. Procedimiento seguin una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la sangre del paciente o el
plasma sanguineo del paciente se pone en movimiento direccional en un circuito extracorporal y/o el bioequivalente
se mueve de forma direccional.

12. Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la sangre del paciente o el
plasma sanguineo del paciente se separa en un circuito extracorporal de la circulacion del paciente.

13. Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el trastorno de composicion
de la sangre o el trastorno de funcidon de la sangre es sepsis o choque séptico, de forma particular en la fase de
paralisis inmunitaria, insuficiencia renal, insuficiencia hepatica, inmunodeficiencia o una enfermedad infecciosa o
esta relacionado con ellas.

14. Dispositivo adecuado para la realizacion de un procedimiento para el tratamiento de trastornos de composicion
de la sangre y trastornos de funcién de la sangre, que comprende etapas en las que se pone en contacto sangre o
plasma sanguineo de un paciente extracorporalmente con un segundo liquido (bioequivalente), siendo el segundo
liguido sangre o sangre modificada, que comprende granulocitos, trombocitos y eritrocitos, comprendiendo el
dispositivo dos espacios separados por una o varias membranas semipermeables, de los cuales uno es adecuado
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para la recepcion de sangre del paciente o plasma sanguineo y el segundo es adecuado para la recepcién del
bioequivalente.

15. Dispositivo segun la reivindicacién 14, caracterizado porque el volumen del segundo espacio es variable y
preferiblemente se encuentra entre 100 mly 20 I.

16. Dispositivo segun la reivindicacion 14 6 15, caracterizado porque la membrana es biocompatible al menos en la
cara que esta en contacto con el bioequivalente.

17. Dispositivo segun las reivindicaciones 14 a 16, caracterizado porque el segundo espacio comprende el
bioequivalente.

18. Dispositivo segun las reivindicaciones 14 a 17 para el uso en el tratamiento de un trastorno de composicion de la
sangre o trastorno de funcion de la sangre.

19. Sangre o un liquido obtenido de la misma, que comprende granulocitos, trombocitos y eritrocitos
(bioequivalente), para uso en el tratamiento de un trastorno de composicion de la sangre o trastorno de funcion de la
sangre, caracterizado porque se pone en contacto sangre o plasma sanguineo de un paciente extracorporalmente
con el bioequivalente.
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160 +

140 -
120
100 °
80 -

60

Procalcitonina en ng/ml|

40 -

2: E%WIIIIEE _____

L] L] L L 1 T L] Ll L) L] ]

Incl 1+ 2 3 4 5§ 6 7 8 10 12 14 21 28

d

17



ES 2391 849 T3

Fig. 5
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