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DESCRIPCION

Método para la eliminacién extracorpérea de un microbio patégeno, una célula inflamatoria o una proteina
inflamatoria de la sangre

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a heparina que tiene una afinidad de union por un microbio patégeno, una célula
inflamatoria o una proteina inflamatoria, estando dicha heparina inmovilizada sobre un sustrato sélido, y estando
dicha heparina ligada a dicho sustrato sélido mediante unién de punto final covalente, para su uso en el tratamiento
de una afeccién provocada o agravada por un microbio patdégeno, célula inflamatoria o proteina inflamatoria.

Antecedentes
Biologia

Durante una larga evoluciéon, muchos microorganismos patégenos han aprendido a explotar los glicoconjugados de
la superficie de células eucariotas, es decir glicolipidos, glicoproteinas y proteoglicanos, como moléculas receptoras
para la union celular para facilitar la colonizacion tisular y los procesos de invasion. En resumen, proteinas
especificas denominadas adhesinas de la superficie de bacterias, virus, hongos y parasitos interaccionan con
cadenas de carbohidrato de glicoconjugados que permiten a los microbios colonizar superficies mucosas y lesiones
tisulares.

El papel del &cido sialico en la unién de patégenos a las células huésped se ha notificado a lo largo de muchos afos.
Solo recientemente se mostré que los proteoglicanos con sus cadenas de carbohidrato (glicosaminoglicanos) se
unian a muchos patégenos diferentes. Eliminando los restos de carbohidrato terminales de estos diversos
glicoconjugados con sialidasa y otras exoglicosidasas o con enzimas que degradan glicosaminoglicano (GAG) sobre
las células en monocapas, se demostr6 que estas estructuras eran moléculas receptoras para diversas
sialoadhesinas y proteinas de union a heparan sulfato (HeBP).

Estos mecanismos se resumen en un articulo de revision de Siiri Hirmo, Meeme Utt y Torkel Wadstrom, Biology,
Biochemistry, Clinical Biochemistry, Volumen 12, incluyendo Proceedings from the 17th International Lectin Meeting
en Wurzburg, 1997, editado por Edilbert van Driessche, Sonia Beeckmans y Thorkild C. Bog-Hansen, publicado por
TEXTOP, Lemchesvej 11, DK-2900 Hellerup, Dinamarca, numero ISBN 87-984583-0-2.

Durante las infecciones microbianas se liberan y activan mediadores inflamatorios. Estas denominadas "citocinas
pro-inflamatorias" incluyen factor de necrosis tumoral alfa y beta (TNF-a y TNF-B), interleucina-1 (IL-1) e interleucina-
6 (IL-6). Estas citocinas son parte de la respuesta inflamatoria de la septicemia. El fallo multiorganico inducido por la
septicemia es en la actualidad la principal causa de muerte en las unidades de cuidado intensivo.

En relacién con las infecciones microbianas y la cirugia cardiovascular, por ejemplo, derivacion cardiopulmonar, se
obtienen respuestas inflamatorias y tienen una multitud de consecuencias biolégicas, que van desde disfuncion
organica subclinica hasta fallo multiorganico severo. Se cree que las citocinas son importantes mediadores en esta
respuesta.

Las citocinas mencionadas anteriormente tienen una capacidad para unirse se forma selectiva a una gama de
glicosaminoglicanos, o GAG, incluyendo heparan sulfato en tejidos y sobre la superficie tanto de células endoteliales
como leucocitos.

Receptores

El heparan sulfato es un glicosaminoglicano que esta presente sobre la superficie de casi todas las células de
mamifero. Esta formado por residuos de D-glucosamina y acido urénico alternantes (L-idurénico y D-glucurénico).
Los heparan sulfato son polisacaridos heterogéneos altamente cargados (sulfatados) y representan la parte de
carbohidrato de muchos glicoconjugados (sindecano, perlecano, glipicano) sobre la superficie celular.

Muchos microbios utilizan heparan sulfato sobre la superficie de la célula de mamifero como receptores. Este
mecanismo es general y valido para casi todas las bacterias, virus y parasitos. Algunos microorganismos utilizan
mas de un receptor de glicoconjugado. Ejemplos de otros receptores que se usan junto con heparan sulfato son
sulfatos de condroitina especificos y glicoproteinas que contienen acido sialico.

Los microbios de unién a heparan sulfato/sulfato de condroitina se muestran a modo de ejemplo por virus como el
virus del herpes simple tipo 1 (VHS-1), agente causal de herpes orolabial; virus del herpes simple tipo 2 (VHS-2),
agente causal de herpes genital; citomegalovirus (CMV), el agente de complicacibn mayor en pacientes
inmunodeprimidos; virus del dengue, que provoca fiebres recurrentes; y virus de la inmunodeficiencia humana (HIV);
y por bacterias como Helicobacter pylori, Streptococcus sanguis, Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus,
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Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Mycobacterium tuberculosis; y parasitos como Plasmodium falciparum
(que provoca malaria), y Trypanosoma cruzi (que provoca tripanosomiasis).

Ademas, citocinas, como TNF-@, utilizan también heparan sulfato sobres las superficies celulares para la unién y
activacion.

Heparina como receptor

La heparina es un polisacarido que se aisla a partir de tejido de mamifero. Desde su descubrimiento en 1916 por el
cientifico americano McLean, la heparina ha sido reconocida por sus propiedades anticoagulantes de la sangre y la
heparina, durante mas de 50 afos, se ha usado clinicamente como anticoagulante sanguineo y agente
antitrombdtico.

Mientras que los heparan sulfato son componentes ubicuos de todas las formas de vida animal organizadas por
tejidos, la heparina tiene una distribucion muy particular en el tejido de mamifero. La heparina esta, al contrario que
los heparan sulfato, presente solo en los granulos basdfilos de mastocitos. Sin embargo, hoy en dia, ademas de su
posicion establecida en la prevencion y la terapia de trastornos tromboembdlicos, la heparina ha demostrado un
amplio espectro de diferentes actividades independientes de la anticoagulacion.

Un gran numero de proteinas en la sangre se unen, con alta afinidad, a heparina y/o heparan sulfato. Ejemplos son
antitrombina (AT), fibronectina, vitronectina, factores de crecimiento (por ejemplo los factores de crecimiento de
fibroblastos, los factores de crecimiento de tipo insulina, etc.). La albumina de suero humana (HSA) también se une,
pero con una menor afinidad. Por otro lado, HSA esté presente en grandes cantidades en la sangre.

Para utilizar estas propiedades de la heparina para impedir infecciones, se ha contemplado introducir fragmentos de
heparina y/o fragmentos que contienen sidlico en el sistema vascular. De ese modo, se penso que estos fragmentos
se unirian a las lectinas en los microbios, bloqueandolos y asi impidiendo que se unieran a los receptores sobre la
superficie celular de mamifero. Este concepto ha sido probado por muchos cientificos pero con un éxito limitado, en
la mayoria de los casos debido a complicaciones de hemorragia cuando se introducen grandes cantidades de
heparina en el sistema vascular.

El documento US 6.197.568 divulga métodos para el aislamiento y la deteccion de flavivirus y otros virus de la fiebre
hemorragica, tales como virus del dengue, basados en la interaccion dependiente de polianiones sulfatados de
flavivirus y virus de la fiebre hemorragica.

El documento US 2002/197252 A1 se refiere a dispositivos y métodos para reducir los niveles de mediadores pro-
inflamatorios en la sangre mediante adsorcion. Los dispositivos del documento US 2002/ 197252 A1 pueden
comprender moléculas de heparina inmovilizadas sobre los medios de adsorcion como un método para mejorar la
"biocompatibilidad" mediante hidrofilizacion o minimizando la activaciéon del complemento sanguineo de los medios
de adsorcion. La heparina se inmoviliza mediante interacciéon electrostética y/o reticulacién quimica usando un
agente de reticulacion bifuncional.

El documento US 5 437 861 A describe composiciones, dispositivos y métodos para el tratamiento o la prevencion
del sindrome de choque septicémico u otras afecciones evidenciadas por la presencia de citocinas al poner en
contacto sangre completa de un paciente con una composicion que comprende silice y un material de tratamiento
superficial, tal como heparina, pero preferiblemente HSA. La adiciéon de heparina o HSA a la silice solo sirve para
prevenir la activacion plaquetaria y la coagulacion, mientras que la adsorcion de citocinas se logra mediante la silice
en si. La heparina o HSA es sustancialmente carente de unién covalente con la silice.

Se usan dispositivos extracorpéreos en una variedad de situaciones clinicas incluyendo didlisis renal, derivacion
cardiopulmonar y plasmaféresis. "Terapias extracorporeas" significa procedimientos en los que productos deseados
como oxigeno, anticoagulantes sanguineos, anestésicos, etc. pueden afiadirse a los fluidos corporales. Al contrario,
productos indeseados como las toxinas etc. pueden eliminarse de los fluidos corporales fuera del organismo.
Ejemplos son la hemodialisis y la hemofiltracién, que representan tecnologias mediante las cuales la sangre se lava
de productos de desecho.

Sumario de la invencién

Se describe un método para el tratamiento de un mamifero que padece enfermedades o afecciones provocadas o
agravadas por diferentes patégenos microbianos, células inflamatorias o proteinas inflamatorias mediante la
eliminacion de dichos microbios patégenos, células inflamatorias o proteinas inflamatorias de la sangre de dicho
mamifero.

Se describe un método para la eliminacion extracorpdrea de patégenos microbianos, células inflamatorias o
proteinas inflamatorias de la sangre de mamiferos.
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Los objetos mencionados anteriormente, asi como objetos adicionales de la invencion, que seran evidentes para un
experto en la técnica después de haber estudiado la descripcidon a continuacion, se logran mediante la presente
invencion tal como se describe en el presente documento.

Un primer aspecto de la presente invencién proporciona heparina que tiene una afinidad de unién por un microbio
patégeno, una célula inflamatoria o una proteina inflamatoria, estando dicha heparina inmovilizada sobre un sustrato
sélido, y estando dicha heparina ligada a dicho sustrato sélido mediante unién de punto final covalente, para su uso
en el tratamiento de una afeccion provocada o agravada por un microbio patdégeno, célula inflamatoria o proteina
inflamatoria.

Se describe también un método para la eliminacién extracorpérea de un microbio patdégeno, una célula inflamatoria o
una proteina inflamatoria de la sangre de mamifero, que comprende las etapas:

a) proporcionar una muestra de sangre de mamifero,

b) poner dicha muestra en contacto con heparina inmovilizada sobre un sustrato sélido, teniendo dicha heparina
una afinidad de unién por un microbio patégeno, célula inflamatoria o proteina inflamatoria, en condiciones que
permiten la unién de cualquier patégeno microbiano, célula inflamatoria y proteina inflamatoria en dicha muestra
de sangre a la heparina,

c) separar la muestra del sustrato sélido, de modo que dicho microbio patégeno, célula inflamatoria o proteina
inflamatoria esté al menos parcialmente retenido sobre el sustrato sélido, y

d) recuperar dicha muestra que contiene una cantidad reducida de dicho microbio patégeno, célula inflamatoria o
proteina inflamatoria.

El concepto de la técnica anterior de introducir fragmentos de heparina y/o fragmentos que contienen sialico en el
sistema vascular de pacientes ha mostrado un éxito limitado, en la mayoria de los casos debido a complicaciones
por hemorragia cuando se introducen grandes cantidades de heparina en el sistema vascular. La presente invencion
sortea estos problemas inmovilizandose la heparina sobre una superficie sélida, tal como se describe, entre otros, en
el ejemplo de preparacion 6.

El uso de heparina inmovilizada tal como se define por el método de acuerdo con la invencién proporciona también
una ventaja inesperada adicional. Los inventores han descubierto que la heparina ha de inmovilizarse sobre una
superficie sdlida para tener la capacidad que es necesaria para unir una cantidad significativa de los compuestos
que van a eliminarse. Esta propiedad inesperada se describe en el Ejemplo comparativo 1 y el Ejemplo 1 para VHS-
1, que muestran que en disolucidon, menos del 3 % del virus se une a un exceso de heparina (Ejemplo comparativo
1) mientras que mas del 94 % del virus se une a la heparina inmovilizada (Ejemplo 1).

La presente invencion permite el tratamiento seguro y eficaz de pacientes que padecen septicemia o choque
septicémico eliminando los patégenos causantes de la afeccion de la circulacion sanguinea del paciente. La
presente invencion permite la eliminacién de muchos patdgenos microbianos, células inflamatorias y proteinas
inflamatorias diferentes. Ejemplos de patégenos microbianos cominmente asociados con la septicemia que pueden
eliminarse usando la invencion incluyen estafilococos, tales como Staphylococcus aureus, estreptococos y E. coli.

Debido a que tanto heparina como heparan sulfatos se unen a un gran nimero de componentes, tal como se
muestra a modo de ejemplo en la seccidon de antecedentes, se esperaba que una superficie de heparina se cubriria
con muchas de estas proteinas, cuando se pusieran en contacto con la sangre, impidiendo asi que los microbios se
unieran. Los presentes inventores han descubierto sorprendentemente que una purificacién altamente eficiente del
suero y la sangre completa de mamiferos, incluyendo seres humanos, puede lograrse de acuerdo con la presente
invencioén. En el presente documento se divulga que una columna de tamafio moderado conseguia eliminar casi por
completo cantidades considerables de virus del suero sanguineo y la sangre completa. Véanse por ejemplo los
Ejemplos 2, 3 y 4.

En una realizacién, dicho microbio patégeno se selecciona del grupo que consiste en bacterias, virus y parasitos.

En una realizacion, dicho microbio patégeno es un virus. En una realizacién mas especifica, dicho virus se
selecciona del grupo que consiste en virus del herpes simple tipo 1, virus del herpes simple tipo 2, virus de la gripe
A, citomegalovirus y virus de la inmunodeficiencia humana. En otra realizacion mas especifica, dicho virus se
selecciona del grupo que consiste en virus del herpes simple tipo 1 o virus del herpes simple tipo 2.

En otra realizacion, dicho microbio patégeno es una bacteria. En una realizacién mas especifica, dicha bacteria se
selecciona del grupo que consiste en Helicobacter pylori, Streptococcus sanguis, Streptococcus mutans,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aureginosa y Mycobacterium tuberculosis. En una
realizacién preferida, dicho microbio patdégeno es Helicobacter pylori o Staphylococcus aureus.

En todavia otra realizacién, dicho microbio patégeno es un parasito. En una realizacién mas especifica, dicho
parasito se selecciona del grupo que consiste en Plasmodium falciparum y Trypanosoma cruzi.
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En una realizacién adicional, dicha célula inflamatoria se selecciona del grupo que consiste en linfocitos inflamatorios
y macrofagos inflamatorios.

En todavia una realizacion adicional, dicha proteina inflamatoria es una citocina pro-inflamatoria. En una realizacion
mas especifica, dicha citocina pro-inflamatoria se selecciona del grupo que consiste en factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a), factor de necrosis tumoral beta (TNF-B), interleucina-1 (IL-1), e interleucina-6 (IL-6).

En una realizacién, dicha sangre de mamifero es sangre humana.

En todavia otra realizacion, dicho sustrato soélido comprende microparticulas o fibras huecas. En ciertas
realizaciones de la invencion, el material de dicho sustrato sélido se selecciona del grupo que consiste en vidrio,
celulosa, acetato de celulosa, quitina, quitosano, dextrano reticulado, agarosa reticulada, polipropileno, polietileno,
polisulfona, poliacrilonitrilo, silicona, teflén y poliuretanos.

La heparina se une a dicho sustrato sélido mediante unién de punto final covalente. La unién covalente de un
carbohidrato a un sustrato sélido proporciona un mejor control de parametros tales como densidad superficial y
orientacion de las moléculas inmovilizadas en comparacién con la unién no covalente. Los inventores han
demostrado que estos parametros son importantes con el fin de proporcionar una éptima unién de patégenos a las
moléculas de heparina inmovilizada. La concentracion superficial de la heparina sobre el sustrato sélido se
encontrara preferiblemente en el intervalo de 1-10 pg/cmz. La unién de punto final covalente significa que la heparina
se une covalentemente al sustrato sélido a través del residuo terminal de la molécula de heparina.

También se describe en el presente documento el uso de un dispositivo que comprende heparina inmovilizada sobre
un sustrato solido, teniendo dicha heparina una afinidad de unién por un microbio patégeno, una célula inflamatoria o
una proteina inflamatoria, para la elimnacion extracorpérea de un microbio patégeno, célula inflamatoria o proteina
inflamatoria de la sangre de mamifero.

También se describe en el presente documento el uso de heparina que tiene una afinidad de unién por un microbio
patégeno, una célula inflamatoria o una proteina inflamatoria, estando dicha heparina inmovilizada sobre un sustrato
solido, en la preparacién de un dispositivo para el tratamiento de una afeccién provocada o agravada por un
microbio patdgeno, célula inflamatoria o proteina inflamatoria.

Un dispositivo, tal como se hace referencia en el presente documento, puede comprender un dispositivo
convencional para el tratamiento extracorpdéreo de la sangre y el suero de pacientes, por ejemplo que padecen
insuficiencia renal.

Se conoce que los patrones de flujo sanguineo locales en la sangre que entra en contacto con dispositivos médicos
para la circulacion extracorporea influyen en la formacion de coagulos a través de la activacién de cizallamiento y la
agregacion de plaquetas en zonas de estancamiento. En consecuencia, tal como se describe en el presente
documento se disefiara de una manera que no cree estos problemas.

Un dispositivo tal como se describe en el presente documento puede tener por ejemplo las siguientes propiedades:

- Un flujo sanguineo en el intervalo de 1-500 ml/min, preferiblemente 5-250 ml/min.

- Baja resistencia al flujo.

- Gran a’rzea superficial de sustrato que tiene heparina inmovilizada en el mismo, por ejemplo aproximadamente
0,1-1 m~.

- Recubrimiento estable (no fuga de heparina a la sangre en contacto con el mismo).

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

- Biocompatibilidad 6ptima.

Un ejemplo no limitativo de un dispositivo de este tipo, que puede usarse para la presente invencion, es un dializador
pediatrico Hemoflow tal como el hemofiltrador/dializador Prisma M10 de Gambro AB, Suecia. También pueden
usarse otros modelos o tipos de dispositivos para el tratamiento extracorpdreo de la sangre o el suero.

También se describe en el presente documento un método para el tratamiento de un sujeto mamifero que padece
una afeccion provocada o agravada por un microbio patégeno, una célula inflamatoria o una proteina inflamatoria,
que comprende las etapas:

a) extraer sangre del sujeto,

b) poner la sangre extraida en contacto con un dispositivo que comprende heparina inmovilizada sobre un
sustrato solido, teniendo dicha heparina una afinidad de unién por un microbio patégeno, una célula inflamatoria
o una proteina inflamatoria, en condiciones que permiten la unién de un microbio patégeno, una célula
inflamatoria o una proteina inflamatoria a la heparina, y

c) reintroducir la sangre, que contiene una cantidad reducida de dicho microbio patégeno, célula inflamatoria o
proteina inflamatoria, en la circulacion sanguinea del sujeto.
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En el método de tratamiento, la extraccion y reintroducciéon de la sangre puede realizarse en un bucle continuo,
bucle que comprende una parte de la circulacion sanguinea del sujeto.

Tal como se usa en el presente documento, la expresién "microbio patégeno" significa un microbio, que puede
provocar una enfermedad en un organismo vivo cuando se introduce en dicho organismo. Los ejemplos de
"patégenos microbianos" incluyen bacterias, virus y parasitos.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "célula inflamatoria" significa una célula que esta implicada
en la respuesta inflamatoria en un mamifero. Los ejemplos de "células inflamatorias" incluyen linfocitos inflamatorios
y macrofagos inflamatorios.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "proteina inflamatoria" significa una proteina, tal como una
citocina, liberada, por ejemplo, en relaciéon con una inmunizaciéon o infeccién microbiana.

Tal como se usa en el presente documento, el término "citocina " significa una proteina liberada, por ejemplo, en
relacion con una inmunizacion o infeccion microbiana, seleccionada del grupo que consiste en interleucinas,
interferones, quimiocinas y factores de necrosis tumoral.

Ejemplos

Ejemplo de preparacion 1

Aminacion de Sephadex G 25

Se disolvié metaperyodato de sodio (Na16,0 g) en agua (994 ml) y se afadié a Sephadex G 25 (Pharmacia Biotech,
Uppsala, Suecia) (50 g) en 1 | de agua. La mezcla se mantuvo en la oscuridad con agitacion durante 24 h. Tras la
filtracion y el lavado con agua 5 x 1 | y finalmente tampén fosfato 0,1 M, pH 7,0, el producto resultante se suspendié
en tampon fosfato, pH 7,0 (350 ml) y se afadid una solucion de polietilenimina (100 ml de Lupasol (BASF,
Alemania), 5 % en agua). El gel se estabilizd mediante la adicién de una solucion acuosa de NaBH3CN,
cianoborohidruro de sodio (0,5 g en 100 ml, tampén fosfato, 0,1 M, pH 7,0). El gel se filtré y se lavé tal como se
describié anteriormente y finalmente se lavé con tampén acetato (500 ml, 0,1 M, pH 4,0), proporcionando Sephadex
G 25 aminado (85 g).

Ejemplo de preparacién 2

Unién de punto final covalente de heparina sobre un gel cromatografico

Se suspendié Sephadex G 25 aminado (85 g) obtenido tal como se describe en el Ejemplo de preparacion 1 en
tampon acetato (800 ml, 0,1 M, pH 4,0) y se anadieron 4,0 g de heparina degradada con acido nitroso (heparina de
Pharmacia, Suecia). Tras agitar durante 0,5 h, se afadi6 NaBH3sCN (0,4 g). La mezcla de reaccion se agité durante
24 h y entonces se proces6 tal como anteriormente, proporcionando Sephadex G 25 heparinizado (80 g).

El gel contiene el 2 % de heparina (p/p, analisis de azufre). Las perlas de Sephadex G 25 tienen un diametro
promedio de 50-150 uym. Un calculo aproximado revela que 1 cm® contiene 10° perlas lo que da un area superficial
de perla de 0,03 m?%/cm®. Ademas, si la heparina esta unida Unicamente a la superficie de las perlas, un Sephadex G
25 heparinizado con el 2 % de heparina p/p tiene aproximadamente 0,003 pg de heparina/cmz.

Ejemplo de preparacién 3

Unién covalente de heparina sobre lana de vidrio aminada
Un material de lana de vidrio se hepariniza usando el procedimiento general descrito a continuacion.

La lana de vidrio se lava minuciosamente con acido (HCI), se enjuaga con etanol absoluto y se seca en un horno a
100 °C durante 4 horas.

Se introducen funciones amino reactivas sobre la superficie de lana de vidrio mediante tratamiento con una solucion
acuosa de poliamina, polietilenimina (PEI) o quitosano. Para algunos fines, las poliaminas pueden estabilizarse
sobre la superficie mediante reticulacion con reactivos bifuncionales, tales como crotonaldehido o glutaraldehido.

El recubrimiento se estabiliza adicionalmente mediante reticulacion iénica con un polisacarido sulfatado (sulfato de
dextrano o heparina). Si es necesario, estas etapas se repiten y se forma una estructura de tipo sandwich. Entre
cada etapa debera realizarse un enjuague cuidadoso (agua, tampones adecuados). Después de una ultima adicion
de PEI o quitosano, se realiza la unidn de punto final (EPA) a la superficie aminada de la heparina nativa mediante
aminacién reductora, utilizando la funciéon aldehido en el residuo terminal reductor en la heparina nativa. El
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acoplamiento se realiza en solucion acuosa, mediante aminacion reductora (cianoborohidruro, CNBHz3’)
esencialmente tal como se describe en el Ejemplo de preparacion 2.

El analisis de superficie tal como se describe en el Ejemplo de preparacion 2 revela que aproximadamente 10
mg/cm2 de heparina se acopla a la superficie de vidrio.

Ejemplo de preparaciéon 4

Unién covalente de heparina sobre superficies poliméricas aminadas
Se heparinizé una superficie polimérica usando el procedimiento general que se describe a continuacion.

La superficie polimérica se ataca un agente oxidante (permanganato de potasio, peroxidisulfato de amonio) con el fin
de introducir caracteristicas hidréfilas junto con algunos grupos funcionales reactivos (-SO3H, -OH, - C=0, -C=C-). La
superficie puede atacarse también con plasma o corona.

Se introducen funciones amino reactivas mediante tratamiento con una poliamina, polietilenimina (PEI) o quitosano.
Para algunos fines, las poliaminas pueden estabilizarse sobre la superficie mediante reticulacién con reactivos
bifuncionales, tales como crotonaldehido o glutaraldehido.

El recubrimiento se estabiliza adicionalmente mediante reticulacién iénica con un polisacarido sulfatado (sulfato de
dextrano o heparina). Si es necesario, estas etapas se repiten y se forma una estructura de tipo sandwich. Entre
cada etapa debera realizarse un enjuague cuidadoso (agua, tampones adecuados). Después de una ultima adicién
de PEI o quitosano, la unién de punto final (EPA) a la superficie aminada de la heparina nativa se realiza mediante
aminacion reductora, utilizando la funcién aldehido en el residuo terminal reductor en la heparina nativa. Una funcion
aldehido mas reactiva en el residuo terminal reductor puede conseguirse mediante degradacion de heparina nitrosa,
parcial. Esto acorta el tiempo de reaccion, pero la heparina inmovilizada tendra un peso molecular mas bajo. El
acoplamiento se realiza en solucidn acuosa, mediante aminacion reductora (cianoborohidruro, CNBHj3’)
esencialmente tal como se describe en el Ejemplo de preparacion 2.

Puede acoplarse 1-10 pg/cm2 de heparina a todas las superficies hidrofilas como vidrio, celulosa, quitina etc., y mas
0 menos todos los polimeros hidréfobos como poli(cloruro de vinilo), polietileno, policarbonato, poliestireno, PTFE
etc.

Ejemplo de preparacién 5

Unién de un solo punto o de miltiples puntos covalente de heparina sobre superficies poliméricas

Se realiza tal como se describe en el Ejemplo de preparacion 2, con la excepcion de que las funciones aldehido se
introdujeron en la cadena de heparina mediante oxidacion con peryodato de sodio en solucién acuosa.

Ejemplo de preparacién 6

Unién de heparina sobre la luz interna de fibras huecas

En este ejemplo de preparacion, se usé un dializador Hemoflow pediatrico. Las fibras del dializador se realizaron de
polisulfona con un diametro interior de 200 micrasa/ un espesor de pared de 40 micras. El area superficial total de la
sangre en contacto con el material era de 4000 cm” y el volumen de cebado era de 28 ml.

El procedimiento de aminacion se realiz6 tal como se describe en general en el Ejemplo de preparacion 4 con la
excepcion de que se omitio la etapa de ataque. La polisulfona es hidréfila y no necesita ataque. La inmovilizacion de
heparina se realiz6 bombeando una soluciéon que contenia heparina degradada con acido nitroso (heparina de
Pharmacia) junto con NaBH3CN tal como se describe en el Ejemplo de preparacion 2. Debido a que la medicion de
la cantidad de heparina es un procedimiento destructor, se heparinizé un dializador de referencia que se heparinizd
en condiciones idénticas se sacrific y sus fibras se sometieron a analisis de azufre. Los resultados revelaron un
contenido en heparina de aproximadamente 5 ug de heparina/cmz, que corresponde a un contenido de 20 mg de
heparina en el dispositivo.

Ejemplo de preparacion 7

Unidn covalente de oligdbmeros con residuos de acido sialico terminal sobre la luz interior de fibras huecas

En este ejemplo de preparacion, el grupo aldehido en el residuo terminal reductor se usé para el acoplamiento. La
aminacion de las fibras se realizdé tal como se describe en el Ejemplo de preparaciéon 6 y el acoplamiento del
oligosacarido de férmula |, que contiene residuos de &acido sialico terminales, se realiz6 haciendo circular el
compuesto de férmula |, disuelto en tampdén acetato (800 ml, 0,1 M, pH 4,0) junto con NaBHs;CN (0,4 g), a
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temperatura ambiente durante 24 h. Los resultados revelaron un contenido en &cido sialico de aproximadamente 2
pg/cm

NeuAca2-3Galp1-4G1cNACH .
NeuAco2-3Galp1-4G1cNAc1-2Mana

L.l -3Fuc ManpB1-4G1cNAcBL-4GIcNAc
NeuAca2-3Gelpi-4G1cNAcp I-ZL:anal 7

NeuAca2-3Galpl-4GlcNAcp! 7

|
al-3Fuc

Ejemplo comparativo 1

Unién de VHS-1 a heparina en disolucion

Una solucién (10 yl) que contenia 10" unidades formadoras de placa de virus (virus del herpes simple tipo 1 cepa
KOS321) se incubd con 20 pl de heparan sulfato marcado con *H (HS) en un volumen total de 400 pl de NaCl
tamponado durante 30 min a 37 °C. Después, la solucién se centrifugé a través de un filtro Microsep 1 M, reteniendo
virus y HS unido. El 2,3 % de HS estaba unido (479 CPM) al virus, mientras que el 97,7 % del HS estaba no unido y
se hizo pasar a través del filtro.

Ejemplo 1

Eliminacién de particulas de virus de VHS-1 y VHS-2 de solucion salina tamponada mediante la unién a heparina
inmovilizada sobre perlas de Sephadex

Perlas de Sephadex recubiertas con heparina, tal como en el Ejemplo de preparacion 2, se empaparon en NaCl
tamponado (PBS) y se transfirieron 0,8 ml a cada una de dos columnas desechables pequefias, formando una capa
de gel de aproximadamente 1 cm. Tras lavar tres veces, se suspendieron 50 pl de virus radlomarcados con *H-
timidina en 150 pl de PBS. 10° unldades formadoras de placa de VHS-1, correspondiente a 10" partlculas de virus,
se afadieron a la columna 1, y 10® unidades formadoras de placa de VHS-2, correspondiente a 10'° particulas de
virus, se anadieron a la columna 2. El virus se dejé adsorber en las columnas respectivas. Después, se afiadieron
0,8 ml de PBS a cada columna y se recogio el fluido que habia pasado a su través para una estimacioén del virus no
absorbido.

Posteriormente se lavaron ambas columnas 4 veces con 1 ml de PBS, y los lavados se recogieron como fracciones
para la cuantificacion del virus separado por lavado. Estas, y las siguientes fracciones, se transfirieron a viales de
centelleo y se cuantificaron con respecto a la cantidad de virus a través de la determinaciéon de cpm en un contador
beta. En la siguiente etapa, las columnas se sometieron a elucién de los virus unidos a heparina respectivos tres
veces mediante 1 ml de NaCl 2 M, y las tres fracciones se recogieron de cada columna. Después de eso, se realizé
la elucién afiadiendo dos veces 1 ml de SDS al 5 % en PBS (PBS-SDS), y se recogieron las dos fracciones de cada
columna. Finalmente, cada una de las perlas recubiertas con heparina de las dos columnas se suspendié en 1 ml de
PBS-SDS, y alicuotas de 200 pl se sometieron a cuantificacién de las particulas de virus unidas restantes mediante
determinacién de radioactividad.

Los resultados se muestran en la Tabla 1 a continuacion. Tal como se muestra, solo el 5,5 % de las particulas de
VHS-1 y el 11,7 % de las particulas de VHS-2 no se adsorbieron a la columna. Ademas, puesto que el ADN viral y
no sus proteinas de unién a heparina estan marcadas con radioactividad, estas particulas no adsorbidas pueden
representar virus no infecciosos con envueltas alteradas (es decir las partes exteriores, fragiles del virus que se unen
a la heparina). El resto de los virus (el 94,5 % para VHS-1 y el 88,3 % de VHS-2) se une a las perlas recubiertas con
heparina en la columna. La unién parece ser fuerte, a juzgar por el hecho de que solamente el 0,5 % de VHS-1 y el
1,1 % de VHS-2 se eliminaron mediante 4 lavados sucesivos. La capacidad limitada de NaCl 2 M en 3 intentos
sucesivos para eluir los virus recalca la alta afinidad caracteristica de la unién de ambos virus a las perlas
recubiertas con heparina. Por el contrario, cantidades sustanciales de VHS-1 y VHS-2 se eluyeron mediante PBS-
SDS.

Un total del 48 % de VHS-1 y el 68,8 % de VHS-2 se recuperaron de las columnas. Esto puede atribuirse al hecho
de que NaCl 2 M reducia espontaneamente la radioactividad de las muestras en aproximadamente un 30 % de
acuerdo con nuestras observaciones pasadas, y de que SDS-PBS tiene también probablemente este efecto.
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En conjunto, los resultados demuestran el principio de que las particulas de virus VHS-1 y VHS-2 pueden eliminarse
de una fase fluida mediante el paso a través de una columna corta que contiene perlas de Sephadex recubiertas con
heparina, y de que los virus extraidos se unen con alta afinidad a las columnas.

Tabla 1. Union de particulas de virus VHS radiomarcadas, suspendidas en NaCl tamponado, a perlas de heparina-

Sephadex.
Unién de VHS a columna de heparina (% de virus de entrada = control = 100 %)
VHS-1 VHS-2

Virus de entrada (control) 100,0 100,0
Virus no adsorbido 55 11,7
Lavado a partir de la columna
1*" lavado 0,2 0,4
2° lavado 0,1 0,3
3% lavado 0,1 0,2
4° lavado 0,1 0,2

total no adsorbido + lavado 6,0 12,8
Eluido con NaCl 2 M
12 elucién 7,8 14,7
22 elucién 1,6 1,9
3% elucion 0,1 1,3
Eluido con SDS al 5 % 12 elucion 10,6 11,9
2% elucion 18,5 18,3

total eluido NaCl + SDS 38,6 48,1
No eluido a partir de perlas 41 7,9

total no eluido 4.1 7,9
Total recuperado (no adsorbido + lavado + eluido +
no eluido)

48,7 68,8
Ejemplo 2

Eliminacién de particulas de virus VHS-1 del suero humano mediante unién a heparina inmovilizada sobre perlas de
Sephadex

El procedimiento experimental tal como se describe en el Ejemplo 1 se utilizé con la diferencia de que las particulas
de virus VHS-1 radiomarcadas a una cantidad de 10° UFP equivalente a 10" particulas de virus se mezclaron con
0,5 ml de suero humano y entonces se aplicaron sobre perlas recubiertas con heparina en una columna desechable.
Después, el procedimiento incluyendo la elucion y el lavado se siguié tal como en el Ejemplo 1. Los resultados se
muestran en la Tabla 2 a continuacion.

Tabla 2. Unién de particulas de virus VHS-1 radiomarcadas (1011), suspendidas en suero humano, a perlas de
heparina-Sephadex (1 cm®).

Unién de VHS-1 a columna de heparina (% de virus de entrada = control = 100 %)
Virus de entrada (control) 100,0
Virus no absorbido 2,4
Lavado a partir de la columna
1*" lavado 0,9
2° lavado 0,2
3% lavado 0,1
4° lavado 0,2
total no absorbido + lavado 3,8
Eluido con NaCl 2 M
a g
12 elucién 2.1
2° elucién 0,4
32 elucion 0,2
Eluido con SDS al 5 %
12 elucion
3,5
total eluido NaCl + SDS 6.2
Total recuperado (no absorbido + lavado + eluido + no
eluido) 10,0
Permanece sobre las perlas
90,0
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Tal como se muestra, el 97,6 % de las particulas de VHS-1 suspendidas en suero humano estaban unidas a la
columna. Mediante lavado de 4 veces, solo se eliminé el 3,8 % de las particulas de virus. Usando NaCl 2 M, solo se
eluyo el 2,7 % del virus, y se eluyd un 3,5 % adicional mediante SDS. La conclusién de estos resultados es que el
virus en suspension en suero, que es la situacion en la vida real durante una infeccion severa, diseminada, mejoraba
el rendimiento de la columna de eliminacion de virus en cuanto a la unién de virus radiomarcado, y que solo el 2,4 %
de las particulas de VHS-1 estaban no adsorbidas. Como explicacion probable, las proteinas séricas ayudaron a
estabilizar las particulas de virus y mejoraron de ese modo la eliminacion de VHS-1 mediante las perlas de
Sephadex heparinizadas.

Ejemplo 3
Eliminacién de particulas de virus VHS-1 del suero humano mediante union a heparina inmovilizada sobre a un

dializador Hemoflow de fibras huecas

El procedimiento experimental tal como se describe en el Ejemplo 1 se utilizé con la diferencia de que las particulas
de virus VHS-1 radiomarcadas a una cantidad de 10° UFP equivalente a 10" particulas de virus se mezclaron con
0,5 ml de suero humano y entonces se aplicaron sobre el dializador de fibras huecas recubiertas con heparina del
Ejemplo de preparacion 6. Después, el procedimiento incluyendo la elucion y el lavado se siguié tal como en el
Ejemplo 1. Los resultados se muestran en la Tabla 3 a continuacion.

Tal como se muestra, el 92,3 % de las particulas de VHS-1 suspendidas en suero humano se unieron a la columna.
Mediante lavado de 4 veces, solo se eliminé el 4,2 % de las particulas de virus. Mediante NaCl 2 M, solo se eluyé el
4,0 % del virus, y se eluy6 un 4,5 % adicional mediante SDS. La conclusién de estos resultados es que la unién de
particulas de virus suspendidas en suero humano a fibras heparinizadas es comparable con la de la unién de virus
suspendidos de manera similar a perlas de Sephadex recubiertas con heparina, y que solo el 7,7 % de las particulas
de VHS-1 estaban no absorbidas.

Tabla 3. Union de particulas de virus VHS-1 radiomarcadas, suspendidas en suero humano, a fibras huecas
heparinizadas.

Unién de VHS-1 a columna de heparina (% de virus de entrada = control = 100%)
Virus de entrada (control) 100,0
Virus no absorbido 7,7
Lavado a partir de la columna
1% lavado 3,1
2° lavado 0,8
3% lavado 0,1
4° lavado 0,2

Total no adsorbido + lavado 4,2
Eluido con NaCl 2 M
12 elucién 3,3
2° elucion 0,5
32 elucion 0,2
Eluido con SDS al 5%
12 elucion 4,5
total eluido NaCl + SDS 8,5
Total recuperado (no absorbido+lavado +eluido+no
eluido) 12,7
Permanece sobre las perlas

87,3

Ejemplo 4

Eliminacién de particulas de virus VHS-1 y VHS-2 de la sangre completa humana mediante unién a heparina
inmovilizada sobre perlas de Sephadex

El procedimiento experimental tal como se describe en el Ejemplo 1 se utilizé con la diferencia de que las particulas
de virus VHS-1 y VHS-2 radiomarcadas a una cantidad de equivalente a 10" particulas de virus por ml se mezclaron
con 1 ml de sangre humana y entonces se aplicaron en 1 ml de perlas recubiertas con heparina en una columna
desechable. Después, el procedimiento incluyendo la elucion y el lavado se siguio6 tal como en el Ejemplo 1.

Los resultados se muestran en la Tabla 4 a continuacién. Tal como se muestra, el 99,1 % de las particulas de VHS-1
y el 99,8 % de las particulas VHS-2 suspendidas en sangre humana se unieron a la columna.

10



10

15

20

25

30

Tabla 4. Unién de particulas de virus VHS radiomarcadas, suspendidas en sangre humana, a perlas de heparina-

ES 2 608 399 T3

Sephadex (1 cm®).

Unién de VHS en sangre completa a columna de heparina
(% de virus de entrada = control = 100%)
VHS-1 VHS-2
% %
Virus de entrada (control) 100,0 100,0
Virus no adsorbido 0,9 0,2

Ejemplo 5

Eliminacién de virus de la gripe A del suero humano mediante union a oligosacaridos inmovilizados que contienen
acido sidlico

Mezclas madre de virus de Influenza A H1N1 se replicaron en células MDCK cultivadas 35 °C en condiciones
estandar durante 3 dias, después de lo cual las células se homogeneizaron y se titularon para evaluar el nimero de
unidades formadoras de focos (UFF)/ml. Las particulas de virus se suspendieron en suero humano hasta una
concentracion final de 10° UFF/ml. Una suspensién de 10 ml se aplicé sobre un dializador de fibras huecas
recubiertas con acido sialico, preparado usando el método descrito en el Ejemplo de preparacion 7. Después de
titular la infectividad del suero que contenia Influenza A tras el paso a través del dializador y comparandola con los
titulos de una alicuota del suero que contenia el mismo virus que no habia pasado a través del dispositivo, se
concluyo que el 87 % de las UFF de virus Influenza A permanecian unidas a las fibras.

Ejemplo 6

Eliminacién de Helicobacter pylori y Staphylococcus aureus mediante union a heparina inmovilizada

Cuatro pipetas estériles se empaquetaron con lana de vidrio (0,5 ml) que se heparinizé tal como se describe en el
Ejemplo de preparacion 3. Las "columnas" asi formadas se lavaron con 3 ml de solucién salina tamponada con
fosfato estéril (PBS), pH 7,2. Se sometieron a prueba dos cepas diferentes de H. pylori y dos cepas diferentes de S.
aureus. Cada una de las cuatro muestras de bacterias diferentes, suspendidas en tampdn PBS, se aplic6 en una
"columna" separada. Las cantidades de bacterias en las muestras se midieron antes de la aplicaciéon en columna y
tras la elucion a partir de la columna mediante densidad 6ptica (DO) a 560 nm y recuentos viables (UFC/ml). Tal
como resulta evidente a partir de la tabla a continuacion, aproximadamente el 90 % de las bacterias H. pylori y
aproximadamente el 50 % de las bacterias S. aureus estaban inmovilizadas sobre las columnas.

Tabla 6. Unién de H. pylori y S. aureus a lana de vidrio heparinizada.

DO550 UFC/ml Union
Bacterias Dentro Fuera Dentro Fuera %
H. Pylori ATCC 43504 8,33 0,81 2x10° 1,510’ ~90
H. Pylori ATCC 43504 8,33 1,86 2x10° 1x10’ ~90
S. aureus CCUG 12600 9,30 5,5 7,7x10° 3,6x10° ~50
S. aureus CCUG 12600 9,30 6,9 7,7x10° 3,6x10° ~50
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REIVINDICACIONES

1. Heparina que tiene una afinidad de unién por un microbio patégeno, una célula inflamatoria o una proteina
inflamatoria, estando dicha heparina inmovilizada sobre un sustrato sélido, y estando dicha heparina ligada a dicho
sustrato sdélido mediante unién de punto final covalente, para su uso en un método de tratamiento de una afeccion
provocada o agravada por un microbio patégeno, célula inflamatoria o proteina inflamatoria.

2. Heparina que tiene una afinidad de unién por un microbio patégeno, una célula inflamatoria o una proteina
inflamatoria, estando dicha heparina inmovilizada sobre un sustrato sélido, y estando dicha heparina ligada a dicho
sustrato solido mediante unién de punto final covalente, para su uso en un método de tratamiento de acuerdo con la
reivindicacion 1, estando dicho microbio patdégeno seleccionado del grupo que consiste en bacterias, virus y
parasitos.

3. Heparina que tiene una afinidad de unién por un microbio patégeno, una célula inflamatoria o una proteina
inflamatoria, estando dicha heparina inmovilizada sobre un sustrato sélido, y estando dicha heparina ligada a dicho
sustrato solido mediante unién de punto final covalente, para su uso en un método de tratamiento de acuerdo con la
reivindicacion 2, siendo dicho microbio patégeno una bacteria.

4. Heparina que tiene una afinidad de unién por un microbio patégeno, una célula inflamatoria o una proteina
inflamatoria, estando dicha heparina inmovilizada sobre un sustrato sélido, y estando dicha heparina ligada a dicho
sustrato sélido mediante unién de punto final covalente, para su uso en un método de tratamiento de acuerdo con la
reivindicaciéon 3, estando seleccionada dicha bacteria del grupo que consiste en Helicobacter pylori, Streptococcus
sanguis, Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aureginosa Yy
Mycobacterium tuberculosis.

5. Heparina que tiene una afinidad de unién por un microbio patégeno, una célula inflamatoria o una proteina
inflamatoria, estando dicha heparina inmovilizada sobre un sustrato sélido, y estando dicha heparina ligada a dicho
sustrato solido mediante unién de punto final covalente, para su uso en un método de tratamiento de acuerdo con la
reivindicacion 4, siendo dicha bacteria Helicobacter pylori o Staphylococcus aureus.

6. Heparina que tiene una afinidad de unién por un microbio patégeno, una célula inflamatoria o una proteina
inflamatoria, estando dicha heparina inmovilizada sobre un sustrato sélido, y estando dicha heparina ligada a dicho
sustrato solido mediante unién de punto final covalente, para su uso en un método de tratamiento de acuerdo con la
reivindicacion 2, siendo dicho microbio patégeno un virus.

7. Heparina que tiene una afinidad de unién por un microbio patdégeno, una célula inflamatoria o una proteina
inflamatoria, estando dicha heparina inmovilizada sobre un sustrato sélido, y estando dicha heparina ligada a dicho
sustrato sélido mediante unién de punto final covalente, para su uso en un método de tratamiento de acuerdo con la
reivindicacion 6, estando dicho virus seleccionado del grupo que consiste en virus del herpes simple tipo 1, virus del
herpes simple tipo 2, virus de la gripe A, citomegalovirus y virus de la inmunodeficiencia humana.

8. Heparina que tiene una afinidad de unién por un microbio patégeno, una célula inflamatoria o una proteina
inflamatoria, estando dicha heparina inmovilizada sobre un sustrato sélido, y estando dicha heparina ligada a dicho
sustrato solido mediante unién de punto final covalente, para su uso en un método de tratamiento de acuerdo con la
reivindicacion 7, estando dicho virus seleccionado del grupo que consiste en virus del herpes simple tipo 1 y virus del
herpes simple tipo 2.

9. Heparina que tiene una afinidad de unién por un microbio patégeno, una célula inflamatoria o una proteina
inflamatoria, estando dicha heparina inmovilizada sobre un sustrato sélido, y estando dicha heparina ligada a dicho
sustrato solido mediante unién de punto final covalente, para su uso en un método de tratamiento de acuerdo con la
reivindicacion 2, siendo dicho microbio patégeno un parasito.

10. Heparina que tiene una afinidad de unién por un microbio patégeno, una célula inflamatoria o una proteina
inflamatoria, estando dicha heparina inmovilizada sobre un sustrato sélido, y estando dicha heparina ligada a dicho
sustrato sélido mediante unién de punto final covalente, para su uso en un método de tratamiento de acuerdo con la
reivindicacion 9, estando dicho paréasito seleccionado del grupo que consiste en Plasmodium falciparum y
Trypanosoma cruzi.

11. Heparina que tiene una afinidad de unién por un microbio patégeno, una célula inflamatoria o una proteina
inflamatoria, estando dicha heparina inmovilizada sobre un sustrato sélido, y estando dicha heparina ligada a dicho
sustrato solido mediante unién de punto final covalente, para su uso en un método de tratamiento de acuerdo con la
reivindicacion 1, estando dicha célula inflamatoria seleccionada del grupo que consiste en linfocitos inflamatorios y
macréfagos inflamatorios.

12. Heparina que tiene una afinidad de unién por un microbio patégeno, una célula inflamatoria o una proteina
inflamatoria, estando dicha heparina inmovilizada sobre un sustrato sélido, y estando dicha heparina ligada a dicho
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sustrato solido mediante unién de punto final covalente, para su uso en un método de tratamiento de acuerdo con la
reivindicacion 1, siendo dicha proteina inflamatoria una citocina pro-inflamatoria.

13. Heparina que tiene una afinidad de unién por un microbio patdégeno, una célula inflamatoria o una proteina
inflamatoria, estando dicha heparina inmovilizada sobre un sustrato sélido, y estando dicha heparina ligada a dicho
sustrato solido mediante unién de punto final covalente, para su uso en un método de tratamiento de acuerdo con la
reivindicacion 12, estando seleccionada dicha citocina pro-inflamatoria del grupo que consiste en factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), factor de necrosis tumoral beta (TNF-B), interleucina-1 (IL-1), e interleucina-6 (IL-6).

14. Heparina que tiene una afinidad de unién por un microbio patégeno, una célula inflamatoria o una proteina
inflamatoria, estando dicha heparina inmovilizada sobre un sustrato sélido, y estando dicha heparina ligada a dicho
sustrato sélido mediante unién de punto final covalente, para su uso en un método de tratamiento de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, comprendiendo dicho sustrato sélido microparticulas.

15. Heparina que tiene una afinidad de unién por un microbio patdégeno, una célula inflamatoria o una proteina
inflamatoria, estando dicha heparina inmovilizada sobre un sustrato sélido, y estando dicha heparina ligada a dicho
sustrato soélido mediante uniéon de punto final covalente, para su uso en un método de tratamiento de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, comprendiendo dicho sustrato sélido una o mas fibras huecas.

16. Heparina que tiene una afinidad de unién por un microbio patégeno, una célula inflamatoria o una proteina
inflamatoria, estando dicha heparina inmovilizada sobre un sustrato sélido, y estando dicha heparina ligada a dicho
sustrato sélido mediante unién de punto final covalente, para su uso en un método de tratamiento de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, estando dicho sustrato solido seleccionado del grupo que consiste
en vidrio, celulosa, acetato de celulosa, quitina, quitosano, dextrano reticulado, agarosa reticulada, polipropileno,
polietileno, polisulfona, poliacrilonitrilo, silicona, teflon y poliuretanos.
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