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DESCRIPCION
Métodos y aparatos para crear derivados de particulas de HDL con un contenido reducido de lipidos
Campo de la invencion

La presente invencion, como se define en las reivindicaciones, se refiere en general a métodos para eliminar los lipidos
de las particulas de HDL dejando las particulas de LDL sustancialmente intactas, por medio del tratamiento
extracorporeo del plasma sanguineo utilizando un solo disolvente o multiples disolventes. El método de la presente
invencioén proporciona un procedimiento para la eliminacién selectiva de lipidos de HDL a fin de crear una particula de
HDL modificada, dejando las particulas de LDL sustancialmente intactas. El método de la presente invencion
proporciona un procedimiento para eliminar las particulas de LDL del plasma antes de tratar las particulas de HDL
para eliminar los lipidos. Esta invencion crea particulas que comprenden HDL modificadas que se pueden administrar
a un animal o ser humano para uso terapéutico, tales como el tratamiento de la arteriosclerosis y enfermedades
vasculares ateroscleréticas en un animal o ser humano.

Cualquier referencia en la siguiente descripcion a los métodos de tratamiento se refiere a los compuestos,
composiciones farmacéuticas y medicamentos de la invencion presente para uso en un método para el tratamiento de
un cuerpo humano o animal mediante terapia.

Antecedentes de la invencion
Introduccion: hiperlipidemia y arteriosclerosis

Las enfermedades cardiovasculares, cerebrovasculares y vasculares periféricas son responsables de un nimero
significativo de muertes anuales en muchos paises industrializados. Uno de los procesos patolégicos mas comunes
que subyacen a estas enfermedades es la arteriosclerosis. La arteriosclerosis se caracteriza por lesiones, que
comienzan como engrosamientos grasos localizados en los aspectos internos de los vasos sanguineos que
suministran sangre al corazon, cerebro y otros érganos y tejidos en todo el cuerpo. Con el tiempo, estas lesiones
ateroscleréticas pueden ulcerarse, exponiendo depdsitos de placa grasa que pueden desprenderse y embolizarse
dentro de la circulacion. Las lesiones ateroscleréticas obstruyen los limenes de los vasos sanguineos afectados y, a
menudo, reducen el flujo sanguineo dentro de los vasos sanguineos, lo que puede resultar en isquemia del tejido
irrigado por el vaso sanguineo. La embolizacién de las placas ateroscleréticas puede producir obstruccion aguda e
isquemia en los vasos sanguineos distales. Dicha isquemia, ya sea prolongada o aguda, puede provocar un ataque
cardiaco o un derrame cerebral del cual el paciente puede o no recuperarse. Una isquemia similar en una arteria que
irriga una extremidad puede ocasionar gangrena que requiera amputacion de la extremidad.

Durante algun tiempo, la comunidad médica ha reconocido la relacion entre la arteriosclerosis y los niveles de lipidos
en la dieta, colesterol en suero, y triglicéridos en suero dentro del torrente sanguineo de un paciente. Se han realizado
muchos estudios epidemioldgicos que revelan que la cantidad de colesterol sérico en el torrente sanguineo de un
paciente es un factor predictivo importante de enfermedad coronaria. De manera similar, la comunidad médica ha
reconocido la relacion entre la hiperlipidemia y la resistencia a la insulina, que puede conducir a la diabetes mellitus.
Ademas, la hiperlipidemia y la arteriosclerosis se han identificado como relacionadas con otros problemas de salud
importantes, tales como la obesidad y la hipertension.

Transporte del colesterol

El colesterol que circula en la sangre es transportado por las lipoproteinas del plasma que transportan los lipidos a
través de la sangre. Las lipoproteinas plasmaticas se clasifican en cinco tipos segun el tamafio: quilomicrones (que
son mas grandes en tamafio y mas bajas en densidad), lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), lipoproteinas de
densidad intermedia (IDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL), y lipoproteinas de alta densidad (HDL) (que son las
mas pequefias y densas). Estas lipoproteinas plasmaticas exhiben diferencias en tamafo, densidad, diametro,
contenido de proteina, contenido de fosfolipidos y contenido de triacilglicerol, conocidas por los expertos en la técnica.
De estas, la lipoproteina de baja densidad (LDL) y la lipoproteina de alta densidad (HDL) son principalmente las
proteinas transportadoras del colesterol mas importantes. El componente proteico de LDL, la apolipoproteina B (Apo
B) y sus productos comprenden los elementos aterogénicos. Los niveles elevados de LDL en plasma y los niveles
reducidos de HDL se reconocen como la causa principal de la enfermedad coronaria ya que la Apo B esta en la
concentracion mas alta en particulas de LDL y no esta presente en las particulas de HDL. La apolipoproteina A-1 (Apo
A-1) y la apolipoproteina A-2 (Apo A-2) se encuentran en HDL. Otras apolipoproteinas, tales como Apo C y sus
subtipos (C-1, C-2 y C-3), Apo D y Apo E también se encuentran en HDL. Apo C y Apo E también se observan en
particulas de LDL.

Se ha informado sobre numerosas clases principales de particulas HDL, incluyendo HDLgy,, HDL24, HDL3a, HDL3, y
HDLsc (Segrest et al., Curr. Opin. Lipidol. 11:105-115, 2000). Se han descrito varias formas de particulas de HDL en
base a su movilidad electroforética en agarosa como de dos poblaciones principales, una fraccién importante con
movilidad a-HDL y una fraccidon menor con migracién similar a VLDL (Barrans et al., Biochemica Biophysica Acta 1300;
73-85, 1996). Esta ultima fraccion se ha denominado pre-§ HDL y se cree que estas particulas son la subclase de
particulas HDL mas eficiente en inducir el flujo de salida del colesterol celular (Segrest et al., Curr. Opin. Lipidol.
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11:105-115, 2000). Las particulas pre- HDL se han separado aun mas en pre-$1HDL, pre-32 HDL y pre-B3 HDL. Estas
particulas de lipoproteinas comprenden Apo A-1, fosfolipidos y colesterol libre. Las particulas pre-g HDL se considera
que son los primeros aceptores del colesterol libre celular y son esenciales para la transferencia eventual del colesterol
libre y esterificado a a-HDL (Barrans et al., Biochemica Biophysica Acta 1300; 73-85, 1996). Las particulas pre-33 HDL
pueden transferir el colesterol a a-HDL o convertirse en a-HDL. Estas particulas pre-f HDL se han caracterizado en
términos de su carga, masa molecular (que varia de 40 kDa - 420 kDa), tamafio (radio de Stoke de 4 nm - 15 nm),
forma (elipsoidal, discoidal o esférica) y composicion quimica (proteina (incluyendo Apo A-1), colesterol libre, colesterol
esterificado, fosfolipidos y la proporcion de colesterol libre a fosfolipidos) (véase Barrans et al., Biochemica Biophysica
Acta 1300; 73-85, 1996 para detalles adicionales). Los niveles de HDL se correlacionan inversamente con la
aterosclerosis y la enfermedad arterial coronaria. Por consiguiente, lo que se necesita es un método para disminuir o
eliminar el colesterol de estas diversas particulas de HDL, especialmente las particulas pre-f HDL, para que estén
disponibles para eliminar el colesterol adicional de las células.

El colesterol es sintetizado por el higado u obtenido de fuentes dietéticas. LDL es responsable de transferir el colesterol
del higado a los tejidos en diferentes sitios del cuerpo. Sin embargo, si las LDL se acumulan en las paredes arteriales,
sufren la oxidacion causada por los radicales libres de oxigeno liberados de los procesos quimicos del cuerpo e
interactuan de forma perjudicial con los vasos sanguineos. La LDL modificada hace que los glébulos blancos del
sistema inmunitario se acumulen en las paredes arteriales, formando una sustancia grasa llamada placa e hiriendo las
capas celulares que recubren los vasos sanguineos. La LDL oxidada modificada también reduce el nivel de 6xido
nitrico, que es responsable de relajar los vasos sanguineos y de esta forma permitir que la sangre fluya libremente. A
medida que este proceso continla, las paredes arteriales se contraen lentamente, lo que provoca el endurecimiento
de las arterias y, por lo tanto, reduce el flujo sanguineo. La acumulacién gradual de placa puede provocar el bloqueo
de un vaso coronario y, en ultima instancia, un ataque cardiaco.

A diferencia de LDL, los niveles altos de HDL en plasma son deseables porque desempefia un papel importante en el
"transporte inverso del colesterol", mediante el cual el exceso de colesterol se transfiere de los tejidos al higado, donde
se cataboliza y se elimina. Los niveles 6ptimos de colesterol total son de 200 mg/dl o menos, con un nivel de colesterol
LDL de 160 mg/dl o inferior y un nivel de colesterol HDL de 45 mg/dl para hombres y 50 mg/dl para mujeres. Se
recomiendan niveles mas bajos de LDL para las personas con antecedentes de colesterol elevado, aterosclerosis o
enfermedad de las arterias coronarias.

Meétodos actuales de tratamiento

La hiperlipidemia se puede tratar cambiando la dieta de un paciente. Sin embargo, la dieta como modo primario de
terapia requiere un gran esfuerzo por parte de los pacientes, médicos, nutricionistas, dietistas y otros profesionales de
la salud y, por lo tanto, grava de forma no deseable los recursos de los profesionales de la salud. Otro aspecto negativo
de esta terapia es que su éxito no se basa exclusivamente en la dieta. Mas bien, el éxito de la terapia dietética depende
de una combinacion de factores sociales, sicolégicos, econémicos y de comportamiento. Por lo tanto, la terapia basada
solo en la correccién de fallos dentro de la dieta de un paciente no siempre es exitosa.

En los casos en que la modificacién de la dieta no ha tenido éxito, la terapia con medicamentos se ha utilizado como
alternativa. Dicha terapia ha incluido el uso de farmacos hipolipidémicos disponibles comercialmente, administrados
solos o en combinacién con otras terapias como suplemento del control dietético. Estos medicamentos, llamados
estatinas, incluyen estatinas naturales, lovastatina, pravastatina, simvastatina, fluvastatina, atorvastatina y
cerivastatina. Las estatinas son particularmente efectivas para disminuir los niveles de LDL y también son efectivas
en la reduccion de triglicéridos, aparentemente en proporcion directa a sus efectos reductores de LDL. Las estatinas
aumentan los niveles de HDL, pero en menor medida que otros medicamentos contra el colesterol. Las estatinas
también aumentan el 6xido nitrico, que, como se describié anteriormente, se reduce en presencia de LDL oxidada.

Las resinas de acidos biliares, otra terapia con medicamentos, funcionan mediante la unién con el acido biliar, una
sustancia producida por el higado que utiliza el colesterol como uno de los principales componentes de fabricacion.
Debido a que estos medicamentos se unen a los acidos biliares en el tracto digestivo, se excretan con las heces en
lugar de ser absorbidos por el cuerpo. Como resultado, el higado debe tomar mas colesterol de la circulaciéon para
continuar construyendo acidos biliares, lo que resulta en una disminucion general de los niveles de LDL.

El acido nicotinico, o niacina, también se conoce como vitamina Bs. Es extremadamente eficaz para reducir los niveles
de triglicéridos y elevar los niveles de HDL mas altos que cualquier otro medicamento contra el colesterol. El acido
nicotinico también reduce el colesterol LDL.

Los derivados del acido fibrico, o fibratos, se usan para disminuir los niveles de triglicéridos y aumentar el HDL cuando
otros medicamentos que se usan habitualmente para estos fines, tal como la niacina, no son efectivos.

Probucol reduce los niveles de colesterol LDL, sin embargo, también reduce los niveles de HDL. Generalmente se usa
para ciertos trastornos genéticos que causan niveles altos de colesterol, o en casos donde otros medicamentos para
reducir el colesterol son ineficaces o no se pueden usar.

Los medicamentos hipolipidémicos han tenido diversos grados de éxito en la reduccion de los lipidos en la sangre; sin
embargo, ninguno de los medicamentos hipolipidémicos trata con éxito todos los tipos de hiperlipidemia. Si bien
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algunos medicamentos hipolipidémicos han tenido bastante éxito, la comunidad médica no ha encontrado ninguna
evidencia concluyente de que los medicamentos hipolipidémicos causen la regresion de la aterosclerosis. Ademas,
todos los medicamentos hipolipidémicos tienen efectos secundarios indeseables. Como resultado de la falta de éxito
del control dietético, la terapia con medicamentos y otras terapias, la aterosclerosis sigue siendo una causa importante
de muerte en muchas partes del mundo.

Se han utilizado nuevas terapias para reducir la cantidad de lipidos en pacientes para quienes las terapias con
medicamentos y dietas no fueron lo suficientemente eficaces. Por ejemplo, se han empleado procedimientos
extracorporeos como la plasmaféresis y la aféresis de LDL y se ha mostrado que son eficaces para reducir LDL.

La terapia de plasmaféresis o terapia de intercambio de plasma implica reemplazar el plasma de un paciente con el
plasma de un donante o, mas generalmente, con una fraccion de proteinas plasmaticas. La plasmaféresis es un
proceso mediante el cual el plasma sanguineo es eliminado de las células sanguineas por un separador de células.
El separador funciona al girar la sangre a alta velocidad para separar las células del fluido o al pasar la sangre a través
de una membrana con poros tan pequefios que solo el componente fluido de la sangre puede pasar a través de ellos.
Las células se devuelven a la persona que recibe el tratamiento, mientras que el plasma se desecha y se reemplaza
con otros liquidos.

Este tratamiento ha resultado en complicaciones debido a la introduccion de proteinas extrafias y la transmision de
enfermedades infecciosas. Ademas, la plasmaféresis tiene la desventaja de la eliminacion no selectiva de todas las
proteinas séricas, tales como VLDL, LDL y HDL. Ademas, la plasmaféresis puede provocar varios efectos secundarios
que incluyen reacciones alérgicas en forma de fiebre, escalofrios y erupciones, y posiblemente incluso anafilaxia.

Como se describié anteriormente, no es deseable eliminar HDL, que se secreta tanto del higado como del intestino en
forma de particulas nacientes en forma de disco que contienen colesterol y fosfolipidos. Se cree que HDL desempefa
un papel en el transporte inverso del colesterol, que es el proceso por el cual el exceso de colesterol se elimina de los
tejidos y se transporta al higado para su reutilizacion o eliminacion en la bilis.

En contraste con la plasmaféresis, el procedimiento de la aféresis de LDL elimina de forma selectiva las Apo B que
contienen colesterol, tal como LDL, mientras que retiene HDL. Se han desarrollado varios métodos para la aféresis de
LDL. Estas técnicas incluyen la absorcion de LDL en perlas de heparina-agarosa, el uso de anticuerpos LDL
inmovilizados, la absorcién por filtracién en cascada para inmovilizar sulfato de dextrano y la precipitacion de LDL a
bajo pH en presencia de heparina. Cada método descrito anteriormente es eficaz para eliminar LDL. Sin embargo,
este proceso de tratamiento tiene desventajas, como el hecho de no afectar positivamente a HDL o causar un cambio
metabdlico que pueda aumentar la aterosclerosis y otras enfermedades cardiovasculares. Con la aféresis de LDL
simplemente se trata a pacientes con hiperlipidemia grave.

Otro método mas para lograr una reduccion del colesterol plasmatico en la hipercolesterolemia familiar homocigética,
la hipercolesterolemia familiar heterocigética y los pacientes con hiperlipidemia adquirida, es un proceso de eliminacién
de lipidos extracorpéreo, conocido como aféresis del colesterol. En la aféresis del colesterol, la sangre se extrae de
un paciente, el plasma se separa de la sangre y el plasma se mezcla con una mezcla de disolventes. La mezcla de
disolventes extrae los lipidos del plasma. Posteriormente, el plasma deslipidado se recombina con las células
sanguineas del paciente y se devuelve al paciente.

Sin embargo, los procesos convencionales de deslipidacion extracorpdrea se dirigen hacia la deslipidacion simultanea
de LDL y HDL. Este proceso puede tener una serie de desventajas. Debido a que LDL es mas dificil de deslipidar, los
sistemas extracorporeos estan disefiados para someter los volimenes de fluidos corporales a un procesamiento
sustancial, posiblemente a través de multiples etapas de exposicion a disolventes y multiples etapas de extraccion. La
exposicién y extraccion con disolventes en varias etapas vigorosas puede tener varios inconvenientes. Puede ser
dificil eliminar una cantidad suficiente de disolventes del plasma deslipidado a fin de que que el plasma deslipidado se
pueda devolver con seguridad al paciente.

Por lo tanto, la aféresis y los sistemas extracorpdreos existentes para el tratamiento de los constituyentes del plasma
tienen una serie de inconvenientes que limitan su capacidad para ser utilizados en aplicaciones clinicas. Existe la
necesidad de sistemas, aparatos y métodos mejorados capaces de eliminar los lipidos de los componentes de la
sangre a fin de proporcionar tratamientos y medidas preventivas para las enfermedades cardiovasculares. Lo que
también se necesita es un método para eliminar de manera selectiva los lipidos de las particulas de HDL vy, por lo
tanto, crear particulas de HDL modificadas con mayor capacidad para aceptar el colesterol. Lo que también se necesita
es un método para eliminar de manera selectiva los lipidos de las particulas de HDL y, por lo tanto, crear particulas
de HDL modificadas con mayor capacidad para aceptar el colesterol, sin afectar sustancialmente las particulas de
LDL.

Compendio de la invencion

La presente invencion, como se define en las reivindicaciones, esta dirigida a métodos para crear particulas de HDL
modificadas sin afectar sustancialmente a las de LDL. Estas particulas de HDL modificadas son derivados de HDL
con un contenido reducido de lipidos, particularmente un contenido de colesterol reducido. Estas particulas de HDL
modificadas tienen la capacidad de unirse al colesterol y pueden administrarse a un paciente para mejorar el flujo de
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salida del colesterol celular y reducir los niveles de colesterol en células, tejidos, 6rganos y vasos sanguineos.

La presente invencién también proporciona un fluido biolégico que comprende una distribucion de proteinas modificada
en donde el fluido bioldgico tuvo un primer estado, el primer estado con alfa lipoproteinas de alta densidad y pre-beta
lipoproteinas de alta densidad, y en donde el fluido bioldgico tiene un segundo estado, segundo estado que tiene una
concentracion aumentada de pre-beta lipoproteinas de alta densidad en relacion con el primer estado, después de
haber sido expuesto a un agente de eliminacion de lipidos.

La presente invencion también proporciona un fluido biolégico capaz de mejorar una ruta ABCA1 de un paciente en
donde el fluido biolégico se manufactura modificando un fluido que tiene una primera concentracion de pre-beta
lipoproteinas de alta densidad en relacion con la proteina total, en donde la modificacion aumenta la concentracion de
pre-beta lipoproteinas de alta densidad en relacién con la proteina total.

La presente invencion proporciona ademas un método para mejorar una ruta ABCA1 de un paciente con una primera
distribucién de proteinas, teniendo la primera distribucion de proteinas una concentracion de pre-beta lipoproteinas de
alta densidad con respecto a la proteina total, que comprende la etapa de modificar un fluido que contiene la primera
distribucion de proteinas mediante la exposicion del fluido a un agente de eliminacién de lipidos, en donde la
modificacién aumenta la concentracion de pre-beta lipoproteinas de alta densidad en relacion con la proteina total, e
introduciendo el fluido en un paciente.

La presente invencion proporciona ademas un método para modificar una distribucién de proteinas en un fluido en
donde la distribucién de proteinas tiene un primer estado, teniendo dicho primer estado alfa lipoproteinas de alta
densidad y pre-beta lipoproteinas de alta densidad, que comprende las etapas de: exponer dicho fluido a una agente
de eliminacion de lipidos en donde la exposicion modifica la distribucién de proteinas del primer estado a un segundo
estado, teniendo dicho segundo estado una concentracion incrementada de pre-beta lipoproteinas de alta densidad
en relacion con dicho primer estado; y eliminar dicho agente de eliminacion de lipidos del fluido biolégico.

La presente invencion divulga un método para eliminar los lipidos de fluidos, tales como el plasma sanguineo, y de las
particulas de HDL sin afectar sustancialmente a LDL mediante el tratamiento del fluido con disolventes y adicion de
energia para mezclar los disolventes y el fluido. La eliminacion de los lipidos de las particulas de HDL crea una
particula de HDL modificada con un contenido de lipidos reducido, que es capaz de unirse a lipidos adicionales y
mejorar el flujo de salida del colesterol celular. Mas particularmente, la presente invencion esta dirigida a la eliminacion
de lipidos de particulas de HDL en plasma sanguineo utilizando un solo disolvente o multiples disolventes, creando
asi nuevas particulas que son derivados de HDL con un contenido reducido de lipidos.

En una realizacion, las particulas de LDL y HDL se separan antes del tratamiento del plasma que contiene las
particulas de HDL. Se extrae LDL y se trata el plasma para reducir el contenido de lipidos de las particulas de HDL.
Posteriormente a la eliminacion de LDL, el plasma que contiene particulas de HDL se expone a los agentes de
eliminacion de lipidos utilizando los métodos actuales para reducir los niveles de lipidos y asi se crean derivados de
particulas de HDL con un contenido reducido de lipidos. Estas particulas demuestran una capacidad mejorada para
unirse al colesterol. Estos derivados de particulas de HDL y el plasma con contenido reducido de lipidos pueden
administrarse al paciente para mejorar el flujo de salida del colesterol celular y tratar enfermedades y afecciones
asociadas con los lipidos.

En una realizacion de la presente invencion, la LDL se retiene (no se separa antes del tratamiento) y se emplea un
sistema de disolvente para eliminar selectivamente los lipidod de la HDL y crear particulas que comprenden derivados
de HDL con un contenido reducido de lipidos, mientras que no se afecta sustancialmente a la LDL. El plasma separado
se mezcla con un sistema de disolvente disefiado para disminuir selectivamente los lipidos en las particulas de HDL
presentes en el plasma. Se tiene cuidado de garantizar que el disolvente empleado, el método de mezcla empleado,
el procedimiento, el tiempo de mezclado y la temperatura creen un sistema de disolvente 6ptimo que eliminara
selectivamente los lipidos de la HDL, creara particulas que comprenden derivados de la HDL y dejara la LDL
sustancialmente intacta. El plasma al menos parcialmente o sustancialmente deslipidado, que se separd inicialmente,
se trata adecuadamente después para su administraciéon a un paciente.

La presente invencién puede emplearse para tratar el plasma obtenido de un paciente para su posterior administracion
al paciente o para su administracion a otro paciente. La presente invencion también se puede usar para tratar sangre
y plasma almacenados en bancos de sangre para crear plasma con un contenido reducido de lipidos y que contiene
particulas que comprenden derivados de HDL con un contenido reducido de lipidos. Este plasma tratado que contiene
particulas que comprenden derivados de HDL con un contenido reducido de lipidos puede usarse para la
administracion heteréloga a otro individuo para aumentar el flujo de salida del colesterol en el paciente. La presente
invencion también puede emplearse para crear particulas que comprenden derivados de HDL con un contenido
reducido de lipidos que pueden recogerse y almacenarse.

El presente método modifica varias formas de diferentes particulas de HDL. Dichas particulas de HDL incluyen, pero
no se limitan a aquellas particulas de HDL que se han descrito en base a una variedad de métodos, tales como
métodos que miden la carga, densidad, tamafio y inmunoafinidad, incluyendo, pero no limitado a la movilidad
electroforética, ultracentrifugacion, inmunorreactividad y otros métodos conocidos a un experto en la técnica. Dichas
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particulas de HDL incluyen, pero no se limitan a, las siguientes: VLDL,a HDL, pre-g HDL (incluidas pre-31 HDL, pre-
B2 HDL y pre-Bs HDL), B HDL, HDL; (incluidas HDLz, y HDL2,), HDLs, VHDL, LpA-I, LpA-ll, LpA-l/LpA-ll (para una
revision, véase Barrans et al., Biochemica Biophysica Acta 1300; 73-85, 1996). Por consiguiente, la practica de los
métodos de la presente invencion crea particulas de HDL modificadas como se define en las reivindicaciones.

Las particulas de HDL pueden modificarse de numerosas maneras, incluidas, pero no limitadas a cambios en una o
mas de las siguientes propiedades metabdlicas y/o fisico quimicas: masa molecular (kDa); carga; diametro; forma;
densidad; densidad de hidratacion; caracteristicas de flotacion; contenido de colesterol; contenido de colesterol libre;
contenido de colesterol esterificado; proporcién molar de colesterol libre a fosfolipidos; inmunoafinidad; contenido,
actividad o helicidad de una o mas de las siguientes enzimas o proteinas (Apo A-1, Apo A-2, Apo D, Apo E, Apo J,
Apo A-lV, proteina de transferencia del éster de colesterol (CETP), lecitina:colesterol aciltransferasa (LCAT);
capacidad y/o tasa para la union del colesterol, capacidad y/o tasa para el transporte del colesterol. Las propiedades
fisico quimicas de las particulas de HDL son conocidas por los expertos en la técnica. Por ejemplo, las particulas pre-
B HDL se han caracterizado en términos de su carga, masa molecular (que varia de 40 kDa - 420 kDa), tamafio (radio
de Stoke de 4 nm - 15 nm), forma (elipsoidal, discoidal o esférica) y composicion quimica (proteina (incluida Apo A-1),
colesterol libre, colesterol esterificado, fosfolipidos y la proporcion de colesterol libre a fosfolipidos) (véase Barrans et
al., Biochemica Biophysica Acta 1300; 73-85, 1996 para detalles adicionales).

La presente invencion crea particulas de HDL modificadas sin afectar sustancialmente varias propiedades metabdlicas
y o fisico quimicas de las particulas de LDL.

En otro aspecto de la presente invencion, las particulas derivadas de HDL modificadas fabricadas con el método
divulgado se administran a un paciente para mejorar el flujo de salida del colesterol de las células. Estas particulas de
HDL modificadas se pueden obtener del mismo paciente o de un paciente diferente que recibira las particulas de HDL
modificadas. Estas particulas pueden combinarse con el plasma tratado con los métodos de la presente invencion y
que contiene niveles sustancialmente reducidos de lipidos y luego administrarse a un paciente.

También se divulga en este documento una proteina Apo A-1 modificada producida tratando plasma con el método de
la presente invencion, en donde la proteina Apo A-1 modificada tiene un contenido reducido de lipidos. La proteina
Apo A-1 modificada se purifica y se puede administrar a un paciente sola o en combinacién con las particulas de HDL
modificadas con un contenido reducido de lipidos para mejorar el flujo de salida del colesterol.

Estas particulas de HDL modificadas también se pueden combinar con plasma heterélogo tratado con los métodos de
la presente invencion y que contiene niveles sustancialmente reducidos de lipidos y luego se administran a un paciente.
Estas particulas pueden combinarse con otros constituyentes del plasma y, opcionalmente, con glébulos rojos antes
de la administracién en el sistema vascular. La administracién de estas particulas ocurre tan frecuentemente como
sea necesario para efectuar la salida del colesterol de las células.

Las particulas de HDL modificadas de la presente invencion deben administrarse a pacientes para reducir los niveles
celulares de colesterol, y estan indicadas para una variedad de afecciones, que incluyen, pero no se limitan a, la
aterosclerosis, arteriosclerosis, hiperlipidemia, hipercolesterolemia, obesidad, hipertension, accidente
cerebrovascular, neuroproteccién después de un accidente cerebrovascular, inflamacién, enfermedad de Alzheimer,
diabetes, niveles bajos de HDL enddgenos, niveles altos de LDL, enfermedad cardiovascular (incluida la aterosclerosis
de las arterias coronarias, arterias carétidas, subclavia, braquial, aorta, iliaca, renal, femoral, poplitea, tibial o cualquier
otra arteria en el sistema cardiovascular), enfermedad cerebrovascular (incluyendo aterosclerosis de las arterias
carétida interna, cerebral media, cerebral anterior, cerebral posterior, basilar, cerebelosa y/o espinal, o cualquier rama
de estas arterias, arterias del extremo cortical cerebral, o cualquiera otra arteria que abastece al sistema nervioso
central).

Las particulas de HDL modificadas de la presente invencion deben administrarse a un paciente segun cualquier
programa que sea eficaz para mejorar el flujo de salida del colesterol celular. En un ejemplo, un litro de plasma se
trata con los métodos de la presente invencion cada semana y el plasma tratado que contiene las particulas de HDL
modificadas se devuelve al paciente cada semana durante de cuatro a seis semanas. Alternativamente, las particulas
de HDL modificadas pueden separarse del plasma tratado y administrarse en un vehiculo aceptable.

Debe entenderse que las particulas de HDL modificadas de la presente invencion pueden administrarse junto con
otros regimenes y tratamientos para el tratamiento de las enfermedades y afecciones mencionadas anteriormente.
Por ejemplo, las particulas de HDL modificadas de la presente invencién pueden administrarse junto con el ejercicio
y/o la restriccion dietética de la ingesta de grasas y colesterol.

Las particulas de HDL modificadas de la presente invenciéon pueden usarse junto con la administracion de agentes
para reducir el colesterol, reducir los niveles de LDL y mejorar los niveles de HDL. Estos agentes, tales como los
inhibidores de la HMG-CoA reductasa, o las estatinas, pueden administrarse en dosis y segun los esquemas de
administraciéon comunmente conocidos por un experto en la técnica. Las estatinas incluyen, pero no estan limitadas a,
la cerivastatina, atorvastatina, fluvastatina, simvastatina, pravastatina y lovastatina. Por ejemplo, cominmente se
emplean dosis de 10 mg, 20 mg, 40 mg u 80 mg de estatinas, tomadas una vez al dia. La administracion de las
particulas de HDL modificadas de la presente invencién puede eliminar la necesidad de terapia con estatinas en
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pacientes o reducir la dosis requerida de estatinas.

En otro aspecto, las particulas de HDL modificadas de la presente invencion se usan junto con la administracion de
agentes disefiados para reducir la absorcion de grasas y colesterol. Dichos agentes, por ejemplo, ezetimiba, y las
dosis clinicamente apropiadas son conocidos por los expertos en la técnica.

En aun otro aspecto de la presente invencion, las particulas de HDL modificadas se usan junto con la administracion
de uno o mas agentes tales como los derivados de acido fibrico (gemfibrozil), acido nicotinico (niacina) y resinas de
union a acidos biliares (colestiramina, colestipol).

En aun otro aspecto, las particulas de HDL modificadas de la presente invencién se usan junto con la administracion
de farmacos antiinflamatorios conocidos por los expertos en la técnica, tales como la aspirina. Los farmacos
antiinflamatorios a menudo se recetan a pacientes con enfermedades vasculares, ya que se cree que la inflamacion
es un factor causante de la aterosclerosis y otras enfermedades vasculares.

Las particulas de HDL modificadas de la presente invencion se usan junto con la administracion de agentes tales como
las estatinas junto con agentes disefiados para reducir la absorcion de grasas y colesterol. Esta combinacion de las
tres terapias es eficaz para mejorar el flujo de salida del colesterol de las células y permite la administracion de dosis
mas bajas de las estatinas. Las particulas de HDL modificadas de la presente invencion también se usan junto con
cualquiera de los enfoques terapéuticos descritos anteriormente.

Estas particulas de HDL modificadas se pueden almacenar antes de su uso. Pueden fabricarse a partir del plasma de
un paciente y devolverse a ese paciente. Alternativamente, las particulas de HDL modificadas pueden fabricarse a
partir de plasma obtenido de un primer paciente y administrarse posteriormente a un segundo paciente. La presente
invencion es util para crear muestras de plasma que contienen particulas de HDL modificadas para su almacenamiento
en un banco de plasma y su posterior administracion a los pacientes.

Por consiguiente, es un objeto de la presente invencion proporcionar particulas que comprenden particulas de HDL
modificadas.

Es un objeto de la presente invencién proporcionar particulas que comprenden particulas de HDL modificadas sin
afectar sustancialmente a la LDL.

Aun otro objeto mas de la presente invencion es proporcionar particulas que comprenden derivados de al menos una
forma de HDL, en donde las particulas tienen un contenido de colesterol reducido.

Es otro objeto proporcionar particulas que comprenden derivados de al menos una forma de HDL con una proporcion
reducida de colesterol libre a fosfolipidos.

Otro objeto es proporcionar particulas que comprenden derivados de al menos una forma de HDL, en donde las
particulas son particulas pre- HDL.

Aun otro objeto de la presente invencion es proporcionar un fluido biolégico que comprende una distribucion de
proteinas modificada en donde el fluido bioldgico tuvo un primer estado, el primer estado tenia alfa lipoproteinas de
alta densidad y pre-beta lipoproteinas de alta densidad, y en donde el fluido biolégico tiene un segundo estado, el
segundo estado tiene una concentracién aumentada de pre-beta lipoproteinas de alta densidad en relacion con el
primer estado, después de haber sido expuesto a un agente de eliminacion de lipidos.

Por consiguiente, es un objeto de la presente invencion proporcionar un método novedoso para la creacion de
particulas que comprenden derivados de al menos una forma de HDL.

Es todavia otro objeto de la presente invencion proporcionar un método novedoso para la creacion de particulas que
comprenden derivados de al menos una forma de HDL sin afectar sustancialmente a la LDL.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar un método para modificar una distribucion de proteinas en un
fluido en donde la distribucién de proteinas tiene un primer estado, teniendo dicho primer estado alfa lipoproteinas de
alta densidad y pre-beta lipoproteinas de alta densidad, que comprende las siguientes etapas de: exponer dicho fluido
a un agente de eliminacion de lipidos en donde la exposicion modifica la distribucion de proteinas del primer estado a
un segundo estado, teniendo dicho segundo estado una concentracién incrementada de pre-beta lipoproteinas de alta
densidad en relacién con dicho primer estado; y eliminar dicho agente de eliminacién de lipidos del fluido bioldgico.

Es aun otro objeto de la presente invencion proporcionar un fluido biolégico capaz de mejorar una ruta ABCA1 de un
paciente en donde el fluido bioldgico se fabrica modificando un fluido que tiene una primera concentracion de pre-beta
lipoproteinas de alta densidad en relacién con las proteinas totales, en donde la modificacion aumenta la concentracion
de pre-beta lipoproteinas de alta densidad en relacién con las proteinas totales.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar un método para mejorar una ruta ABCA1 de un paciente con una
primera distribucién de proteinas, teniendo la primera distribucién de proteinas una concentracion de pre-beta
lipoproteinas de alta densidad con respecto a las proteinas totales, que comprende la etapa de modificar un fluido que
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contiene la primera distribucion de proteinas al exponer el fluido a un agente de eliminacion de lipidos, en donde la
modificacién aumenta la concentracion de pre-beta lipoproteinas de alta densidad en relacién con las proteinas totales,
e introduciendo el fluido en el paciente.

Aun otro objeto de la presente invencion es proporcionar un método novedoso para tratar enfermedades asociadas
con la acumulacion de lipidos administrando a un paciente una composiciéon que comprende particulas que son
derivados de al menos una forma de HDL.

Es otro objeto de la presente invencion proporcionar un método novedoso para tratar enfermedades asociadas con la
acumulacion de lipidos administrando a un paciente una composiciéon que comprende particulas que son derivados
de al menos una forma de HDL junto con la administracion terapéutica de una estatina, un inhibidor de la captacion
de colesterol o lipidos, niacina, derivados de acido fibrico, resinas de unién a acidos biliares, o0 una combinacion de
los mismos.

Otro objeto mas de la presente invencién es proporcionar un método novedoso para mejorar el flujo de salida del
colesterol celular en un paciente que comprende la administraciéon de una composicién que comprende particulas que
son derivados de al menos una forma de HDL.

Otro objeto mas de la presente invencion es proporcionar un método novedoso para tratar la aterosclerosis
administrando a un paciente una composicién que comprende particulas que son derivados de al menos una forma
de HDL.

Otro objeto es proporcionar un kit Util para tratar un fluido bioldgico con el fin de reducir el colesterol y los lipidos y
crear particulas que comprenden derivados de al menos una forma de HDL.

Estos y otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion se haran evidentes después de una revision
de la siguiente descripcion detallada de las realizaciones y reivindicaciones divulgadas.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un diagrama de flujo que describe las etapas de extraccion de LDL, y la posterior creacion de particulas
de HDL modificadas.

La Figura 2 es un diagrama de flujo que describe las etapas de la creacion selectiva de particulas de HDL modificadas.

La Figura 3 es un esquema de un perfil de FPLC de una muestra de plasma de banco de plasma normal. El colesterol
total (TC) se representa como una linea continua; los fosfolipidos (PPL) es la linea discontinua; la apolipoproteina A1
(Apo A-1) es la linea discontinua con un simbolo; y, la apolipoproteina B (Apo B) esta representada por la linea con
un triangulo. Se muestran las cantidades de estos compuestos (mg/dl) en cada fraccion de FPLC.

La Figura 4 es un esquema de un perfil de FPLC de una parte alicuota de plasma de banco normal que se someti6 a
un disolvente de éter diisopropilico al 100% (DIPE) para eliminar los lipidos de HDL. El colesterol total (TC) en la
muestra normal de la Figura 3 se representa aqui como una linea discontinua con triangulos. TC en el plasma normal
sometido a DIPE se muestra como una linea continua. Apo A-1 en la muestra normal de la Figura 3 se representa
aqui como una linea continua con simbolos cuadrados. Apo A-1 en el plasma normal sometido a DIPE se muestra
como una linea discontinua con un simbolo de punto.

La Figura 5 es un esquema de un perfil de FPLC de una parte alicuota de plasma de banco normal que se someti6 a
un disolvente de DIPE al 100% para eliminar los lipidos de HDL. Apo A-1 en la muestra de plasma normal de la Figura
3 se representa aqui como una linea continua con simbolos cuadrados. Apo A-1 en la muestra de plasma normal
sometida a DIPE se muestra como una linea discontinua con un simbolo de punto. Los fosfolipidos (PPL) en la muestra
de plasma normal de la Figura 3 se representa aqui con la linea discontinua. PPL en el plasma normal sometido a
DIPE se muestra como una linea continua.

La Figura 6 es un esquema de un perfil de FPLC de una parte alicuota de plasma de banco normal que se someti6 a
un disolvente de DIPE al 100% para eliminar los lipidos de HDL. Apo B en la muestra de plasma normal se representa
como una linea con un simbolo de punto. Apo B en el plasma normal sometido a DIPE se muestra como una linea
discontinua con triangulos. Los fosfolipidos (PPL) en la muestra normal de la Figura 3 se representan con la linea
continua. Los PPL en el plasma normal sometido a DIPE se muestran como una linea discontinua.

La Figura 7 es un esquema de un perfil de FPLC de una parte alicuota de plasma de banco normal que se someti6 a
una relacion de disolvente de sevoflurano a n-butanol 95:5. El colesterol total (TC) en la muestra de plasma normal de
la Figura 3 se representa aqui como una linea discontinua. TC en el plasma normal sometido a sevoflurano:n-butanol
se muestra como una linea continua. Apo A-1 en la muestra de plasma normal de la Figura 3 se representa como una
linea continua con simbolos cuadrados. Apo A-1 en el plasma normal sometido a sevoflurano:n-butanol se muestra
como una linea discontinua con un simbolo de punto.

La Figura 8 es un esquema de un perfil de FPLC de una parte alicuota de plasma de banco normal que se someti6 a
una proporcion de disolvente de 95:5 de sevoflurano a n-butanol. Apo A-1 en la muestra normal de la Figura 3 se
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representa como una linea continua con simbolos cuadrados. Apo A-1 en el plasma normal sometido a sevoflurano:n-
butanol se muestra como una linea discontinua con un simbolo de punto. Los fosfolipidos (PPL) en la muestra normal
de la Figura 3 se representan aqui con la linea discontinua. Los PPL en el plasma normal sometido a sevoflurano:n-
butanol se muestran como una linea continua.

La Figura 9 es un esquema de un perfil de FPLC de una parte alicuota de plasma de banco normal que se someti6 a
una relacion de disolvente de 95:5 de sevoflurano a n-butanol. Apo B en la muestra normal de la Figura 3 esta
representada por la linea con un simbolo de punto. Apo B en el plasma normal sometido a sevoflurano:n-butanol se
muestra como una linea discontinua con triangulos. Los fosfolipidos (PPL) en la muestra normal de la Figura 3 se
representan aqui con la linea continua. Los PPL en el plasma normal sometido a sevoflurano:n-butanol se muestran
como una linea discontinua.

La Figura 10 es una representacion esquematica del efecto del tratamiento de una muestra de plasma con DIPE o
sevoflurano:butanol en la alanina aminotransferasa (ALT), fosfatasa alcalina (AP), bilirrubina-T, sodio, potasio, fésforo,
albumina, globulina y la proporcién albumina/globulina (A/G) que se analizaron en plasma normal no tratado y en
plasma tratado con DIPE o con sevoflurano:n-butanol.

La Figura 11 es una representacion esquematica de un perfil de Superose FPLC de una muestra de plasma normal
que actua como control para la comparacion con los tratamientos en las Figuras 12-15. El colesterol total (TC) en la
muestra de plasma normal se representa aqui como una linea sélida. Los fosfolipidos (PPL) se representan con la
linea continua con circulos. Apo B esta representada por la linea con cuadrados abiertos. Apo A-1 se representa como
una linea continua con simbolos de triangulos abiertos. Apo A-2 se muestra como una linea discontinua con un simbolo
de estrella.

La Figura 12 es una representacion esquematica de un perfil de Superose FPLC del efecto del tratamiento de una
muestra alicuota de plasma de control (Figura 11) con DIPE (100%). El colesterol total (TC) se representa aqui como
una linea solida. Los fosfolipidos (PPL) se representan con la linea continua con circulos soélidos. Apo B esta
representada por la linea con cuadrados sélidos. Apo A-1 se representa como una linea continua con simbolos de
triangulos cerrados. Apo A-2 se muestra como una linea discontinua con un simbolo de estrella en un cuadrado sélido.

La Figura 13 es una representacion esquematica de un perfil de Superose FPLC del efecto del tratamiento de una
muestra alicuota de plasma de control (Figura 11) con una relacion de solvente de 95:5 de sevoflurano a n-butanol. El
colesterol total (TC) se representa aqui como una linea sdlida. Los fosfolipidos (PPL) se representan con la linea
continua con circulos solidos. Apo B esta representada por la linea con cuadrados soélidos. Apo A-1 se representa
como una linea continua con simbolos de triangulos cerrados. Apo A-2 se muestra como una linea discontinua con un
simbolo de estrella en un cuadrado sdlido.

La Figura 14 es una representacion esquematica de un perfil de Superose FPLC del efecto del tratamiento de una
muestra alicuota de plasma de control (Figura 11) con una relacién de disolvente de 75:25 DIPE a n-butanol. El
colesterol total (TC) se representa aqui como una linea sdlida. Los fosfolipidos (PPL) se representan con la linea
continua con circulos solidos. Apo B esta representada por la linea con cuadrados soélidos. Apo A-1 se representa
como una linea continua con simbolos de triangulos cerrados. Apo A-2 se muestra como una linea discontinua con un
simbolo de estrella en un cuadrado sdlido.

La Figura 15 es una representacion esquematica de un perfil de Superose FPLC del efecto del tratamiento de una
muestra alicuota de plasma de control (Figura 11) con una relacion de disolvente de 95:5 DIPE a n-butanol. El
colesterol total (TC) se representa aqui como una linea sdlida. Los fosfolipidos (PPL) se representan con la linea
continua con circulos solidos. Apo B esta representada por la linea con cuadrados soélidos. Apo A-1 se representa
como una linea continua con simbolos de triangulos cerrados. Apo A-2 se muestra como una linea discontinua con un
simbolo de estrella en un cuadrado sdlido.

La Figura 16 demuestra los efectos de diversos tratamientos del plasma con disolventes sobre la capacidad del plasma
tratado para estimular el flujo de salida del colesterol en la ruta metabdlica ABCA1 y la ruta metabodlica SRB1, como
se representa en las lineas celulares COS+ y FU5AH en comparacion con muestras no tratadas o tratadas de forma
simulada.

La Figura 17 es una representacion de una subespecie de HDL que contiene Apo A-1 determinada por 3-16% de
PAGE nativo, inmunotransferencia y analisis de imagen de una muestra de plasma lipémico normal (panel izquierdo)
y una parte alicuota de este plasma tratado con sevoflurano:n-butanol (95:5) (panel derecho). El panel de la izquierda
muestra una distribucién de proteinas de varias especies de HDL que tienen una distribucién que comprende
principalmente alfa HDL y el panel de la derecha muestra una distribucion de proteinas de HDL modificada que tiene
una distribucién que comprende principalmente pre-8 HDL.

La Figura 18 es una representacion de una subespecie de HDL que contiene Apo A-1 determinada por 3-16% de
PAGE nativo, inmunotransferencia y analisis de imagen de una muestra de plasma lipémico normal (panel izquierdo)
y una parte alicuota de este plasma tratado con DIPE:n-butanol (95:5) (panel derecho). El panel de la izquierda muestra
una distribucion de proteinas de varias especies de HDL que tienen una distribucion que comprende principalmente
alfa HDL y el panel de la derecha muestra una distribucion de proteinas de HDL modificada que tiene una distribucion
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que comprende principalmente pre-f HDL.

La Figura 19 es una representacion esquematica de una pluralidad de componentes utilizados en la presente invencion
para lograr los nuevos procesos de deslipidacion divulgados en este documento.

La Figura 20 es una realizacién de una configuracion de una pluralidad de componentes utilizados en la presente
invencion para lograr los procesos novedosos de deslipidacion divulgados en este documento.

La Figura 21 es ofra realizacion de una configuracion de una pluralidad de componentes utilizados en la presente
invencion para lograr los procesos novedosos de deslipidacion divulgados en este documento.

Descripcion detallada de la invencién

Esta invenciéon, como se define en las reivindicaciones, se refiere a métodos Utiles para eliminar lipidos de particulas
de HDL derivadas principalmente del plasma de pacientes, creando asi particulas de HDL modificadas con un
contenido reducido de lipidos, particularmente un contenido de colesterol reducido. Los métodos actuales crean estas
particulas de HDL modificadas con un contenido reducido de lipidos sin modificar sustancialmente las particulas de
LDL.

La presente invencién proporciona ademas un fluido biolégico que comprende una distribucion de proteinas modificada
en donde el fluido biolégico tenia un primer estado, el primer estado teniendo alfa lipoproteinas de alta densidad y pre-
beta lipoproteinas de alta densidad, y en donde el fluido biolégico tiene un segundo estado, el segundo estado teniendo
una concentracién aumentada de pre-beta lipoproteinas de alta densidad en relacion con el primer estado, después
de haber sido expuesto a un agente de eliminacién de lipidos. La presente invencién proporciona un fluido bioldgico
capaz de mejorar una ruta ABCA1 de un paciente en donde el fluido bioldgico se fabrica modificando un fluido que
tiene una primera concentracién de pre-beta lipoproteinas de alta densidad en proporcién con la proteina total, en
donde la modificacién aumenta la concentracién de pre-beta lipoproteinas de alta densidad en proporcién con la
proteina total.

La presente invencion proporciona derivados recién formados de particulas de HDL que pueden administrarse a
pacientes para mejorar el flujo de salida del colesterol celular y tratar enfermedades, particularmente la arteriosclerosis,
aterosclerosis, enfermedades cardiovasculares y otras enfermedades relacionadas con los lipidos.

Definiciones

El término "fluido" se define como fluidos de animales o seres humanos que contienen lipidos o particulas que
contienen lipidos, fluidos de tejidos de cultivo y células que contienen lipidos y fluidos mezclados con células que
contienen lipidos. Para los fines de esta invencion, disminuir la cantidad de lipidos en los fluidos incluye disminuir los
lipidos en el plasma y las particulas contenidas en el plasma, incluyendo, pero no limitado a, las particulas de HDL.
Los fluidos incluyen, pero no se limitan a: fluidos biolégicos; tales como la sangre, plasma, suero, liquido linfatico,
liquido cefalorraquideo, liquido peritoneal, liquido pleural, liquido pericardico, diversos liquidos del sistema
reproductivo incluyendo, pero no limitados a, el semen, liquidos eyaculatorios, liquido folicular y liquido amnidtico;
reactivos de cultivo celular tales como los sueros normales, suero de ternera fetal o suero derivado de cualquier animal
o ser humano; y reactivos inmunoldgicos, tales como diversas preparaciones de anticuerpos y citoquinas procedentes
de cultivos de tejidos y células, fluidos mezclados con células que contienen lipidos y fluidos que contienen organismos
que contienen lipidos, tales como una solucion salina que contiene organismos que contienen lipidos. Un fluido
preferido tratado con los métodos de la presente invencién es el plasma.

El término "lipido" se define como uno cualquiera o mas de un grupo de grasas o sustancias similares a las grasas
que se encuentran en seres humanos o animales. Las grasas o sustancias similares a grasas se caracterizan por su
insolubilidad en agua y solubilidad en disolventes organicos. El término "lipido" es conocido por los expertos en la
técnica e incluye, pero no se limita a, lipidos complejos, lipidos simples, triglicéridos, acidos grasos, glicerofosfolipidos
(fosfolipidos), grasas verdaderas tales como los ésteres de acidos grasos, glicerol, cerebroésidos, ceras, y esteroles
tales como el colesterol y el ergosterol.

El término "disolvente de extraccion" se define como uno o mas disolventes utilizados para extraer lipidos de un fluido
o de particulas dentro del fluido. Este disolvente entra en el fluido y permanece en el fluido hasta que es eliminado por
otros subsistemas. Los disolventes de extraccion adecuados incluyen disolventes que extraen o disuelven lipidos,
incluyendo, pero no limitados a, fenoles, hidrocarburos, aminas, éteres, ésteres, alcoholes, halohidrocarburos, o
halocarburos y combinaciones de los mismos. Los disolventes de extraccion preferidos son los éteres, ésteres,
alcoholes, halohidrocarburos o halocarburos incluyendo, pero no limitados a, el éter diisopropilico (DIPE), que también
se conoce como éter isopropilico, éter dietilico (DEE), al que también se hace referencia como éter etilico, alcoholes
de orden inferior tales como el butanol, especialmente n-butanol, el acetato de etilo, diclorometano, cloroformo,
isofluorano, sevoflurano (1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-(fluorometoxi)propano-d3), perfluorociclohexanos, trifluoroetano,
ciclofluorohexanol y combinaciones de los mismos.

El término "paciente" se refiere a animales y seres humanos, que pueden ser una fuente de fluido a tratar con los
métodos de la presente invencidon o un receptor de derivados de particulas de HDL y o plasma con un contenido
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reducido de lipidos.

El término "particulas de HDL" abarca varios tipos de particulas definidas en funciéon de una variedad de métodos,
tales como los que miden la carga, densidad, tamafio e inmunoafinidad, incluyendo, pero no limitados a, la movilidad
electroforética, ultracentrifugacion, inmunorreactividad y otros métodos conocidos por cualquier experto en la técnica.
Dichas particulas de HDL incluyen, pero no se limitan a, las siguientes: VLDL, a HDL, pre-3 HDL (incluidas pre-1 HDL,
pre-B2 HDL y pre-Bs HDL), 3 HDL, HDL; (incluyendo HDL»; y HDLg,) HDL3, VHDL, LpA-I, LpA-Il, LpA-l/LpA-Il (para
una revision, véase Barrans et al., Biochemica Biophysica Acta 1300; 73-85, 1996). Por consiguiente, la practica de
los métodos de la presente invencién crea particulas de HDL modificadas. Estos derivados modificados de particulas
de HDL pueden modificarse de muchas maneras, incluyendo, pero no limitado a cambios en una o mas de las
siguientes propiedades metabdlicas y o fisico quimicas (para una revision, véase Barrans et al., Biochemica Biophysica
Acta 1300; 73-85, 1996): masa molecular (kDa); carga; diametro; forma; densidad; densidad de hidratacion;
caracteristicas de flotacion; contenido de colesterol; contenido de colesterol libre; contenido de colesterol esterificado;
proporcion molar de colesterol libre a fosfolipidos; inmunoafinidad; contenido, actividad o helicidad de una o mas de
las siguientes enzimas o proteinas (Apo A-1, Apo A-2, Apo D, Apo E, Apo J, Apo A-IV, proteina de transferencia del
éster de colesterol (CETP), lecitina:colesterol aciltransferasa (LCAT)); capacidad y/o tasa para la union al colesterol,
capacidad y/o tasa para el transporte del colesterol.

Meétodos

Los métodos de la presente invencién emplean técnicas para crear particulas de HDL con un contenido reducido de
lipidos. Estas particulas de HDL se obtienen de fluidos, tales como el plasma. El primer método comprende la
eliminacion de las LDL del plasma antes de tratar el plasma para disminuir los lipidos y crear particulas de HDL con
un contenido reducido de lipidos. El segundo método no elimina las LDL del plasma antes de la exposicion a los
disolventes, sino que emplea varios sistemas de disolventes para permitir la eliminaciéon selectiva de lipidos de las
particulas de HDL sin afectar sustancialmente a las LDL. Las diversas etapas involucradas en los dos métodos se
describen en general a continuacion. A continuacion de estas descripciones generales se encuentran descripciones
de varias realizaciones de los métodos de la presente invencion, que incluyen variantes tales como disolventes
empleados, métodos de mezcla, tiempos de mezcla y, opcionalmente, temperatura.

La presente invencién proporciona ademas un método para modificar una distribucién de proteinas en un fluido en
donde la distribucién de proteinas tiene un primer estado, teniendo dicho primer estado alfa lipoproteinas de alta
densidad y pre-beta lipoproteinas de alta densidad, que comprende las etapas de: exponer dicho fluido a un agente
de eliminacion de lipidos en donde la exposicion modifica la distribuciéon de proteinas del primer estado a un segundo
estado, teniendo dicho segundo estado una concentracion incrementada de pre-beta lipoproteinas de alta densidad
en relacion con dicho primer estado; y eliminar dicho agente de eliminacion de lipidos del fluido biolégico.

La presente invencién también proporciona un método para mejorar una ruta ABCA1 de un paciente con una primera
distribucion de proteinas, teniendo la primera distribucién de proteinas una concentracion de pre-beta lipoproteinas de
alta densidad con respecto a la proteina total, que comprende la etapa de modificar un fluido que contiene la primera
distribucién de proteinas al exponer el fluido a un agente de eliminacion de lipidos, en donde la modificacion aumenta
la concentracion de pre-beta lipoproteinas de alta densidad en relacién con la proteina total, e introduciendo el fluido
en el paciente.

Extraccion y eliminacion de lipidos LDL de particulas HDL

En una realizacion, como se muestra en la Figura 1, las particulas de HDL y LDL se separan antes del tratamiento. La
Figura 1 es un diagrama de flujo del proceso para la extraccion de LDL y la eliminacion de lipidos de las particulas de
HDL.

En la etapa 100 del proceso para la extraccion de LDL y la eliminacion de lipidos de las particulas de HDL, el plasma
se separa de la sangre. En una realizacion preferida, esto se consigue mediante filtracion. En otra realizacion preferida,
el plasma y los componentes sanguineos se separan mediante centrifugacion. La sangre puede combinarse
opcionalmente con un anticoagulante, tal como el citrato de sodio, y centrifugarse con una fuerza aproximadamente
igual a 2.000 veces la gravedad. Los glébulos rojos se aspiran del plasma. En la etapa 102, las células se devuelven
al paciente. En esta realizacién particular de la presente invencion, la LDL se separa del plasma en la etapa 104. Esto
se logra mediante el uso de una columna de afinidad, ultracentrifugacion o cualquier otro método conocido por un
experto en la técnica. Un método ejemplar es el uso de la ultracentrifugacion, en la cual el plasma pasa a través del
separador ultracentrifugo, analizando asi las particulas de LDL y HDL. El separador ultracentrifugo usa
ultracentrifugacion en gradiente de densidad, un proceso sofisticado y altamente preciso que separa porciones mas
ligeras de lipoproteinas de porciones mas pesadas por fuerza centrifuga. La LDL se desecha en la etapa 106.

En la etapa 108, se agregan disolventes al plasma que todavia contiene HDL para eliminar los lipidos. Los tipos de
disolventes, las proporciones y las concentraciones pueden variar. El plasma y el disolvente se introducen en al menos
un aparato para mezclar, agitar o de otra manera poner en contacto el plasma con el disolvente. El plasma puede ser
transportado usando un proceso continuo o por lotes. Ademas, se pueden incluir diversos medios de deteccién para
controlar las presiones, temperaturas, caudales, niveles de disolventes y similares (que se analizan con mas detalle a
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continuacion).

En la etapa 110, se introduce energia en el sistema. Las diversas formas de energia empleadas involucran métodos
de mezcla, tiempo y velocidad (las variantes de las cuales se analizan con mas detalle a continuacion). La
centrifugacion se emplea en el paso 112 para eliminar el disolvente residual a granel. El disolvente soluble restante se
elimina en la etapa 114. Esto se logra por medio de la adsorcion al carbén, la evaporacion o la pervaporacion de HFC,
como se explica a continuacion. En el paso opcional 116, la mezcla se analiza para determinar el disolvente residual
mediante cromatografia de gases (GC) o cualquier otro medio similar. Opcionalmente, esta etapa se elimina con
validacién estadistica. En la etapa 118, el plasma con un contenido reducido de lipidos se devuelve al paciente. Este
plasma con niveles de lipidos al menos parcialmente o sustancialmente reducidos, que se separaron inicialmente,
luego se trata adecuadamente y después se reintroduce en el cuerpo.

Eliminacién selectiva de lipidos de HDL y formacion de particulas de HDL modificadas

La Figura 2 presenta un diagrama de flujo que delinea las etapas de otra realizacion preferida de la presente invencion.
En la etapa 200, el plasma se separa de la sangre a través de filtracion, centrifugacion o cualquier otro medio conocido
por un experto en la técnica. En una realizacion preferida, la sangre se pasa a través de un separador centrifugo, que
separa la sangre en células sanguineas y plasma. En la etapa 202, las células se devuelven al paciente. Los
disolventes se agregan al plasma separado en la etapa 204 para extraer los lipidos. El sistema de disolvente esta
disefiado de manera 6ptima, de modo que solo las particulas de HDL se tratan para reducir sus niveles de lipidos y la
LDL permanece al menos sustancialmente intacta. El sistema de disolvente incluye la factorizacion en variables tales
como el disolvente empleado, método de mezcla, tiempo y temperatura. El tipo de disolvente, proporciones y
concentraciones pueden variar en esta etapa. El plasmay el disolvente se introducen en al menos un aparato para
mezclar, agitar o de otra manera poner en contacto el plasma con el disolvente. El plasma puede ser transportado
usando un proceso continuo o por lotes. Ademas, pueden incluirse diversos medios de detecciéon para controlar las
presiones, temperaturas, velocidades de flujo, niveles de disolventes y similares (que se explican con mas detalle a
continuacion).

En la etapa 206, la energia se introduce en el sistema en forma de diversos métodos de mezcla, tiempo y velocidad.
Los disolventes a granel se eliminan en la etapa 208 mediante centrifugacion. En la etapa 210, el disolvente soluble
restante se elimina mediante adsorcion al carbén, evaporacion o pervaporacion de HFC. En la etapa 212, la mezcla
se analiza opcionalmente para detectar disolventes residuales mediante el uso de GC, o medios similares. La prueba
de disolvente residual puede eliminarse opcionalmente en base a la validacion estadistica. En la etapa 214, el plasma
tratado (que contiene preferiblemente particulas de HDL modificadas con contenido reducido de lipidos), que se separd
inicialmente, se trata adecuadamente y luego se devuelve al paciente.

Un experto en la técnica apreciaria que aunque los procesos mostrados en las Figuras 1 y 2 representan solo las
etapas principales de los procesos y los elementos primarios de referencia de los sistemas, opcionalmente, pueden
contener otros elementos, tales como una bomba de sangre para mantener el volumen de sangre adecuado, un
medidor de presion arterial, un dispositivo de inyeccion de agente anticoagulante sanguineo, una camara de goteo
para eliminar las burbujas de aire en la sangre y un calentador o enfriador para mantener una temperatura adecuada
para la sangre mientras esta fuera del cuerpo.

Variables que deben considerarse al emplear los métodos de la presente invencién

La presente invencion emplea uno de los muchos sistemas de disolventes configurados de manera dptima disefiados
para eliminar los lipidos de las particulas de HDL sin afectar sustancialmente a la LDL. En la primera realizacién, la
LDL se elimina del plasma antes de tratar el plasma con disolvente(s) para crear las particulas de HDL con un
contenido reducido de lipidos mientras se retiene la composicion de las proteinas plasmaticas. En la segunda
realizacién, se tiene cuidado de eliminar selectivamente los lipidos de las particulas de HDL sin afectar
sustancialmente a las particulas de LDL. Estas variables incluyen la eleccion del disolvente, los métodos de mezcla,
el tiempo y la temperatura.

Procedimientos de separacion del plasma

Los procedimientos de separacion del plasma tipicos son bien conocidos por los expertos en la técnica y
preferiblemente incluyen, pero no se limitan a, la filtracion, centrifugacion y aspiracion.

Extraccion de LDL

Los expertos en la técnica conocen bien los métodos de extraccion de LDL. Para los fines de la presente invencion,
dos métodos preferidos son, pero no se limitan a, el uso de una columna de afinidad y la ultracentrifugacion. El
separador ultracentrifugo utiliza una ultracentrifugacion con gradiente de densidad, un proceso sofisticado y muy
preciso que separa las porciones mas ligeras de las lipoproteinas de las porciones mas pesadas por la fuerza
centrifuga.
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Disolventes empleados en el proceso de eliminacion de lipidos

Se pueden usar numerosos disolventes organicos en el método de esta invencion para la eliminacién de lipidos de los
fluidos y particulas de HDL, siempre que los disolventes sean efectivos para solubilizar los lipidos. Los disolventes
adecuados comprenden mezclas de hidrocarburos aromaticos, alifaticos o aliciclicos, éteres, fenoles, ésteres,
alcoholes, halohidrocarburos y halocarbonos. Los disolventes preferidos son éteres, por ejemplo, el éter diisopropilico
(DIPE). Se pueden usar éteres asimétricos y éteres halogenados. Son particularmente preferidos, como al menos un
componente, los éteres que contienen C4-Cg, incluyendo, pero no limitados a, el éter dietilico, y éteres propilicos,
incluyendo, pero no limitados a DIPE. También son utiles en la presente invencion combinaciones de éteres, tales
como DIPE vy éter dietilico. También son utiles en la presente invencion combinaciones de éteres y alcoholes, tales
como DIPE y butanol. También se prefieren en la presente invencion combinaciones de fluoroéteres y alcoholes, tales
como sevoflurano y butanol, particularmente sevoflurano y n-butanol.

Los hidrocarburos en su forma liquida disuelven compuestos de baja polaridad, tales como los lipidos en los fluidos.
En consecuencia, los hidrocarburos comprenden cualquier hidrocarburo sustancialmente inmiscible en agua, que es
liguido a aproximadamente 37° C. Los hidrocarburos adecuados incluyen, pero no se limitan a los siguientes:
hidrocarburos alifaticos Cs a Cyo tales como el éter de petroleo, hexano, heptano y octano; hidrocarburos haloalifaticos
tales como el cloroformo, 1,1,2-tricloro-1,2,2-trifluoroetano, 1,1,1-tricloroetano, tricloroetileno, tetracloroetileno
diclorometano vy tetracloruro de carbono; hidrocarburos tioalifaticos; perfluorocarbonos, tales como el
perfluorociclohexano, perfluorometilciclohexano y perfluorodimetilciclohexano; fluoroéteres tales como el sevoflurano;
cada uno de los cuales puede ser lineal, ramificado o ciclico, saturado o insaturado; hidrocarburos aromaticos tales
como el benceno; alquilarenos tales como el tolueno, haloarenos, haloalquilarenos y tioarenos. Otros disolventes
adecuados también pueden incluir: compuestos heterociclicos saturados o insaturados, tales como derivados de
piridina insolubles en agua y derivados alifaticos, tio o halo de los mismos; y bromuro de perfluorooctilo. Otro disolvente
adecuado es la perfluorodecalina.

Los ésteres adecuados que pueden usarse incluyen, pero no se limitan a, el acetato de etilo, acetato de propilo, acetato
de butilo y propionato de etilo. Las cetonas de ejemplo adecuadas que pueden usarse incluyen, pero no se limitan a,
la metiletilcetona.

Los tensioactivos adecuados que se pueden usar incluyen, pero no se limitan a, los siguientes: sulfatos, sulfonatos,
fosfatos (incluidos los fosfolipidos), carboxilatos y sulfosuccinatos. Algunos materiales anfifilicos aniénicos utiles en la
presente invencion incluyen, pero no se limitan a los siguientes: dodecilsulfato de sodio (SDS), decilsulfato de sodio,
bis-(2-etilhexil)sulfosuccinato de sodio (AOT), sulfato de colesterol y laurato de sodio.

Los alcoholes que se prefieren para uso en la presente invencion, cuando se usan solos, incluyen aquellos alcoholes
que no son apreciablemente miscibles con plasma u otros fluidos bioldgicos. Cuando se usan alcoholes en
combinacién con otro disolvente, por ejemplo, éter, un hidrocarburo, una amina o una combinacién de los mismos, se
pueden usar alcoholes que contienen C1-Cs. Los alcoholes preferidos para su uso en combinacién con otro disolvente
incluyen alcoholes inferiores tales como alcoholes que contienen C4-Cs. Por consiguiente, los alcoholes preferidos que
caen dentro del alcance de la presente invencion son preferiblemente butanoles, pentanoles, hexanoles, heptanoles
y octanoles, y sus formas iso. Son particularmente preferidos los butanoles (1-butanol y 2-butanol), también
denominados n-butanol. Como se indicé anteriormente, el alcohol mas preferido es el alcohol C4, butanol. La eleccion
especifica de alcohol dependera del segundo disolvente empleado. En una realizaciéon preferida, los alcoholes
inferiores se combinan con éteres inferiores.

Los éteres, usados solos o en combinacién con otros disolventes, preferiblemente alcoholes, son otro disolvente
preferido para usar en el método de la presente invencion. Particularmente preferidos son los éteres C4-Cs, incluyendo
pero no limitado a, el éter etilico, éter dietilico, y éteres propilicos, incluyendo, pero no limitado al éter diisopropilico
(DIPE). También son utiles en la presente invencion combinaciones de éteres, tales como éter diisopropilico y éter
dietilico. Cuando se utilizan éteres y alcoholes en combinacién como primer disolvente para eliminar lipidos, se puede
usar cualquier combinacion de alcohol y éter siempre que la combinacion sea efectiva para eliminar parcial o
completamente los lipidos. Cuando los alcoholes y el éter se combinan como un disolvente para eliminar los lipidos
de un fluido, las proporciones aceptables de alcohol a éter en este disolvente son aproximadamente de 0,01 partes a
99,99 partes de alcohol a aproximadamente de 99,99 partes a 0,01 partes de éter, incluyendo una proporcion de
aproximadamente 1 parte a 25 partes de alcohol con aproximadamente 75 partes a 99 partes de éter, una proporcion
de aproximadamente 3 partes a 10 partes de alcohol con aproximadamente 90 partes a 97 partes de éter, y una
proporcion preferida de 5 partes de alcohol con 95 partes de éter. Una combinacion especialmente preferida de alcohol
y éter es la combinacion de butanol y éter diisopropilico.

En resumen, los disolventes particularmente preferidos incluyen 100 partes de éter diisopropilico, una combinacién de
95 partes de éter diisopropilico por 5 partes de n-butanol y una combinacién de 95 partes de sevoflurano por 5 partes
de n-butanol. Los intervalos aceptables de sevoflurano y n-butanol también incluyen aproximadamente 0,01 partes a
99,99 partes de sevoflurano por aproximadamente 99,99 partes a 0,01 partes de n-butanol, 0,1 partes a 99,9 partes
de sevoflurano por aproximadamente 99,9 partes a 0,1 partes de n-butanol; 1,0 partes a 99,0 partes de sevoflurano
por aproximadamente 99,0 partes a 1,0 partes de n-butanol, 10,0 partes a 90,0 partes de sevoflurano por
aproximadamente 90,0 partes a 10,0 partes de n-butanol, 15,0 partes a 85,0 partes de sevoflurano por
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aproximadamente 85,0 partes a 15,0 partes de n-butanol. Las combinaciones preferidas incluyen aproximadamente
95 partes de sevoflurano por aproximadamente 5,0 partes de n-butanol, aproximadamente 90 partes de sevoflurano
por aproximadamente 10 partes de n-butanol, aproximadamente 85 partes de sevoflurano por aproximadamente 15
partes de n-butanol y, mas particularmente, 97,5 partes de sevoflurano por 2,5 partes de n-butanol.

Las proporciones aceptables de disolvente a plasma incluyen cualquier combinacion de disolvente y plasma. Las
proporciones mas preferidas son 2 partes de plasma por 1 parte de disolvente, 1 parte de plasma por 1 parte de
disolvente y 1 parte de plasma por 2 partes de disolvente. Por ejemplo, cuando se utiliza un disolvente que comprende
95 partes de sevoflurano a 5 partes de n-butanol, se prefiere usar dos partes de disolvente por una parte de plasma.

Ademas, cuando se emplea un disolvente que contiene n-butanol, la presente invencion también puede usar una
proporcion de disolvente a plasma que produce al menos un 3% de n-butanol en la mezcla final de disolvente/plasma.
Una concentracion final particularmente preferida de n-butanol en la mezcla final de disolvente/plasma es del 3,33%.

Procesos para eliminar lipidos de fluidos y particulas de HDL

Los procesos empleados en los métodos de la presente invencién para reducir los lipidos en fluidos y particulas de
HDL se relacionan directamente con la entrada de energia. El procedimiento empleado debe disefiarse de modo que
las particulas de HDL se traten para reducir sus niveles de lipidos sin destruir las proteinas plasmaticas o afectar
sustancialmente a las particulas de LDL. Téngase en cuenta que los métodos descritos a continuacion se pueden usar
para lograr las etapas de ambas realizaciones preferidas de la presente invencion como se describid anteriormente.

Meétodos de mezcla

El plasma y el disolvente se someten a al menos un método de mezcla para mezclar, agitar o de otra manera poner
en contacto el fluido biolégico con el disolvente. El método de mezcla empleado en la presente invencion puede ser
uno de, pero no se limita a, un mezclador estatico en linea, un matraz giratorio, un agitador de vortex, una centrifuga,
un matraz sonicado, un tubo de alto cizallamiento, un homogeneizador, un mezclador, un contactor de fibra hueca,
una bomba centrifuga, una mesa vibratoria, un proceso de turbulencia, un proceso de agitacion, una rotacion de
extremo a extremo de un recipiente sellado u otros dispositivos adecuados, o cualquier combinacién de estos
dispositivos o procesos.

Duracién de la mezcla

La cantidad de tiempo requerido para la mezcla adecuada del disolvente con el fluido esta relacionado con el método
de mezcla empleado. Los fluidos se mezclan durante un periodo de tiempo suficiente para permitir un contacto intimo
entre las fases organica y acuosa, y para que el disolvente solubilice al menos parcial o completamente los lipidos.
Otra consideracion es la temperatura. El equilibrio entre el tiempo de mezclado y la temperatura debe disefiarse de
manera que no fomente la contaminacioén o el deterioro de la muestra de sangre. El sistema de tiempo y temperatura
esta idealmente equilibrado, de modo que la muestra de sangre sea aun viable y no se deteriore.

Normalmente, la mezcla se producira durante un periodo de aproximadamente 1 segundo a aproximadamente 24
horas, posiblemente de aproximadamente 1 segundo a aproximadamente 2 horas, posiblemente de aproximadamente
1 segundo a aproximadamente 10 minutos, o posiblemente de aproximadamente 30 segundos a aproximadamente 1
hora, segun el método de mezcla empleado. Ejemplos no limitativos de las duraciones de mezcla asociadas con
diferentes métodos incluyen 1) agitacion suave y rotacion de extremo a extremo durante un periodo de
aproximadamente 1 segundo a aproximadamente 24 horas, 2) agitacion vigorosa y agitacion con vortex durante un
periodo de aproximadamente 1 segundo a aproximadamente 30 minutos, 3) proceso de turbulencia durante un periodo
de aproximadamente 1 segundo a aproximadamente 2 horas, o 4) homogeneizacion durante un periodo de
aproximadamente 1 segundo a aproximadamente 10 minutos.

Temperatura

Como se describié anteriormente, la temperatura también es una consideracion importante. La temperatura se ajusta
usualmente a menos de 37° C a fin de no desnaturalizar el plasma. Opcionalmente, también se pueden emplear
temperaturas mas frias. Existen varios métodos para lograr la regulacion de la temperatura en este sistema.

Métodos de extraccién de disolventes
Eliminacién de disolvente a granel residual

En una realizacion preferida de la presente invencion, el disolvente a granel residual se elimina mediante
centrifugacion.

Eliminacién del disolvente soluble restante

Otro método preferido para separar el disolvente es mediante el uso de carbén vegetal, preferiblemente carbon vegetal
activado. Este carbon vegetal esta opcionalmente contenido en una columna. Alternativamente, el carbdn vegetal
puede estar en forma de suspension. En estas columnas se pueden utilizar varias formas biocompatibles de carbén
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vegetal.
Pervaporizacién por HFC

Los contactores de fibra hueca (HFCs) pueden reducir con éxito las concentraciones totales de disolventes, como el
éter diisopropilico y el éter dietilico, en agua y plasma, utilizando diferentes HFCs, presiones y caudales. Los HFCs
pueden tener un area de superficie total de membrana permeable formada por las fibras huecas entre
aproximadamente 4.200 centimetros cuadrados y aproximadamente 18.000 centimetros cuadrados, dependiendo del
tipo de HFC utilizado. Ademas, el caudal de gas se vario en estos experimentos desde aproximadamente 2 litros por
minuto hasta aproximadamente 10 litros por minuto, y el caudal de plasma varié desde aproximadamente 10 ml por
minuto hasta aproximadamente 60 ml por minuto. El funcionamiento de esta manera puede reducir las concentraciones
iniciales de disolventes entre aproximadamente 28.000 partes por millén (ppm) y 9.000 ppm a entre aproximadamente
1.327 ppm y aproximadamente 0,99 ppm entre aproximadamente 14 minutos y 30 minutos.

En una realizacién del sistema de eliminacion de disolvente de la presente invencién, el plasma tratado con disolvente
que contiene disolvente soluble residual tipicamente se introduce primero en un circuito de circulacidon que incluye, por
ejemplo, un recipiente de recirculacion, un medio de transporte de fluido tal como tubos, valvulas, bomba, y un
dispositivo de extraccion de disolvente, tal como un HFC. En este circuito de circulacién, el HFC funciona como un
dispositivo de recirculacion y extraccion de disolvente. El plasma/disolvente circula a través de la fibra hueca del HFC,
por lo que se pone en contacto el disolvente de extraccion con un gas o un segundo disolvente de extraccion, que
circula a través de la cubierta del HFC. Si se usa un disolvente volatil como primer disolvente de extraccion, se puede
usar cualquier gas capaz de extraer el primer disolvente de extraccion del plasma deslipidado, incluyendo, pero no
limitado a, nitrégeno y aire.

Realizaciones especificas de la presente invencién

Los componentes descritos anteriormente pueden integrarse en una pluralidad de diferentes realizaciones para
permitir la practica de la presente invencion. Ciertas realizaciones especificas se describiran en este documento para
resaltar particularmente los enfoques definidos para practicar la presente invencion. Las realizaciones enumeradas a
continuacién no representan todas las variaciones de la presente invencion y estan disefiadas para ejemplificar la
presente invencion y, en ciertos casos, representan enfoques preferidos para poner en practica la presente invencion.

Con referencia a las Figuras 19 a 21, se muestran una pluralidad de realizaciones que representan diferentes sistemas
capaces de poner en practica la presente invencion. Debe entenderse que cada realizacion tiene diferentes ventajas
y desventajas, desde una perspectiva de costo y uso, y que ninguna de las realizaciones es especificamente preferida
con respecto a otras realizaciones. La Figura 19 representa un diagrama de flujo de componentes basicos que define
elementos del sistema de modificacion de HDL 1900. Se proporciona una entrada de fluido 1905 y se conecta a través
de un tubo a un dispositivo de mezcla 1920. Se proporciona una entrada de disolvente 1910 y también se conecta a
través de un tubo a un dispositivo de mezcla 1920. Preferiblemente, las valvulas 1915 se usan para controlar el flujo
de fluido desde la entrada de fluido 1905 y el disolvente de la entrada de disolvente 1910. Debe apreciarse que la
entrada de fluido 1905 contiene preferiblemente cualquier fluido que incluya particulas de HDL, incluido el plasma que
tiene particulas de LDL o carece de particulas de LDL, como se explicé anteriormente. Ademas, debe apreciarse que
la entrada de disolvente 1910 puede incluir un solo disolvente, una mezcla de disolventes o una pluralidad de diferentes
disolventes que se mezclan en el punto de entrada de disolvente 1910. Mientras se representa como un contenedor
de disolvente Unico, la entrada de disolvente 1910 puede comprender una pluralidad de contenedores de disolvente
separados. Los tipos de disolventes que se usan y prefieren se explicaron anteriormente.

El mezclador 1920 mezcla el fluido de la entrada de fluido 1905 y el disolvente de la entrada de disolvente 1910 para
producir una mezcla de fluido-disolvente. Preferiblemente, el mezclador 1920 es capaz de usar un método de mezcla
de bolsas de agitador con el fluido de entrada y el disolvente de entrada en una pluralidad de lotes, tal como 1, 2, 3 0
mas lotes. Un mezclador de ejemplo es una mesa de agitador orbital Barnstead Labline. Una vez formada, la mezcla
fluido-disolvente se dirige, a través de un tubo y se controla mediante al menos una valvula, a un separador 1925. En
una realizacién preferida, el separador 1925 es capaz de realizar una separaciéon masiva de disolventes a través de la
separacion por gravedad en una bolsa con forma de embudo.

En el separador 1925, la mezcla fluido-disolvente se separa en una primera capa y una segunda capa. La primera
capa comprende una mezcla de disolvente y lipidos que se ha eliminado de las particulas de HDL. La segunda capa
comprende una mezcla de disolvente residual, particulas HDL modificadas y otros elementos del fluido de entrada. Un
experto en la materia apreciaria que la composicion de la primera capa y la segunda capa diferirian en funcion de la
naturaleza del fluido de entrada. Una vez que la primera y la segunda capa se separan en el separador 1925, la
segunda capa se transporta a través de un tubo a un dispositivo de extraccion de disolvente 1940. Preferiblemente,
un sensor de presion 1930 y una valvula se colocan en la corriente de flujo para controlar el flujo de la segunda capa
al dispositivo de extraccion de disolvente 1940.

La apertura y el cierre de valvulas para permitir el flujo de fluido desde los contenedores de entrada 1905, 1910 se
cronometra preferiblemente usando calculos de balance de masa derivados de determinaciones de peso de las
entradas de fluido 1905, 1910 y el separador 1925. Por ejemplo, las valvulas entre el separador 1925 y el contenedor
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de desechos 1935 y entre el separador 1925 y el dispositivo de extraccion con disolvente 1940 se abren después de
que las masas de entrada (fluido y disolvente) se equilibren sustancialmente con la masa en el separador 1925 y haya
transcurrido un periodo de tiempo suficiente para permitir la separacion entre la primera y segunda capa, como se
explicod anteriormente. Dependiendo de qué disolvente se use y, por lo tanto, qué capa se asienta en el fondo del
separador 1925, se abre la valvula entre el separador 1925 y el contenedor de desechos 1935 o entre los separadores
1925 y el dispositivo de extraccion de disolventes 1940. Un experto en la técnica apreciara que la sincronizacion de la
abertura depende de la cantidad de fluido que se encuentra en la primera y segunda capa y apreciaria ademas que
es preferible mantener la valvula entre el separador 1925 y el contenedor de desechos 1935 abierta solo por el tiempo
suficiente para eliminar toda la primera capa y parte de la segunda capa, asegurando asi que se haya eliminado la
mayor cantidad de disolvente posible del fluido que se envia al dispositivo de extraccion de disolvente 1940.

Preferiblemente, una entrada de glucosa 1955 y una entrada de solucion salina 1960 estan en comunicacion fluida
con la trayectoria del fluido que va desde el separador 1925 hasta el dispositivo de extraccion de disolvente 1940.
También se incorpora preferiblemente una pluralidad de valvulas en la corriente de flujo desde la entrada de glucosa
1955 y la entrada de solucion salina 1960 hasta el tubo que proporciona la trayectoria de flujo desde el separador 1925
hasta el dispositivo de extraccion de disolvente 1940. La glucosa y la solucién salina se incorporan a la presente
invencién para cebar el dispositivo de extraccion con disolvente 1940 antes de la operacién del sistema. Donde no se
requiera tal cebado, no se requieren las entradas de glucosa y solucion salina. Ademas, un experto en la técnica
apreciaria que las entradas de glucosa y solucién salina pueden reemplazarse con otros cebadores si el dispositivo
de extraccion con disolvente 1940 lo requiere.

El dispositivo de extracciéon de disolvente 1940 es preferiblemente una columna de carbédn disefiada para eliminar el
disolvente especifico usado en la entrada de disolvente 1910. Un dispositivo de extraccion de disolvente de ejemplo
1940 es una columna de carbén Asahi Hemosorber. Se usa una bomba 1950 para mover la segunda capa desde el
separador 1925, a través del dispositivo de extraccion de disolvente 1940, y hacia un contenedor de salida 1945. La
bomba es preferiblemente una bomba peristaltica, como la Masterflex Modelo 77201-62.

La primera capa se dirige a un contenedor de residuos 1935 que esta en comunicacion fluida con el separador 1925
a través de un tubo y al menos una valvula. Ademas, otros residuos, si se generan, pueden dirigirse desde la ruta del
fluido que conecta el dispositivo de extraccion de disolvente 1940 y el contenedor de salida 1945 al contenedor de
desechos 1935.

Preferiblemente, una realizacion de la presente invencion usa la gravedad, siempre que sea practico, para mover el
fluido a través de cada uno de la pluralidad de componentes. Por ejemplo, preferiblemente la gravedad se utiliza para
drenar el plasma de entrada 1905 y el disolvente de entrada 1910 en el mezclador 1920. Cuando el mezclador 1920
comprende una bolsa de agitacién y el separador 1925 comprende una bolsa de embudo, el fluido se mueve de la
bolsa de agitacion a la bolsa de embudo y, posteriormente, al contenedor de residuos 1935, si es apropiado, utilizando
la gravedad.

En una etapa adicional, no mostrada en la Figura 19, el fluido de salida en el contenedor de salida 1945 se someteria
a un sistema de deteccion de disolvente, o sistema de deteccion de agente de eliminacién de lipidos, para determinar
si algun disolvente u otro componente indeseable esta en el fluido de salida. En una realizacion, el fluido de salida se
somete a sensores que son capaces de determinar las concentraciones de disolventes introducidos en la entrada de
disolvente, tal como el n-butanol o el éter diisopropilico. Esta es una medida importante ya que el fluido de salida se
devuelve al torrente sanguineo del paciente y las concentraciones de disolvente deben estar por debajo de un nivel
predeterminado para realizar esta operacion de manera segura. Los sensores son preferiblemente capaces de
proporcionar dicha informacion de concentracion en base a tiempo real y sin tener que transportar fisicamente una
muestra del fluido de salida, o aire en el espacio de cabeza, a un dispositivo remoto.

En una realizacion, se utiliza la tecnologia de polimeros con impresién molecular para habilitar sensores de ondas
acusticas de superficie. Un sensor de onda acustica de superficie recibe una entrada, a través de cierta interaccion de
su superficie con el entorno circundante, y produce una respuesta eléctrica, generada por las propiedades
piezoeléctricas del sustrato del sensor. Para permitir la interaccion, se utiliza tecnologia de polimeros impresos
molecularmente. Los polimeros impresos molecularmente son plasticos programados para reconocer moléculas diana,
tales como productos farmacéuticos, toxinas o contaminantes ambientales, en muestras bioldgicas complejas. La
tecnologia de impresion molecular se habilita mediante la polimerizacién de uno o mas monémeros funcionales con
un exceso de un mondémero de reticulacion en presencia de una molécula de plantilla diana que muestra una estructura
similar a la molécula diana que debe reconocerse, es decir, al disolvente diana.

El uso de tecnologia de polimeros con impresién molecular para habilitar sensores de ondas acusticas de superficie
es preferible a otros enfoques tecnolodgicos, ya que se pueden hacer mas especificos a las concentraciones de
disolventes diana y son capaces de diferenciar tales disolventes diana de otros posibles agentes interferentes. Como
resultado, la presencia de interferentes aceptables que pueden tener estructuras y/o propiedades similares a los
disolventes diana no evitararia que el sensor informe con precision las concentraciones de los disolvente respectivos
existentes.

Alternativamente, si el disolvente de entrada comprende ciertos disolventes, tal como el n-butanol, se podria usar la

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2715496 T3

oxidacion electroquimica para medir la concentracion del disolvente. Las mediciones electroquimicas tienen varias
ventajas. Son simples, sensibles, rapidas y tienen un amplio rango dinamico. La instrumentacion es simple y no se ve
afectada por la humedad. En una realizacion, el disolvente diana, tal como el n-butanol, se oxida en un electrodo de
platino usando voltametria ciclica. Esta técnica se basa en variar el potencial aplicado en un electrodo de trabajo en
las direcciones hacia adelante y hacia atras, a una velocidad de exploracion predefinida, mientras se monitoriza la
corriente. Se puede realizar un ciclo completo, un ciclo parcial o una serie de ciclos. Si bien el platino es el material de
electrodo preferido, se podrian usar otros electrodos, tales como de oro, plata, iridio o grafito. Si bien se utilizan
técnicas de voltametria ciclica, otras técnicas de pulso, como la voltametria de pulso diferencial o la voltametria de
onda cuadrada, pueden aumentar la velocidad y la sensibilidad de las mediciones. La alternativa, un sensor Taguchi,
no se prefiere porque no funciona de manera efectiva en condiciones humedas.

La presente invencion cubre expresamente todas y cada una de las formas de muestrear y medir, detectar y analizar
automaticamente un fluido de salida, o el espacio de cabeza sobre el fluido de salida. Por ejemplo, tal deteccion
automatizada se puede lograr integrando un dispositivo de mediciéon por cromatografia de mini dispositivo de
cromatografia de gas (GC) que muestrea automaticamente el aire en el contenedor de salida, lo transmite a un
dispositivo GC optimizado para los disolventes especificos utilizados en el proceso de deslipidacion, y, utilizando
técnicas conocidas de GC, analiza la muestra para detectar la presencia de disolventes.

Con referencia de nuevo a la figura 19, los materiales adecuados para su uso en cualquiera de los componentes del
aparato como se describe en este documento incluyen materiales que son biocompatibles, aprobados para
aplicaciones médicas que involucran el contacto con fluidos corporales internos y que cumplen con las normas US
PV1 o ISO 10993. Ademas, los materiales no deberian degradarse sustancialmente con, por ejemplo, la exposicién a
los disolventes utilizados en la presente invencién, durante al menos un uso unico. Los materiales normalmente deben
ser esterilizables por radiacion o por esterilizacién con 6xido de etileno (EtO). Dichos materiales adecuados deberian
ser capaces de transformarse en objetos utilizando procesos convencionales, tales como, entre otros, extrusion,
moldeo por inyeccion y otros. Los materiales que cumplen con estos requisitos incluyen, pero no se limitan a, el nylén,
polipropileno, policarbonato, acrilico, polisulfona, fluoruro de polivinilideno (PVDF), fluoroelastémeros como VITON,
disponibles de DuPont Dow Elastomers LLC, elastémeros termoplasticos tales como SANTOPRENE, disponibles de
Monsanto, poliuretano, cloruro de polivinilo (PVC), politetrafluoroetileno (PTFE), éter de polifenileno (PFE), copolimero
de perfluoroalcoxi (PFA), que esta disponible como TEFLON PFA de E.l. du Pont de Nemours and Company, y
combinaciones de los mismos.

Las valvulas utilizadas en cada realizacion pueden estar compuestas de, pero no se limitan a, valvulas de pellizco,
globo, bola, compuerta u otras valvulas convencionales. Preferiblemente, las valvulas son valvulas de oclusién como
la valvula Modelo 955 de Acro Associates. Sin embargo, la invencion no se limita a una valvula que tiene un estilo
particular. Ademas, los componentes de cada sistema descrito a continuacién pueden acoplarse fisicamente entre si
o acoplarse utilizando conductos que pueden estar compuestos por tuberias, tubos u otros dispositivos similares,
flexibles o rigidos, conocidos por los expertos en la técnica.

Con referencia a la figura 20, se muestra una configuracion especifica 2000 de la presente invencion. Una
configuracion preferida 2000 comprende una carcasa cerrada 2005 capaz de contener de manera segura fluidos
volatiles, tales como disolventes. En una realizacion preferida, la carcasa cerrada 2005 comprende una puerta 2015
con una puerta transparente para observar el proceso de deslipidacién en funcionamiento, una base moévil 2025, una
pantalla de control 2020, una cubierta transparente 2010 y un filtro y un sistema de circulacién de aire [no se muestra].
La pantalla de interfaz de la pantalla de control 2020 es preferiblemente funcional cuando la puerta 2015 esta abierta
para permitir la configuracion del sistema y el cebado de un dispositivo de extraccion de disolvente, pero no permite
que el sistema deslipide un fluido de entrada hasta que la puerta 2015 esté cerrada y, preferiblemente, bloqueada.
También se prefiere tener una bandeja de desagiie o desbordamiento capaz de atrapar cualquier fuga de fluido,
desbordamientos u otros derrames en la base de la carcasa cerrada 2005 de una manera que permita que la bandeja
se retire facilmente sin abrir la carcasa 2005.

Con referencia a la fig. 21, se muestra una configuracion de componentes basicos del sistema de modificacion de HDL
2100. Se proporciona una entrada de fluido 2105 y se conecta a través de un tubo a un dispositivo mezclador 2120.
Se proporciona una entrada de disolvente 2110 y también se conecta a través de un tubo a un dispositivo de mezcla
2120. Preferiblemente, las valvulas se usan para controlar el flujo de fluido desde la entrada de fluido 2105 y el
disolvente desde la entrada de disolvente 2110. Debe apreciarse que la entrada de fluido 2105 contiene
preferiblemente cualquier fluido que incluya particulas de HDL, incluyendo el plasma que tiene particulas de LDL o
que carece de particulas de LDL, como se explicd anteriormente. Ademas, deberia apreciarse que la entrada de
disolvente 2110 puede incluir un solo disolvente, una mezcla de disolventes o una pluralidad de diferentes disolventes
que se mezclan en el punto de entrada de disolvente 2110. Mientras que se representa como un solo contenedor de
disolvente, la entrada de disolvente 2110 puede comprender una pluralidad de contenedores de disolvente separados.
Los tipos de disolventes que se usan y prefieren se explicaron anteriormente.

El mezclador 2120 mezcla el fluido de la entrada de fluido 2105 y el disolvente de la entrada de disolvente 2110 para
producir una mezcla de fluido-disolvente. Preferiblemente, el mezclador 2120 es capaz de usar un método de mezcla
de bolsas con agitador con el fluido de entrada y el disolvente de entrada en una pluralidad de lotes, tales como 1, 2,
3 0 mas lotes. Una vez formada, la mezcla fluido-disolvente se dirige, a través de un tubo y se controla mediante al
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menos una valvula, a un separador 2125. En una realizaciéon preferida, el separador 2125 es capaz de realizar una
separacion masiva de disolventes a través de la separacion por gravedad en una bolsa con forma de embudo.

En el separador 2125, la mezcla fluido-disolvente se separa en una primera capa y una segunda capa. La primera
capa comprende una mezcla de disolvente y lipidos que se han eliminado de las particulas de HDL. La segunda capa
comprende una mezcla de disolvente residual, particulas de HDL modificadas y otros elementos del fluido de entrada.
Un experto en la materia apreciaria que la composicién de la primera capa y la segunda capa podrian diferir en funcion
de la naturaleza del fluido de entrada. Una vez que la primera y la segunda capa se separan en el separador 2125, la
segunda capa se transporta a través de un tubo a un dispositivo de extraccion de disolvente 2140 Preferiblemente, un
sensor de presion y una valvula se colocan en la corriente de flujo para controlar el flujo de la segunda capa al
dispositivo de extraccion de disolvente 2140.

Preferiblemente, una entrada de glucosa 2130 y una entrada de solucion salina 2150 estan en comunicacion fluida
con la trayectoria de fluido que va desde el separador 2125 al dispositivo de extraccion de disolvente 2140.
Preferiblemente, también se incorpora una pluralidad de valvulas en la corriente de flujo desde la entrada de glucosa
2130y la entrada de solucién salina 2150 a la tuberia que proporciona el recorrido del flujo desde el separador 2125
al dispositivo de extraccion de disolvente 2140. La glucosa y la solucién salina se incorporan a la presente invencion
para cebar el dispositivo de extraccion con disolvente 2140 antes de la operacién del sistema. Donde no se requiera
tal cebado, no se requieren las entradas de glucosa y solucién salina. Ademas, un experto en la técnica apreciaria
que las entradas de glucosa y solucion salina se pueden reemplazar con otros cebadores si el dispositivo de extraccion
con disolvente 2140 asi lo requiere.

El dispositivo de extraccion de disolvente 2140 es preferiblemente una columna de carbédn disefiada para eliminar el
disolvente especifico utilizado en la entrada de disolvente 2110. Un dispositivo de extraccion de disolvente 2140 de
ejemplo es una columna de carbon vegetal Asahi Hemosorber. Se usa una bomba 2135 para mover la segunda capa
desde el separador 2125, a través del dispositivo de extraccion de disolvente 2140, y hacia un contenedor de salida
2115. La bomba es preferiblemente una bomba peristaltica, tal como la Masterflex Modelo 77201-62.

La primera capa se dirige a un contenedor de desechos 2155 que esta en comunicacion fluida con el separador 2125
a través de la tuberia y al menos una valvula. Ademas, otros residuos, si se generan, pueden dirigirse desde la ruta
del fluido que conecta el dispositivo de extraccion de disolvente 2140 y el contenedor de salida 2115 al contenedor de
desechos 2155.

Preferiblemente, una realizacion de la presente invencion usa la gravedad, siempre que sea practico, para mover el
fluido a través de cada uno de la pluralidad de componentes. Por ejemplo, preferiblemente la gravedad se utiliza para
drenar el plasma de entrada 2105 y el disolvente de entrada 2110 en el mezclador 2120. Cuando el mezclador 2120
comprende una bolsa de agitacién y el separador 2125 comprende una bolsa de embudo, el fluido se mueve de la
bolsa de agitacion ala bolsa de embudo y, posteriormente, al contenedor de desechos 2155, si es apropiado, utilizando
la gravedad.

En general, la presente invencion comprende preferentemente configuraciones en las que todas las entradas, tales
como el plasma de entrada y los disolventes de entrada, los elementos desechables, tales como las bolsas de mezcla,
las bolsas de separacion, las bolsas de desechos, los dispositivos de extraccion de disolventes y los dispositivos de
deteccion de disolventes, y los recipientes de salida se puedan colocar facilmente en posiciones accesibles y puedan
ser quitados y reemplazado facilmente por un técnico.

Para permitir el funcionamiento de las realizaciones de la presente invencion descritas anteriormente, es preferible
proporcionar a un usuario de dichas realizaciones un conjunto de componentes empaquetados, en forma de kit, que
comprende cada componente requerido para practicar la presente invencion. Dicho kit incluiria preferiblemente un
contenedor de fluido de entrada (es decir, un contenedor de fuente de lipoproteinas de alta densidad), un contenedor
de la fuente del agente de eliminacion de lipidos (es decir, un contenedor del disolvente), componentes desechables
de un mezclador, tales como una bolsa u otro contenedor, componentes desechables de un separador, tales como
una bolsa u otro contenedor, componentes desechables de un dispositivo de extraccion de disolvente (es decir, una
columna de carbon vegetal), un contenedor de salida, componentes desechables de un contenedor de desechos, tales
como una bolsa u otro contenedor, dispositivos de deteccion del disolvente, y una pluralidad de tubos y una pluralidad
de valvulas para controlar el flujo de fluido de entrada (lipoproteina de alta densidad) desde el contenedor de entrada
y el agente de eliminacion de lipidos (disolvente) desde el contenedor de disolvente hasta el mezclador, para controlar
el flujo de la mezcla del agente de eliminacion de lipidos, lipidos y derivados de particulas al separador, para controlar
el flujo de lipidos y agente de eliminacién de lipidos a un contenedor de desechos, para controlar el flujo de agente de
eliminacion de lipidos residuales, lipidos residuales, y derivados de particulas al dispositivo de extraccion, y para
controlar el flujo de derivados de particulas al contenedor de salida.

En una realizacion, un kit comprende un recipiente de plastico que tiene componentes desechables de un mezclador,
tales como una bolsa u otro recipiente, componentes desechables de un separador, tales como una bolsa u otro
recipiente, componentes desechables de un contenedor de residuos, tales como una bolsa u otro contenedor, y una
pluralidad de tubos y una pluralidad de valvulas para controlar el flujo de fluido de entrada (lipoproteinas de alta
densidad) desde el contenedor de entrada y del agente de eliminacién de lipidos (disolvente) desde el contenedor de
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disolvente hasta el mezclador, para controlar el flujo de la mezcla de agente de eliminacion de lipidos, lipidos y
derivados de particulas al separador, para controlar el flujo de lipidos y agente de eliminacion de lipidos a un
contenedor de desechos, para controlar el flujo de agente de eliminacion de lipidos residuales, lipidos residuales y
derivado de particulas al dispositivo de extraccion, y para controlar el flujo de derivados de particulas al contenedor
de salida. Los componentes desechables de un dispositivo de extraccion de disolvente (es decir, una columna de
carbdn vegetal), el fluido de entrada, el disolvente de entrada y los dispositivos de extraccion del disolvente se
proporcionan por separado.

Horario de Administracion

Las particulas de HDL modificadas de la presente invencion pueden administrarse segun cualquier programa que sea
eficaz para promover el flujo de salida del colesterol celular.

En una realizacion, la sangre se extrae de un paciente en un volumen suficiente para producir aproximadamente 1
litro de plasma. La sangre se separa en plasma y células de glébulos rojos utilizando métodos cominmente conocidos
por los expertos en la técnica, tales como la plasmaféresis, y las células de glébulos rojos se almacenan en una
soluciéon de almacenamiento adecuada o se devuelven al paciente durante la plasmaféresis. Los glébulos rojos se
devuelven preferiblemente al paciente durante la plasmaféresis. La solucion salina fisiolégica también se administra
opcionalmente al paciente para reponer el volumen. El 1 litro de plasma se trata con cualquiera de los métodos de la
presente invencién para crear particulas de HDL con un contenido reducido de lipidos, mientras que no se afecta
sustancialmente a la LDL. El plasma tratado resultante que contiene las particulas de HDL con un contenido reducido
de lipidos y con la LDL sustancialmente no afectada se combina opcionalmente con los glébulos rojos del paciente, si
los glébulos rojos no fueron devueltos durante la plasmaféresis, y se administra al paciente. Una via de administracion
es a través del sistema vascular, preferiblemente por via intravenosa. Este régimen de tratamiento se repite
semanalmente durante aproximadamente de 5 a 6 semanas. Tras el tratamiento, se observa un aumento del flujo de
salida del colesterol en el paciente.

En ofra realizacion, la sangre se extrae de un paciente en un volumen suficiente para producir aproximadamente 1
litro de plasma. La sangre se separa en plasma y glébulos rojos utilizando métodos cominmente conocidos por los
expertos en la técnica, tales como la plasmaféresis, y los gldbulos rojos se almacenan en una solucién de
almacenamiento adecuada o se devuelven al paciente durante la plasmaféresis. El 1 litro de plasma se trata para
eliminar el componente de LDL antes del tratamiento adicional del plasma. El 1 litro de plasma se trata con el método
de la presente invencion para crear particulas de HDL con un contenido reducido de lipidos. El plasma tratado
resultante que contiene las particulas de HDL con lipidos reducidos se combina opcionalmente con los glébulos rojos
del paciente, si los glébulos rojos no se devolvieron durante la plasmaféresis, y se administran al paciente. Una via de
administracion es a través del sistema vascular, preferiblemente por via intravenosa. Este régimen de tratamiento se
repite semanalmente durante aproximadamente 5 a 6 semanas.

Debe entenderse que otros volumenes de plasma pueden tratarse con el método de la presente invencion y
administrarse a un paciente en diversos programas de administracion. Para un proceso por lotes, los volimenes de
100 ml a 3500 ml de plasma se pueden tratar con el presente método. La frecuencia del tratamiento también puede
variar desde varias veces por semana hasta una vez al mes o menos, dependiendo del volumen a tratar y la gravedad
de la condicién del paciente.

En otro enfoque de la presente invencion, después de la eliminacion de un volumen deseado de la sangre de un
paciente, la separacion de la sangre en plasma y glébulos rojos y el tratamiento del plasma para reducir los niveles de
lipidos, las particulas de HDL con un contenido reducido de lipidos se aislan del plasma y se administra al paciente
en un vehiculo aceptable.

En otra realizacién mas, puede obtenerse plasma heterdlogo, tratarlo con el método de la presente invencion y el
plasma tratado que contiene particulas de HDL con un contenido reducido de lipidos ser administrado a un paciente
que no fue la fuente del plasma. En una realizacién adicional, puede obtenerse plasma heteroélogo, tratarlo con el
método de la presente invencion y las particulas de HDL con un contenido reducido de lipidos se separan del plasma
tratado. Estas particulas de HDL con un contenido reducido de lipidos pueden administrarse en un vehiculo aceptable
a un paciente que no fue la fuente del plasma.

En ofra realizacion mas, después de la eliminacion de un volumen deseado de la sangre de un paciente, se le permite
al paciente recuperarse durante de 1 a 4 dias en términos de producir sangre nueva y alcanzar niveles endégenos de
HDL en plasma sustancialmente similares a los niveles de HDL en plasma antes de extraer la sangre. La sangre
extraida se separa en plasma y glébulos rojos y el plasma se trata para reducir los niveles de lipidos. Las particulas
de HDL con un contenido reducido de lipidos se aislan del plasma y se administran al paciente. Alternativamente, las
particulas de HDL con un contenido reducido de lipidos no se aislan del plasma y el plasma tratado se administra al
paciente.

En otra realizacion, el plasma se trata con los métodos de la presente invencién para reducir los niveles de lipidos. A
continuacion, la proteina Apo A-1 se purifica de este plasma tratado utilizando técnicas tales como la cromatografia
de afinidad. La proteina Apo A-1 modificada y purificada resultante se administra en un vehiculo aceptable a un
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paciente junto con las particulas de HDL modificadas con un contenido reducido de lipidos. Estas particulas de HDL
modificadas con un contenido reducido de lipidos pueden proporcionarse al paciente como particulas de HDL aisladas
en un vehiculo aceptable o incluidas con el plasma tratado.

Administracion con otras terapias

Las particulas de HDL modificadas de la presente invencion pueden administrarse junto con uno o mas enfoques
terapéuticos adicionales. Las particulas de HDL modificadas de la presente invencién pueden administrarse junto con
el gjercicio y la restriccion dietética de la ingesta de grasas y colesterol.

Las particulas de HDL modificadas de la presente invencion pueden administrarse junto con la administracion de
agentes para reducir el colesterol, reducir los niveles de LDL y mejorar los niveles de HDL. Estos agentes, tales como
los inhibidores de la HMG-CoA reductasa, o las estatinas, pueden administrarse en dosis y segun los esquemas de
administracion cominmente conocidos por un experto en la técnica. Las estatinas incluyen, pero no se limitan a la
cerivastatina, atorvastatina, fluvastatina, simvastatina, pravastatina y lovastatina. Por ejemplo, cominmente se
emplean dosis de 10 mg, 20 mg, 40 mg u 80 mg de estatinas, tomadas una vez al dia. La administracion de las
particulas de HDL modificadas de la presente invencion puede eliminar la necesidad de la terapia con estatinas en
pacientes o reducir la dosis requerida de estatinas.

En otro aspecto, las particulas de HDL modificadas de la presente invencion se usan junto con la administracion de
agentes disefiados para reducir la absorcion de grasa y colesterol. Dichos agentes, por ejemplo, la ezetimiba, y las
dosis clinicamente apropiadas son conocidos por los expertos en la técnica.

En otro aspecto mas, las particulas de HDL modificadas de la presente invencion se usan junto con la administracion
de uno o mas agentes tales como los derivados de acido fibrico (gemfibrozil), acido nicotinico (niacina) y resinas de
union a acidos biliares (colestiramina, colestipol) y las dosificaciones clinicamente apropiadas son conocidas por un
experto con conocimiento ordinario de la técnica.

En otro aspecto mas, las particulas de HDL modificadas de la presente invencion se usan junto con la administracion
de farmacos antiinflamatorios, tales como la aspirina, conocidos por los expertos en la técnica. Las dosis clinicamente
apropiadas de farmacos antiinflamatorios son conocidas por los expertos en la técnica. Los medicamentos
antiinflamatorios a menudo se recetan a pacientes con enfermedades vasculares, ya que se cree que la inflamacion
es un factor causante de la aterosclerosis y otras enfermedades vasculares.

Las particulas de HDL modificadas de la presente invencién se usan junto con la administracion de agentes tales como
las estatinas y con agentes disefiados para reducir la absorcién de grasa y colesterol. Esta combinacion de tres
terapias es eficaz para mejorar el flujo de salida del colesterol de las células y permite la administracion de dosis mas
bajas de estatinas. Las particulas de HDL modificadas de la presente invencién también se usan junto con cualquiera
de los enfoques terapéuticos descritos anteriormente.

Los siguientes ejemplos serviran para ilustrar adicionalmente la presente invencion.
Ejemplos
Ejemplo 1

Separacion y caracterizacion del colesterol total, apolipoproteina A1 (Apo A-1), apolipoproteina B (Apo B) y fosfolipidos
en plasma normal

se caracterizaron 25 ml de plasma de banco en términos del colesterol total, apolipoproteina A1 (Apo A-1),
apolipoproteina B (Apo B) y fosfolipidos. Se cargd una alicuota de 1 ml del plasma de banco en una columna de
Sephacryl S-300 26/60 (FPLC). Se aplicé un tampdn de elucion de solucién salina tamponada con fosfato que contenia
EDTA 1 mM a la columna y se eluy6 a 2 ml/minuto. Se recogieron aproximadamente 96 fracciones, una cada 43
segundos, comenzando 41 minutos después de la aplicacion de la muestra de plasma. Cada fraccién se caracterizo
en términos del colesterol total, Apo A-1, Apo B y fosfolipidos.

Las particulas que contenian Apo B que comprendian lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), lipoproteinas de
densidad intermedia (IDL) y particulas de lipoproteinas de baja densidad (LDL) se eluyeron con las fracciones 10-40.
Las particulas que contenian Apo A-1, que comprendian lipoproteinas de alta densidad (HDL), se eluyeron con las
fracciones restantes. Los resultados se muestran en la Figura 3. Un analisis del colesterol total en plasma indicé una
clara separacion de las particulas de LDL de las particulas de HDL. La distribucion de Apo A-1y Apo B en las fracciones
correspondientes confirmo la separacién de estas particulas.

Ejemplo 2

Creacioén selectiva de particulas de HDL asociadas a Apo A-1 con colesterol reducido o con colesterol y fosfolipidos
reducidos utilizando DIPE

Este método de tratamiento de plasma selectivo emplea una proporcién de 1:1 DIPE:plasma. La muestra se agité en
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vortex durante 15 segundos y luego se dejo separar por gravedad. El carbdn vegetal activado se utilizo para eliminar
el DIPE residual después del proceso y se midieron varios parametros hematolégicos diferentes.

La muestra deslipidada se aplicé luego a una columna y se traté como se explica en el Ejemplo 1. Este método elimind
aproximadamente el 10% del colesterol total, el 12% de Apo B, el 17% de Apo A-1 y aproximadamente el 11% de
fosfolipidos.

Una comparacion de la elucion de la muestra deslipidada con la eluciéon de plasma normal no deslipidado se presenta
en las Figuras 4 y 5. Los resultados muestran un desplazamiento a la derecha de las particulas de HDL asociadas a
Apo A-1, lo que indica una particula mas pequefia no asociada con el colesterol (Figura 4) y tampoco asociada con
fosfolipidos (Figura 5). En consecuencia, este método de deslipidacion cred particulas de HDL asociadas con Apo A-
1 que eran bajas en o estaban sustancialmente desprovistas de colesterol y fosfolipidos y, por lo tanto, tenian una
nueva capacidad para unirse con el colesterol y los fosfolipidos. Con este método los lipidos se eliminaron solo
ligeramente de las particulas de LDL (Apo B) (Figura 6).

En resumen, se observaron dos tipos de particulas de HDL. Habia un amplio intervalo de tamafos de particulas de
HDL que contenian Apo A-1 y fosfolipidos, pero no colesterol. Se observé un intervalo de tamafio relativamente
estrecho de particulas de HDL que contenian Apo A-1 pero no fosfolipidos o colesterol.

Ejemplo 3

Creacioén selectiva de particulas de HDL asociadas a Apo A-1 con colesterol reducido o con colesterol y fosfolipidos
reducidos usando una mezcla de sevoflurano:n-butanol.

Se empled una mezcla de sevoflurano y n-butanol como disolvente en una concentracién de 95% de sevoflurano y
5% de n-butanol. La mezcla se afiadié al plasma en una proporcion de 2:1 de disolvente a plasma. La muestra se
agitd en vortex durante 15 segundos y luego se centrifugd. Se afadié carbén vegetal activado para eliminar el
disolvente residual. La muestra sin disolventes resultante se procesé en una columna de FPLC como se describe en
el Ejemplo 1. Los datos relativos al porcentaje de reduccion de colesterol, fosfolipidos y Apo A-1 se obtuvieron a partir
de mediciones cuantitativas y no a partir de los perfiles de elucion de FPLC.

Este método redujo el colesterol total en un 9% y los fosfolipidos en un 9%. Se observd una disminucién
aproximadamente del 14% en Apo A-1. La Figura 7 muestra que este método dio como resultado particulas de HDL
asociadas con Apo A-1 de menor peso que no se asociaron con el colesterol en comparacion con el plasma que no
se sometid a dicho tratamiento. Sin embargo, estas particulas de HDL asociadas a Apo A-1 se asociaron con
fosfolipidos (Figura 8). Hubo poco efecto sobre las particulas de LDL asociadas a Apo B como se muestra en la Figura
9. En resumen, este proceso dio como resultado una particula de HDL modificada que contenia Apo A-1y fosfolipidos,
pero poco o nada de colesterol.

Ejemplo 4
Anélisis de parametros clinicos en plasma normal y plasma tratado con DIPE o sevoflurano: n-butanol

Alanina aminotransferasa (ALT), fosfatasa alcalina (AP), bilirrubina-T, sodio, potasio, fésforo, albimina, globulina y la
proporcion albdmina/globulina (A/G) se analizaron en plasma normal sin tratar y en plasma tratado con DIPE 100% o
con sevoflurano:n-butanol. Los resultados se presentan en la Figura 10.

El tratamiento con DIPE no modificd los parametros en ningin grado clinicamente significativo. Tratamiento con
sevoflurano:n-butanol no modifico los parametros en ningun grado clinicamente significativo. Estos tratamientos, por
lo tanto, no afectan sustancialmente a los componentes constituyentes del plasma que no son HDL.

Ejemplo 5
Resumen de la eficacia de diferentes disolventes en la eliminacién del colesterol de HDL y efectos sobre LDL

Las Figuras 11-15 muestran un perfil Superosa FPLC de plasma tratado con nada, DIPE (100%), sevoflurano:n-butanol
(95:5), sevoflurano:n-butanol (75:25) y DIPE:n-butanol (95:5), respectivamente, para una variedad de parametros. Se
muestran el colesterol total, fosfolipidos, Apo B, Apo A-1 y Apo A2. Los datos indican que el colesterol se reduce
después del tratamiento con disolvente en las areas asociadas con Apo A-1 y Apo A2 (el pico en el lado derecho de
cada figura), mientras que la Apo B asociado con LDL (pico medio) permanece sustancialmente sin cambios. Sin
embargo, un tratamiento severo con disolvente con una proporcion de disolvente de 75:25 DIPE:n-butanol (Figura 14)
redujo drasticamente el colesterol total y los fosfolipidos cuando se comparé con el plasma no tratado (Figura 11).

Ejemplo 6
Estudios de flujo de salida del colesterol en plasma tratado con varios disolventes

Se emplearon todas las condiciones de los disolventes anteriores para probar los efectos del plasma tratado sobre el
flujo de colesterol en la ruta ABCA1 y la ruta SRB1 segun se midié en células COS y células FuSAH. Los métodos
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empleados fueron los descritos por Rothblatt y colaboradores (de la Llera Moya et al., Arteriosclerosis. & Thrombosis
14: 1056-1065, 1994).

Los métodos empleados se describen en general en los parrafos siguientes. El sistema de cultivo de células de tejido
se disefid para cuantificar la contribucion del receptor eliminador Bl (SR-BI) o del transportador de casete de union a
ATP 1 (ABCA1) al flujo de salida del colesterol celular cuando las células se exponen al suero o lipoproteinas aisladas.
El enfoque general es medir la liberacion del colesterol celular radiomarcado a aceptadores aislados o suero completo.
Las contribuciones de SR-Bl o ABCA1 a este proceso de flujo de salida se determinan comparando la liberacion
obtenida de las células que carecen del receptor especifico con la observada en cultivos celulares paralelos que
expresan el receptor. Por lo tanto, para cuantificar la contribucion de ABCA1 al flujo de salida del colesterol celular,
las células de macrofago de raton transformadas se cultivan en monocapas y se pre-marcan con 3H-colesterol. Un
conjunto de monocapas se trata con AMPc, que se ha demostrado que regula al alza el receptor ABCA1, mientras
que un conjunto de monocapas replicadas se dejan sin tratar y sirven como células de control que carecen de ABCA1.
Los sueros que se van a analizar se diluyen a una concentracion adecuada y se incuban tanto en monocapas positivas
como negativas para ABCA1. La liberacion del colesterol radiomarcado se determina después de un tiempo de
incubacién apropiado que varia de 1 a 12 horas. La contribuciéon de ABCA1 al flujo de salida se determina restando el
flujo de salida obtenido en cultivos negativos para ABCA1 del obtenido en los cultivos positivos para ABCA1.

Un ensayo general para determinar la contribucion de SRBI al flujo de salida del colesterol utiliza el mismo enfoque
descrito anteriormente. Las lineas celulares que sirven como donantes de colesterol se tratan de manera que carecen
de SRBI o expresan altos niveles del receptor. En el protocolo general, las células COS-7 utilizadas actualmente se
transfectan de forma transitoria cuando se trata de SR-BI. Estas células se marcan previamente con 3H-colesterol y
luego se exponen al suero de prueba durante periodos de tiempo apropiados. Después de este periodo, se retira el
medio y se determina la cantidad de colesterol celular radiomarcado que se ha liberado. El flujo de salida de colesterol
del control, las células negativas para SR-BI se resta del observado con las células que expresan SR-BI. La diferencia
obtenida por este calculo refleja la contribucion de SR-BI al flujo de salida de colesterol. Un sistema celular alternativo
que se puede usar para determinar el flujo mediado por SR-BI es la célula de hepatoma de rata FUSAH. Estas células
expresan niveles muy altos de SR-BI y el flujo de salida del colesterol radiomarcado de FuSAH es una medida muy
confiable de la contribucion de SR-BI al proceso de flujo de salida.

Los resultados se muestran en la Figura 16 y demuestran que el plasma tratado con los diversos disolventes estimuld
el flujo de salida del colesterol de 20 a 25 veces mas eficazmente que el plasma no tratado o tratado de manera
simulada, tomado del mismo grupo de plasma de partida. Este efecto se observé en las células ABCA1, que poseen
una via metabdlica que se cree que es representativa de la salida del colesterol de las paredes arteriales, pero no en
las células COS+ o FUSAH que se cree que son representativas de la via SRB1 en el higado. Pruebas adicionales de
sevoflurano:n-butanol de tres muestras de plasma diferentes obtenidas de diferentes individuos produjeron resultados
similares (Figura 16, conjunto de histogramas). Al crear una particula de HDL modificada, la presente invencion, por
lo tanto, afecta positivamente la efectividad de las vias SRB1 y ABCA1. La presente invencion también abarca la
modificacion de las rutas SRB1 y ABCA1 modificando la proporcion relativa de fosfolipidos a Apo A-1 en particulas de
HDL a través de los procesos de deslipidacion descritos anteriormente.

Ejemplo 7

Analisis del tratamiento con disolventes en los niveles de particulas pre B-2 HDL asociadas con Apo A-1 y particulas
pre B-1 HDL asociadas con Apo A-1

Se examinaron los efectos individuales de sevoflurano:n-butanol y DIPE:n-butanol (95:5) en las subespecies de HDL
que contienen Apo A-1 utilizando geles de PAGE nativos al 3-16%, seguidos de inmunotransferencia y analisis de
imagen. Las técnicas empleadas se describen en Asztalos et al., Arteriosclerosis, Thrombosis and Vascular Biology;
15:1419-1423, 1995 y Asztalos et al., Arteriosclerosis, Thrombosis and Vascular Biology; 17:1885-1893, 1997.

El lado izquierdo de las Figuras 17 y 18 muestran cada una subespecies de HDL que contienen Apo A-1, a saber,
particulas pref3-2, preB-1, a y pre-a en plasma lipémico normal, mientras que el panel derecho de cada figura muestra
plasma normal tratado con sevoflurano:n- butanol y DIPE:n-butanol (95:5)

La Figura 17 demuestra que el plasma tratado con sevoflurano:n-butanol mostré un aumento en las subespecies de
HDL prep-2, prep-1 que contienen Apo A-1y una disminucion en las subespecies de a HDL. Se observé un patron
similar después del tratamiento con DIPE:n-butanol (Figura 18). Estos resultados demuestran que estos tratamientos
con disolventes del plasma aumentaron las subespecies de HDL pref-2 y prep-1 que contienen Apo A-1, mejorando
asi su disponibilidad para aceptar nuevo colesterol y facilitando el flujo de salida del colesterol celular.

Una comparacion similar del plasma normal no tratado que se muestra en el panel izquierdo de las Figuras 17y 18 y
otra muestra de plasma no tratada con niveles de colesterol ligeramente elevados produjo un patron similar (datos no
mostrados) con la mayoria de las especies de HDL inmunorreactivas apareciendo en la forma aHDL con una densidad
relativamente menor asociada con las particulas de HDL pref-2 y prep-1. Estos resultados proporcionan un control
metodoldgico interno.
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Ejemplo 8
Administracion de derivados de HDL a un paciente con colesterol elevado y enfermedad arterial coronaria

Un paciente masculino de 51 afios se presenta con sindrome coronario agudo y se determina que tiene aterosclerosis
mediante angiografia. Una unidad de sangre se extrae semanalmente del paciente. El plasma se recupera y se procesa
con el método de la presente invencién para producir derivados de HDL que son particulas con un contenido reducido
de colesterol, mientras que los glébulos rojos se devuelven al paciente. Estas particulas de HDL con un contenido
reducido de colesterol en el plasma tratado se administran al paciente por via intravascular a intervalos semanales
durante de 5-10 semanas. Otra prueba de angiografia después de completar el tratamiento muestra menores
cantidades de placa aterogénica en los vasos coronarios en comparacion con la primera prueba de angiografia.

Ejemplo 9

Administracion de derivados de HDL junto con atorvastatina y ezetimiba a un paciente con colesterol elevado y
enfermedad arterial coronaria

Una mujer de 58 afos se presenta con sindrome coronario agudo y se determina que tiene aterosclerosis a través de
una angiografia. Una unidad de sangre se extrae semanalmente del paciente. El plasma se recupera y se procesa con
el método de la presente invencién para producir derivados de HDL que son particulas con un contenido reducido de
colesterol, mientras que los glébulos rojos se devuelven al paciente. Estas particulas de HDL con un contenido
reducido de colesterol en el plasma tratado se administran al paciente por via intravascular a intervalos semanales
durante de 5-10 semanas. El paciente habia recibido previamente 80 mg de atorvastatina diariamente con 10 mg de
ezetimiba. Estos medicamentos se contindan diariamente junto con la administraciéon semanal de particulas de HDL
con un contenido reducido de colesterol. Otra prueba de angiografia después de completar el tratamiento muestra
menores cantidades de placa aterogénica en los vasos coronarios en comparacion con la primera prueba de
angiografia.

Ejemplo 10

Administracion de derivados de HDL junto con simvastatina y ezetimiba a un paciente obeso con colesterol elevado y
enfermedad arterial coronaria

Una paciente femenina obesa de 48 afios presenta niveles elevados de LDL y colesterol, y el resultado de una prueba
angiografica que indica aterosclerosis en tres arterias coronarias. Se extrae una unidad de sangre semanalmente del
paciente. El plasma se recupera y se procesa con el método de la presente invencion para producir derivados de HDL
que son particulas con un contenido reducido de colesterol, mientras que los glébulos rojos se devuelven al paciente.
Estas particulas de HDL con un contenido reducido de colesterol se combinan con el plasma tratado y se administran
al paciente por via intravascular a intervalos semanales durante de 5-10 semanas. El paciente habia recibido
previamente 80 mg de simvastatina diariamente con 10 mg de ezetimiba. Estos medicamentos se contindan
diariamente junto con la administracion semanal de particulas de HDL con un contenido reducido de colesterol. El
paciente se coloca en un programa de ejercicio moderado.

Un nuevo analisis de sangre indica una reduccion en el colesterol circulante, una reduccion en LDL y un aumento en
la HDL circulante. El paciente pierde 15 libras durante un periodo de cinco meses. Un nuevo procedimiento
angiografico muestra menores cantidades de placa aterogénica en los vasos coronarios en comparacion con el primer
procedimiento angiografico.

Ejemplo 11
Administracion de derivados de HDL a un paciente diabético con colesterol elevado y enfermedad arterial coronaria

Una paciente diabética de 44 afos de edad presenta niveles elevados de LDL y colesterol, y el resultado de una
prueba angiografica indica aterosclerosis en dos arterias coronarias. Una unidad de sangre se extrae semanalmente
del paciente. El plasma se recupera y se procesa con el método de la presente invencién para producir derivados de
HDL que son particulas con un contenido reducido de colesterol, mientras que los glébulos rojos se devuelven al
paciente. Estas particulas de HDL con un contenido reducido de colesterol se combinan con el plasma tratado y se
administran al paciente por via intravascular a intervalos semanales durante de 5-10 semanas. El paciente habia
recibido previamente inyecciones diarias de insulina. Estas inyecciones se contintan diariamente junto con la
administracion semanal de particulas de HDL con un contenido reducido de colesterol.

Un nuevo analisis de sangre indica una reduccion en el colesterol circulante, una reduccién en LDL y un aumento en
la HDL circulante. Un nuevo procedimiento angiografico muestra menores cantidades de placa aterogénica en los
vasos coronarios en comparacion con el primer procedimiento angiografico.
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Ejemplo 12

Administracion de derivados de HDL a un paciente con colesterol elevado y enfermedad vascular periférica que causa
claudicacion intermitente

Un paciente de sexo masculino de 66 afos presenta niveles elevados de LDL y colesterol e informa dolor en la
extremidad inferior derecha. Una prueba angiografica indica aterosclerosis en las arterias poplitea derecha y tibial
posterior, lo que lleva a un diagnéstico de claudicacion intermitente. Una unidad de sangre se extrae semanalmente
del paciente. El plasma se recupera y se procesa con el método de la presente invencion para producir derivados de
HDL que son particulas con un contenido reducido de colesterol, mientras que los glébulos rojos se devuelven al
paciente. Estas particulas de HDL con un contenido reducido de colesterol se combinan con el plasma tratado y se
administran al paciente por via intravascular a intervalos semanales durante de 5-10 semanas.

Un nuevo analisis de sangre indica una reduccion en el colesterol circulante, una reduccién en LDL y un aumento en
la HDL circulante. Un nuevo procedimiento angiografico muestra menores cantidades de placa aterogénica en las
arterias popliteas derecha y tibial posterior en comparacion con el primer procedimiento angiografico. El paciente
informa niveles disminuidos de dolor en la extremidad inferior derecha.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende particulas de lipoproteina de baja densidad no modificadas y particulas de
lipoproteina de alta densidad modificadas que comprenden lipidos y apolipoproteina A-1,

en donde los lipidos incluyen fosfolipidos,

en donde la composicion esta formada por un procedimiento extracorpéreo que comprende exponer un fluido bioldgico
que comprende particulas de lipoproteina de baja densidad y particulas de lipoproteina de alta densidad a un
disolvente,

en donde las particulas de lipoproteina de baja densidad no modificadas estan no modificadas, cuando se comparan
con las particulas de lipoproteina de baja densidad en el fluido biolégico antes de la exposicion del fluido biolégico al
disolvente,

y en donde las particulas de lipoproteina de alta densidad modificadas tienen un contenido menor de colesterol
comparado con las correspondientes particulas de lipoproteina de alta densidad en el fluido biologico antes de la
exposicion del fluido bioldgico al disolvente.

2. La composiciéon de la reivindicacién 1, en donde el disolvente comprende sevoflurano, trifluoroetano o
isoflurano.

3. La composicion de la reivindicacion 1, en donde el disolvente comprende un éter.

4, La composicion de la reivindicacion 3, en donde el éter es el éter diisopropilico.

5. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el disolvente comprende un alcohol.
6. La composicion de la reivindicacion 5, en donde el alcohol es el n-butanol.

7. La composicion de la reivindicacion 1, en donde el disolvente comprende una mezcla de sevoflurano y n-
butanol.

8. La composicién de las reivindicaciones 3 o 5, en donde el éter es un éter C4-Cg y/0 el alcohol es un alcohol
C4-Cs.

9. Un procedimiento para preparar una composicion segun una cualquiera de las reivindicacionea 1-8, que

comprende las etapas de:

a. Mezclar el disolvente con el fluido biolégico que comprende particulas de lipoproteina de alta densidad y
particulas de lipoproteina de baja densidad, para crear una mezcla que comprende los derivados de las particulas, las
particulas de lipoproteina de baja densidad no modificadas, los lipidos eliminados, y el disolvente;

b. separar el disolvente y los lipidos eliminados de la mezcla; y

C. recoger la composicion

10. El procedimiento de la reivindicacion 9, en donde la mezcla se lleva a cabo usando un mezclador estatico.
11. El procedimiento de la reivindicacién 9 o 10, en donde la separacion se lleva a cabo usando una columna de

carbdn vegetal.

12. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en donde el fluido biolégico comprende
particulas de lipoproteina de baja densidad y particulas de lipoproteina de alta densidad obtenidas mediante las etapas
de:

a. obtener células de la sangre, y

b. separar las células de la sangre de la sangre para producir el fluido biolégico que comprende las particulas
de lipoproteina de alta densidad y las particulas de lipoproteina de baja densidad.

13. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el fluido bioldgico es la sangre, plasma,
suero, u otra fraccion de la sangre adecuada

14. Una composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que ademas comprende una estatina, un
inhibidor de la recaptacién del colesterol, un derivado de acido fibrico, acido nicotinico, acido de unién al acido biliar o
una combinacién de los mismos.

15. El uso de una composicidn segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, 13 o 14, para la manufactura de
una composicion farmacéutica para la regresion de la aterosclerosis o para aumentar el flujo de salida del colesterol

25



ES 2715496 T3

celular.
16. El uso de una composicidn segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, 13 o 14, para la manufactura de

una composicion farmacéutica para cambiar la reologia de la sangre de un paciente con circulaciéon de la sangre
impedida.
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FIGURA 16

Flujo de salida de colesterol del plasma normalizada para control interno
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FIGURA 19
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FIGURA 21
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