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DESCRIPCION

Proétesis vascular impregnada con dextrano reticulado.

La presente invencion se refiere a una protesis vascular impregnada con dextrano reticulado y/o con derivado
funcionalizado de dextrano reticulado, asi como a un procedimiento de preparacién de dicha prétesis.

En cirugia vascular reparadora, la utilizacién de sustitutos de origen sintético, tales como prétesis de poliéster,
nailon, polipropileno, poliacrilonitrilo, poliuretano, polieteruretano, politereftalato de etileno o politetrafluoroetileno
expandido es una alternativa al injerto biolégico.

Para volver a estos sustitutos sintéticos biocompatibles y, en el caso en que los sustitutos no sean impermeables
ellos mismos, para conferirles propiedades de impermeabilidad, puede recubrirse su superficie con sustancias de origen
bioldgico, tales como proteinas plasmaticas (albiimina o fibrina) o proteinas de matriz extracelular (coldgeno, gelatina
o fibronectina).

Estas proteinas presentan no obstante el inconveniente de proceder de fuentes animales o humanas, de ahi un riesgo
potencial de contaminacién por agentes patdégenos y toxinas.

Se ha propuesto ya recubrir la superficie de estos sustitutos sintéticos con alginato, carboximetilado o no (patente
US 5.415.619). Sin embargo, se observa una coagulacién rdpida de la sangre en la superficie de la proteasa y una
respuesta inflamatoria importante después de la implantacién de este tipo de protesis.

Se ha propuesto ya igualmente, especialmente en la patente US 4.743.258, un dispositivo compatible con el me-
dio sanguineo que comprende un material de base polimérico y un polimero hidrosoluble sustancialmente no iénico
fijado directamente a la superficie de dicho material de base, pudiendo elegirse este polimero hidrosoluble entre los
polimeros de tipo acrilamida o metilacrilamida, polivinilpirrolidona, poli(alcoholes vinilicos) parcial o completamente
saponificados, polietilenglicol y dextrano no reticulado. Sin embargo, la utilizacién de dichos polimeros a modo de
recubrimiento de prétesis vasculares no es satisfactorio en la medida en que se encuentran liberados rdpidamente en
la circulacién sanguinea, por el hecho de su solubilidad en medio acuoso que conlleva también la eliminacién del
recubrimiento de la protesis.

Por otro lado, pueden efectuarse pretratamientos con la sangre del paciente, antes de la implantacién de la prétesis.
Estos procedimientos son sin embargo limitados puesto que necesitan transfusiones del paciente, que llevan tiempo y
no pueden emprenderse en caso de emergencia. Ademads, no pueden utilizarse en el caso en que los pacientes estan
bajo tratamiento anticoagulante, lo que es a menudo el caso.

La solicitante se ha puesto por tanto como objetivo paliar los inconvenientes de la técnica anterior y proporcionar
una prétesis vascular recubierta con una sustancia que no sea de origen animal, siendo la prétesis resultante a la vez
impermeable y manejable. Ademas, la prétesis dotada de su recubrimiento debe ser no téxica y no trombogénica
y no desencadenar una reaccién inflamatoria cuando se implanta in vivo, conservando su integridad después de la
implantacion.

La presente invencidn tiene por tanto como objeto una prétesis vascular manejable caracterizada porque comprende
un soporte sintético impregnado con al menos un dextrano reticulado de forma covalente y/o con al menos un derivado
funcionalizado de dextrano reticulado de forma covalente.

En el sentido de la presente invencidn, se entiende por “manejable” una prétesis que es facilmente manipulable por
el cirujano en la implantacién y que es suficientemente flexible para experimentar ficilmente pliegues y torsiones sin
que la forma tubular de la prétesis se deshaga y sin que las paredes se junten una con otra.

El dextrano puede definirse como un polisacarido constituido por un encadenamiento de unidades de a-D-gluco-
pirandsido conectadas entre ellas por enlaces a(1-6).

El soporte sintético utilizado en la prétesis segtn la presente invencion consiste por ejemplo en poliéster, nailon,
polipropileno, poliacrilonitrilo, poliuretano, polieteruretano, politereftalato de etileno (tejido o tricotado) o politetra-
fluoroetileno expandido.

La proétesis vascular manejable segun la invencién presenta la ventaja de ser impermeable con respecto a la pre-
sencia de dextrano reticulado y biocompatible (es decir, que no desencadena una respuesta biolégica desfavorable en
el sujeto receptor) por el hecho de la presencia del derivado funcionalizado de dextrano reticulado. Es apta para este-
rilizacién mediante rayos gamma o mediante 6xido de etileno, tratamientos que no alteran ni su impermeabilidad ni
su manejabilidad. Presenta igualmente la ventaja de conservar las caracteristicas quimicas y fisicoquimicas constantes
después de un contacto permanente, durante 24 horas, de la prétesis en un flujo de agua en circuito cerrado, de forma
que se reproduzcan las condiciones de implantacién en la circulacion sanguinea. En estas condiciones, la cantidad de
dextrano liberado alcanza una meseta que representa solamente menos de un 1% en peso del dextrano utilizado para
efectuar el recubrimiento de la prétesis.
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La utilizacién de dextrano y/o de derivados funcionalizados de dextrano para revestir el soporte protésico descarta
cualquier riesgo de contaminacion por agentes patégenos de fuente animal. Ademads, la prétesis segiin la presente
invencién presenta la ventaja de ser no trombogénica (no activa el sistema de coagulacién) y de no desencadenar
ninguna reaccién inflamatoria en el sujeto receptor.

Son derivados funcionalizados de dextrano utilizables para impregnar la prétesis vascular segiin la presente in-
vencion, por ejemplo, los descritos en la solicitud internacional PCT publicada con el nimero WO 99/29734 o en el
articulo de D. LOGEART-AVRAMOGLOU y J. JOZEFONVICZ aparecido en J. Biomed. Mater. Res. (Appl. Bioma-
ter.) 48, 578-590, 1999.

Dichos derivados, cuya preparacion se describe en la solicitud internacional PCT WO 99/29734, responden, por
ejemplo, a la férmula general DMC,B,Su.S, en la que:

D representa una cadena polisacarida, constituida por encadenamientos de unidades de @-D-glucopiranésido co-
nectadas entre ellas por enlaces a(1-6),

MC representa grupos metilcarboxilato,

B representa grupos carboximetilbencilmamida,

Su representa grupos sulfato,

S representa grupos sulfonato y

a, b, ¢ y d representan el grado de sustitucién (gs) expresado con respecto al niimero de funciones hidroxilo libres
en una unidad glucosidica del dextrano, respectivamente en los agrupamientos MC, B, Suy S, siendo a igual a0 o0 >
0,2, siendobiguala0 o> 0,1, siendocigualaO0o > 00> 0,1 y siendo d igual a 0 0 < 0,15, a condicién de que cuando

d=0,ay/obsean#0.

Entre estos derivados funcionalizados de dextrano, se pueden utilizar mds particularmente aquellos que se selec-
cionan del grupo constituido por:

. los dextranos funcionalizados en los que a > 0,5, cesiguala0 0 < 0,5y d < 0,15 o igual a 0 y cuya masa
molecular media en peso estd comprendida entre 3.000 y 5.000.000 g/mol,

. los dextranos funcionalizados en los que a > 0,3, cesiguala0 0 < 0,4y d < 0,15 o igual a 0 y cuya masa
molecular media en peso estd comprendida entre 3.000 y 5.000.000 g/mol,

. los dextranos funcionalizados en los que a > 0,5, cesiguala0 0 < 0,4y d < 0,15 o igual a 0 y cuya masa
molecular media en peso estd comprendida entre 3.000 y 5.000.000 g/mol, y

. los dextranos funcionalizados en los que a > 0,2, ¢ > 0,3 y d < 0,15 o igual a 0 y cuya masa molecular
media estd comprendida entre 3.000 y 5.000.000 g/mol.
A modo de ejemplos suplementarios de derivados funcionalizados de dextrano utilizables para impregnar la prote-
sis vascular segtin la presente invencion, se pueden citar igualmente:

1) Los derivados de dextrano descritos en la patente europea 0.146.455, que comprenden de manera estadistica:

- al menos un 35% aproximadamente de motivos B constituidos por motivos osidicos A sustituidos con
radicales que poseen una funcién carboxilo que responde a la estructura -O-(CH,),-R-COO- en la que R
representa un enlace sencillo o un grupo -CO-NH-(CH,),, -, siendo n un nimero comprendido entre 1 y 10
y estando comprendido n’ entre 1y 7,

- al menos un 3% aproximadamente de motivos D, es decir, de motivos osidicos A sustituidos con una cadena
que comprende un grupo de estructura:

—O—(CHx)n—CO—NH—R,
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en la que n es tal como se define anteriormente, R, representa un anién de una sal mineral u orgdnica
fisiol6gicamente tolerable y R, representa un enlace sencillo, un grupo -CH,- o un grupo:

—EH—CH;~
coo"

e eventualmente motivos osidicos A no sustituidos y/o motivos C constituidos por motivos A sustituidos con
radicales de la estructura siguiente, en la que R, y n son tal como se definen anteriormente:

~=0—(CH)n—~CO—NH—R,

2) Los derivados de dextrano descritos en la patente europea 0.428.182, que comprenden motivos A 'y C y al
menos un 35% de motivos B, siendo estos motivos tal como se definen anteriormente con relacion a la patente europea
0.146.455.

Segin un modo de realizacion ventajoso de prétesis vasculares segtn la presente invencion, la relacién en peso
entre el derivado funcionalizado de dextrano y el dextrano estd comprendida entre 1/99 y 30/70, preferiblemente
comprendida entre 3/97 y 7/93, de manera mds preferida es igual a 5/95 aproximadamente.

Segtn otro modo de realizacion ventajoso de prétesis vasculares segun la presente invencion, dicho soporte sinté-
tico estd impregnado, ademads, con al menos un polisacarido natural o sintético funcionalizado al menos con funciones
carboxilato y/o sulfato, reticulado de forma covalente. Es uno de dichos polisacéridos funcionalizados, por ejemplo,
la heparina.

La relacion en peso entre el polisacarido funcionalizado y el dextrano estd comprendida ventajosamente entre 1/99
y 30/70, preferiblemente entre 1/99 y 20/80.

Cuando la prétesis vascular segin la presente invencién comprende a la vez un derivado funcionalizado de dextrano
y un polisacdrido funcionalizado, la relacién en peso entre el derivado funcionalizado de dextrano y el polisacdrido
funcionalizado estd comprendida ventajosamente entre 1/99 y 99/1.

Cuando los derivados funcionalizados de dextrano y/o los polisacéaridos naturales o sintéticos funcionalizados con
al menos funciones carboxilato o sulfato, tales como los definidos anteriormente, estin presentes en la protesis segin
la invencion, confieren a esta dltima actividades biolégicas especificas.

Particularmente, la presencia de derivados funcionalizados de dextrano confiere a la prétesis segun la presente
invencion la posibilidad de desarrollar interacciones especificas con el medio biolégico en el que se implanta; se
observa especialmente una proliferaciéon de células endoteliales humanas en el interior de la prétesis, proceso que
favorece la integracién del injerto en el medio bioldgico.

Ademéds, en funcién de sus grados de sustitucion en diferentes agrupamientos funcionalizados, los derivados fun-
cionalizados de dextrano y los polisacdridos funcionalizados descritos anteriormente pueden presentar propiedades
cicatrizantes, actividades anticomplementarias y de sustituto del plasma sanguineo, una actividad moduladora de la
proliferacion celular o incluso propiedades anticoagulantes.

La presente invencién tiene igualmente como objeto un procedimiento de preparacion de una prétesis vascular tal
como se describe anteriormente, caracterizado porque comprende las etapas siguientes:

a) preparacion de una solucién de al menos un dextrano y/o al menos un derivado funcionalizado de dextrano,
b) impregnacién del soporte sintético con la ayuda de esta solucion,
¢) reticulacién de dicho dextrano y/o de dicho derivado funcionalizado de dextrano.

La solucién preparada en la etapa a) puede consistir en una solucién acuosa, cldsicamente basada en agua osmoti-
zada. Comprende, por ejemplo, entre 1 'y 70% (m/v) de dextrano, o entre 1y 70% (m/v) de derivado funcionalizado de
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dextrano, o entre 1 y 70% (m/v) de dextrano y de derivado funcionalizado de dextrano, en funcién del tipo de dextrano
utilizado y de su masa molecular media en peso.

El dextrano utilizado en el procedimiento segtin la invencion presenta preferiblemente una masa molecular media
en peso comprendida entre 10.000 y 50.000.000 g/mol.

Se pueden citar, a modo de ejemplo, los dextranos T40, T70 y T500, de masas moleculares medias en peso res-
pectivamente iguales a 40.000, 70.000 y 460.000 g/mol, comercializadas por la compaiifa Pharmacia Biotech, y el
dextrano 5M de masa molecular media en peso igual o superior a 5 x 10° g/mol, comercializada por la compafifa
Sigma. En funcién del tipo de dextrano utilizado, la solucién preparada en la etapa a) del procedimiento segtn la
invenciéon comprende, por ejemplo, de 20 a 70% (m/v) de dextrano T40, de 10 a 70% (m/v) de dextrano T70, de 10 a
50% (m/v) de dextrano T500, o de 1 a 15% (m/v) de dextrano SM.

Segtin un modo de realizacién ventajoso del procedimiento segun la presente invencidn, este dltimo comprende,
entre las etapas a) y b), la adicién a la solucién preparada en la etapa a) de un agente de reticulacion, por ejemplo
STMP (trimetafosfato de sodio), oxicloruro de fésforo (POCl;), epiclorhidrina, formaldehidos, carbodiimidas, gluta-
raldehidos o cualquier otro compuesto conveniente para reticular un polisacérido.

En este modo de realizacidn, las etapas b) y c¢) se efectian ventajosamente de forma simultdnea a un pH com-
prendido entre 3 y 10, a una temperatura comprendida entre 10 y 40°C y durante un tiempo inferior o igual a 150
minutos.

Segtin otro modo de realizacién ventajosa del procedimiento segin la presente invencién, este tltimo comprende,
entre las etapas b) y c), una etapa de secado del soporte, seguida de una etapa de impregnacién del soporte con la
ayuda de una solucién, en al menos un disolvente organico (tal como éter), de un agente de reticulacion.

Es un agente de reticulacién conveniente, por ejemplo, una carbodiimida o BDGE (butanodiol-1,4-diglidiciléter),
pudiendo utilizarse este dltimo a una cantidad de 10 a 30% en moles por 100 moles de motivos glucosidicos del
polisacarido (dextrano funcionalizado o no), o cualquier otro agente de reticulacion soluble en un disolvente orgénico.

En este modo de realizacidn, las etapas b) y c) se efectian ventajosamente cada una a un pH comprendido entre
3y 10 y a una temperatura comprendida entre 10 y 40°C, efectudndose ventajosamente la etapa b) durante un tiempo
inferior o igual a 150 minutos y la etapa c) durante un tiempo comprendido entre 15 minutos y 18 horas.

Segin una disposicién ventajosa de este modo de realizacion, dichas etapas sucesivas de preparacién de una solu-
cion de al menos un dextrano y/o de al menos un derivado funcionalizado de dextrano, de impregnacién del soporte
con la ayuda de esta solucion, del secado del soporte, de impregnacién del soporte con la ayuda de una solucidn, en al
menos un disolvente organico, de un agente de reticulacién, y de reticulacion de dicho dextrano y/o de dicho derivado
funcionalizado de dextrano, después del secado del soporte, se repiten al menos una vez, preferiblemente dos a tres
veces.

Segtin otro modo de realizacién ventajoso del procedimiento segtin la presente invencion, la etapa c) de reticulacion
del dextrano y/o del derivado funcionalizado de dextrano es seguida por una etapa de lavado de la prétesis, por ejemplo
mediante una mezcla de agua osmotizada y de agentes suavizantes y/o plastificantes tales como se describirdn a
continuacion.

Segtin otro modo de realizacién ventajoso del procedimiento segtin la presente invencién, dicha solucién de al
menos un dextrano y/o al menos un derivado funcionalizado de dextrano preparado en la etapa a) comprende, ademds,
al menos un polisacdrido natural o sintético funcionalizado al menos con funciones carboxilato y/o sulfato.

Dichos polisacéridos son tal como se describen anteriormente con relacién a la prétesis vascular manejable segin
la presente invencion.

Segin otro modo de realizacidon ventajoso mds del procedimiento segtn la presente invencion, dicha solucién
de al menos un dextrano y/o al menos un derivado funcionalizado de dextrano preparada en la etapa a) comprende,
ademds, al menos un aditivo elegido entre agentes plastificantes y agentes suavizantes y/o uno o varios principios
activos seleccionados del grupo constituido por agentes anticoagulantes (tales como antivitamina K o aspirina), agentes
antibacterianos y agentes antiinfecciosos. Dichos principios activos pueden estar presentes, por ejemplo, en dicha
solucién acuosa a una cantidad de 1 a 10% en peso con relacién a los polisacaridos utilizados.

A modo de ejemplos de agentes plastificantes utilizables, se pueden citar glicerol o manitol, presentes por ejemplo
a una cantidad de 1 a 10% en volumen.

A modo de ejemplos de agentes suavizantes utilizables, se pueden citar dcido l4ctico, dcido ascorbico, etilenglicol,
propilenglicol o sorbitol, presentes por ejemplo a una cantidad de 0,1 a 5% en volumen.

Son ejemplos de agentes antibacterianos y de agentes antiinfecciosos utilizables, de forma no limitante, rifampici-
na, minociclina, clorhexidina, iones de plata y composiciones basadas en plata.

5
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La presente invencién tiene ademds como objeto una protesis vascular manejable tal como se define anteriormente,
caracterizada porque es susceptible de obtenerse mediante el procedimiento segtn la invencién tal como se define
anteriormente.

Ademds de las disposiciones precedentes, la invencién comprende también otras disposiciones que surgirdn de la
descripcion siguiente, que se remite a ejemplos de preparacion de prétesis vasculares segtin la presente invencién y de
evaluacién de su biocompatibilidad celular, asi como a los dibujos adjuntos, en los que:

- la figura 1 representa esquemdticamente la estructura de un derivado funcionalizado de dextrano sustituido con
los diferentes agrupamientos quimicos MC, B, Su y S fijados sobre las unidades glucosidicas D; a modo de ejemplo,
la posicion del sustituyente sobre los diferentes carbonos de las unidades glucosidicas se presenta sobre el carbono 2;

y

- la figura 2 representa las curvas de crecimiento de células endoteliales humanas permanentes EA.hy 926 sobre
muestras de prétesis vasculares segtin la invencién que comprenden o bien un derivado no funcionalizado de dextrano
(curvas -m-), o bien un derivado no funcionalizado de dextrano y un derivado funcionalizado de dextrano (curva
-n-), figurando el tiempo (en dias) en las abscisas y el niimero de células por cm? (x 10) en ordenadas.

Debe entenderse, sin embargo, que estos ejemplos se dan Unicamente a modo de ilustracién del objeto de la
invencion, del que no constituyen en manera alguna una limitacién.

Ejemplo 1

Preparacion de protesis vasculares segiin la presente invencion, que comprenden un soporte sintético impregnado con
un dextrano reticulado con la ayuda de BDGE

1) Soporte sintético, dextrano y agente de reticulacion utilizados

El soporte sintético utilizado consiste en politereftalato de etileno (PET) tricotado, suministrado por la compaiia
Cardial & Bard con la denominacién comercial “Dialina I”. Su permeabilidad en agua es de 1010 ml/min/cm? segiin
la norma ISO/DIS 7198: 1996. Se presenta en forma de un textil con cordoncillo de 40 a 60 cm de longitud (en forma
estirada) y de 8 a 10 mm de didmetro. Se utilizan muestras de 20 cm de longitud (estirada) en el marco del presente
ejemplo.

El dextrano utilizado es dextrano 5SM de masa molecular media en peso igual a 5 x 10% g/mol, comercializado por
la compaiifa Sigma.

En cuanto al agente de reticulacion del dextrano, se trata de BDGE (butanodiol-1,4-diglicidiléter, ALDRICH).
2) Protocolo

El protocolo de preparaciéon de prétesis vasculares consiste en series de ciclos sucesivos de impregnacién del
soporte sintético de PET con una solucién de dextrano y de reticulacién en un disolvente orgdnico, separados por
etapas de secado.

Las soluciones de dextrano preparadas con vistas a las etapas de impregnacion son soluciones al 9, 9,5 y 10%
(m/v) de dextrano SM en agua osmotizada. Se afiaden a estas soluciones dcido lactico (al 0,7% en volumen) y glicerol
(al 2% en volumen). Se ajusta el pH a 7 con la ayuda de una solucién de sosa 2 M.

La impregnacion del soporte sintético de PET se realiza con la ayuda de una bomba peristaltica que aspira la
solucién de dextrano y la arrastra al interior de la muestra tubular por sus dos extremos. El tiempo de impregnacién es
de aproximadamente 10 segundos a 5 minutos.

La impregnacién es seguida del secado de las muestras en una estufa a 40°C durante 24 horas.

Se efectda a continuacién una etapa de reticulacién de dextrano: se disponen las muestras en una solucién de éter,
a la que se alade BDGE (22,3 moles por 100 moles de motivos glucosidicos de dextrano). Se efectda la reticulacién
durante 18 horas.

Se secan a continuacién las muestras durante una hora bajo una campana extractora.

Se efectdan tres ciclos sucesivos de impregnacion y de reticulacién, y después se lavan las muestras tres veces

durante 3 horas con la ayuda de una solucién de agua osmotizada que comprende 0,7% (v/v) de 4cido lactico y 2% de
glicerol (v/v) apH 7.
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3) Resultados

Para cada muestra, se mide el indice de recubrimiento de la muestra R (%), que corresponde al aumento de la masa
de la muestra después de su tratamiento con la solucién de polisacdrido (R = (P,-P,)/P, x 100, representando P, la
masa inicial de muestra y P, su masa final después del tratamiento).

Se mide ademads la permeabilidad estatica de las muestras segin al norma ISO/DIS 7198: 1996, que consiste en
medir el caudal de agua que pasa a través de una superficie dada de una prétesis muestreada, mediante gravimetria y
bajo presion hidrostética. La muestra puede sumergirse en agua pura a temperatura ambiente con el fin de impregnar de
agua antes de proceder al ensayo (“permeabilidad hid.”: permeabilidad en estado hidratado) o someterse directamente
al ensayo (“permeabilidad no hid.”: permeabilidad en estado no hidratado). La permeabilidad es el cociente del caudal
de agua (en ml/min) por unidad de drea (en cm?): se expresa en ml/min/cm?”. En los ejemplos siguientes, a menos que
se indique lo contrario, las permeabilidades medidas son permeabilidades estdticas obtenidas segtin la norma ISO/DIS
7198: 1996.

Los resultados obtenidos para las prétesis 1 a 3 se retinen en la Tabla I.

TABLA I
Ne de | Concentracion de solucién | R (%) Permeabilidad | Permeabilidad
protesis de  impregnacion  de no hid. hid.
dextrano (m/v)
1 9% 24+2 |54 1,5
2 9,5% 22+3 |50 1
3 10% 27+ 1 14 1

Las protesis 1 a 3 presentan el cardcter de manejabilidad requerido y los indices de recubrimiento que permiten
obtener una buena estanqueidad conservando la manejabilidad de la muestra.

Ejemplo 2

Otro ejemplo de preparacion de protesis vasculares segiin la presente invencion, que comprenden un soporte sintético
impregnado con un dextrano reticulado con la ayuda de BDGE

El soporte sintético, el dextrano y el agente de reticulacién utilizados son tal como se describen en el ejemplo 1.
A diferencia del ejemplo 1, el protocolo seguido sélo comprende dos ciclos sucesivos de impregnacién y reticulacion,
con tres lavados de 3 horas al final del protocolo. Las soluciones de impregnacién estdn constituidas por dextrano 5SM
a una concentracion del 10% (m/v), sin glicerol ni dcido lactico en el primer ciclo y con un 2% en volumen de glicerol
para el segundo ciclo. La concentracién de BDGE, idéntica para los dos ciclos, es de 15, 18 6 20% (en nimero de
moles con relacién a 100 moles de motivos glucosidicos de dextrano) segtin las muestras.

Los resultados obtenidos para las prétesis 4 a 6, que presentan el cardcter de manejabilidad requerido, se retinen
en la tabla II.

TABLA 11
N° de protesis Cantidad de | R (%) Permeabilidad | Permeabilidad
BDGE (% no hid. hid.
molar)
4 20% 27+ 1 2 1
5 18% 26+0,5 14 5
6 15% 25,5+ 1 20 6
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Ejemplo 3

Preparacion de protesis vasculares segiin la presente invencion, que comprenden un soporte sintético impregnado con
un dextrano reticulado con la ayuda de STMP, asi como eventualmente un polisacdrido funcionalizado.

1) Soporte sintético, dextranos y agente de reticulacion utilizados

El soporte sintético (PET tricotado) y el dextrano (dextrano 5M) utilizados son idénticos a los descritos en el
ejemplo 1. El agente de reticulacion consiste en STMP (trimetafosfato de sodio, comercializado por SIGMA).

El derivado funcionalizado de dextrano utilizado, de masa molecular media en peso de aproximadamente 106.900
g/mol, es el DMC;B,; responde a la férmula general DMC,B,Su.S, tal como se describe anteriormente, en la que
el grado de sustitucién en agrupamientos metilcarboxilato (indice a) es igual a 0,87 y el grado de sustitucion en
agrupamientos de carboximetilbencilamida (indice b) es igual a 0,26, siendo los indices c y d iguales a 0. Su protocolo
de preparacion es tal como se describe en la patente europea nimero 0.146.455.

2) Protocolo

Se prepara una solucién de dextrano SM al 10% (m/v) en sosa 0,2 M en presencia de 0,7% (en volumen) de
acido lactico y 2% (en volumen) de glicerol. Esta solucién puede comprender igualmente, si es necesario, el derivado
funcionalizado de dextrano DMC;B,, en cuyo caso el dextrano 5M se mezcla, en fase sélida, con el dextrano DMC;B,
antes de ponerse en solucion, siendo la proporciéon de DMC;B, igual al 3% en peso con relacion al peso de dextrano
5M, o bien una relacién en peso de 3/97 entre el derivado funcionalizado de dextrano y el dextrano SM.

En una variante, la solucién de dextrano puede comprender igualmente heparina (agente anticoagulante) a una
cantidad de 1%, 3%, 5% o 10% en peso con relacion al peso de dextrano 5M, o bien las relaciones en peso entre
heparina y dextrano son respectivamente iguales a 1/99, 3/97, 5/95 y 10/90.

Se calienta la solucién de impregnacién asi preparada a 40°C durante 20 minutos, después se afiade a la solucién
de impregnacién STMP (8 moles por 100 moles de motivos glucosidicos de dextrano 5M y de dextrano DMC;B,, si
este ultimo esta presente), previamente diluido en 0,5 ml de sosa 0,2 M.

Se impregna el soporte sintético con esta solucién del mismo modo que se describe en el ejemplo 1, a temperatura

ambiente y durante 10 segundos a 5 minutos. Si el dextrano DMC;B, esté presente, este tltimo estard “correticulado”
con el dextrano SM.

Se seca la prétesis durante 2 horas a 40°C, después se lava tres veces durante 3 horas con la ayuda de una solucién
de agua osmotizada que comprende 0,7% (v/v) de 4cido lactico y 2% de glicerol (v/v) a pH 7.

3) Resultados

Los resultados obtenidos para las prétesis 7 a 12 se rednen en la Tabla III: estando medidos los pardmetros de
cantidad de recubrimiento R y de permeabilidad como se indica en el ejemplo 1.

TABLA III

N° de | Composicion del recubrimiento Permeabilidad no | Permeabilidad
protesis hid. hid.

7 Dextrano SM 0 0

8 Dextrano 5 M + DMC;B, 0 0

9 Dextrano 5 M + heparina (1%) 3,3 0

10 Dextrano 5 M + heparina (3%) | 10 0

11 Dextrano 5 M + heparina (5%) 30 0

12 Dextrano 5 M + heparina (10%) | 40 0

Las prétesis 7 a 12 son manejables. La presencia del derivado funcionalizado de dextrano DMC;B, o de heparina
no perturba la reaccién de reticulacion, siendo las permeabilidades en estado hidratado idénticas en las muestras 7 a
12.
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Ejemplo 4

Otro ejemplo de preparacion de protesis vasculares segtin la presente invencion,que comprenden un soporte sintético
impregnado con un dextrano reticulado con la ayuda de STMP

El soporte sintético (PET tricotado) y el agente de reticulacion (STMP) son idénticos a los utilizados en el ejemplo
3. El dextrano utilizado es T500, de masa molecular media en peso igual a 460.000 g/mol, comercializado por la
compaiifa Pharmacia Biotech.

Se procede de la misma forma que en el ejemplo 3, comprendiendo la solucién de impregnacién 22% (m/v) de
dextrano T500, 0,7% (en volumen) de 4cido lactico y 2% (en volumen) de glicerol. E1 STMP est4 presente a una
cantidad del 8% (en moles por 100 moles de motivos glucosidicos de dextrano).

Se obtiene la muestra de protesis 13, que presenta las propiedades de manejabilidad e impermeabilidad requeridas
y cuyas caracteristicas se retinen en la Tabla I'V:

TABLA IV
N° de { Composicion del | R (%) | Permeabilidad no | Permeabilidad
protesis recubrimiento hid. hid.
13 Dextrano T500 27+£1 | 1,5 0,5

Ejemplo 5

Otros ejemplos de preparacion de protesis vasculares segiin la presente invencion, que comprenden un soporte sinté-
tico impregnado con un dextrano reticulado con la ayuda de STMP

El soporte sintético (PET tricotado), el agente de reticulacién (STMP) y los dextranos (T500 o 5SM) utilizados son
idénticos a los descritos en los ejemplos 3 y 4.

Se procede de la misma forma que en el ejemplo 3, comprendiendo la solucién de impregnacién o bien 20%
(m/v) de dextrano T500, o bien 10% (m/v) de dextrano 5M, asi como 0,7% (en volumen) de acido lactico y 2% (en
volumen) de glicerol. El STMP esta presente a una cantidad del 8% (en moles por 100 moles de motivos glucosidicos
de dextrano).

Se hacen variar los tiempos de contacto, a saber, el intervalo de tiempo que separa la adicién de STMP a la solucién
de dextrano y la impregnacién de la muestra con la ayuda de esta solucion.

Se obtienen las muestras de las prétesis 14 a 19, que presentan las propiedades de manejabilidad e impermeabilidad
requeridas, y cuyas caracteristicas se retinen en la Tabla V:

TABLA V
N°  de | Composicion del | Tiempo de | R (%) Permeabi— Permeabi—
prétesis | recubrimiento contacto lidad no hid. lidad hid.
(minutos)

14 Dextrano T500 | 2 31+1,0 1 0

15 Dextrano T500 15 33+1,5 0 0

16 Dextrano T500 | 30 43£1,0 0 0

17 Dextrano 5SM 15 24+ 1,5 0,2 0

18 Dextrano 5SM 30 25+0,5 0 0

19 Dextrano SM 45 25+0,2 0 0

Pueden obtenerse por tanto prétesis vasculares manejables e impermeables segtin la presente invencién variando
los tiempos de contacto del agente de reticulacion con la solucién de dextrano, antes de la impregnacién del soporte
sintético.
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La reaccién de reticulacion de dextrano se inicia desde que el agente de reticulacién se pone en contacto con la
solucién de dextrano, provocando un aumento de la viscosidad de la solucién de impregnacion. La impregnacion del
soporte protésico debe realizarse en un estadio en el que la solucién de impregnacién no sea ni demasiado liquida
(lo que darfa un recubrimiento demasiado fino) ni demasiado viscosa (siendo entonces dificil la impregnacién del
soporte protésico). Los tiempos de contacto ejemplificados en la tabla V anterior son convenientes para la obtencién
de protesis de las caracteristicas deseadas.

Ejemplo 6
Esterilizacion de una protesis segin la presente invencion mediante rayos gamma
Se han esterilizado muestras de la prétesis 7 preparada en el ejemplo 3 mediante rayos gamma, a una dosis de

25 kGray. Se han medido las permeabilidades de las proétesis esterilizadas, asi como las de prétesis idénticas no
esterilizadas. Los resultados se presentan en la Tabla VI.

TABLA VI
Tipo de | R (%) Permeabilidad  no | Permeabilidad hid.
recubrimiento hid.
Prétesis no estéril 25 0 0
Protesis estéril 25 0 0

Las prétesis quedan estancas y manejables después de la esterilizaciéon mediante rayos gamma. Los rayos gamma
no parecen degradar el aspecto de los recubrimientos de las prétesis. Por el contrario, tienen probablemente un efecto
andlogo al de un agente reticulante: crean radicales libres capaces de interaccionar entre ellos y que pueden formar
enlaces covalentes.

Ejemplo 7
Medida de la permeabilidad integral al agua de protesis vasculares segiin la presente invencion

1) Naturaleza de las muestras de protesis

Se utiliza la prétesis 7 preparada en el ejemplo 3, que comprende 10% (m/v) de dextrano SM, asi como una prétesis
20 preparada segtin el ejemplo 3 utilizando un 10% (m/v) de dextrano SM y un 7% (expresado en peso con relacién
a la cantidad de dextrano 5M) de DMC;B,, o bien una relacién en peso entre el derivado funcionalizado de dextrano
y el dextrano 5M igual a 7/93. El agente de reticulacién es STMP, presente en la solucién de impregnacién en una
cantidad del 8% en moles por 100 moles de motivos glucosidicos de dextrano.

2) Pardmetros medidos

Para las prétesis 7 a 20, se mide:

¢ la permeabilidad estdtica en estado hidratado o no hidratado (medida segin la norma ISO/DIS 7198: 1996 tal
como se presenta en el ejemplo 1),

¢ la permeabilidad integral en agua, evaluada segtin el procedimiento normalizado ISO 7198. En la tabla VII a
continuacioén, figuran la longitud de la muestra (1, en cm), el volumen de agua recuperado (V, en ml/min) y la
permeabilidad integral (P, en ml/min/cm?),

¢ el indice de recubrimiento R, medido como se indica en el ejemplo 1,

® el porcentaje de humedad relativa HR, teniendo este pardmetro influencia sobre la manejabilidad de la muestra.
Se efectiia una pesada de la muestra en estado seco (después de pasada por una estufa a 40°C) en estado
humidificado (muestra dispuesta en una campana a 80% de humedad), permitiendo la diferencia entre estas
pesadas, respecto al peso de muestra seca, obtener el porcentaje de humedad relativa HR.

3) Resultados

Se retinen las caracteristicas de las muestras 7 y 20, que presentan especialmente las propiedades de manejabilidad
y permeabilidad requeridas, en la tabla VIIL.
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TABLA VII
N°  de | Permeabilidad | Permeabilidad | Permeabilidad integral R HR
protesis | no hid. hid. : v |P % | (%)
7 0 0 8,4 2,1 0,08 36 52
20 0,67 0 7,3 12 0,52 31 45
Ejemplo 8

Biocompatibilidad celular in vitro de agentes de recubrimiento de protesis endovasculares segtin la presente invencion

Este ejemplo tiene como objetivo estudiar al citocompatibilidad de los geles de dextrano utilizados como agente
de recubrimiento de prétesis vasculares segin la invencion.

1) Preparacion de geles de dextrano
Se preparan los geles de dextrano de la forma siguiente:

- gel de dextrano no funcionalizado (gel A): se prepara una solucién al 10% de dextrano 5SM de masa molecular
media en peso igual a 5 x10° g/mol, comercializada por la compaiiia Sigma en disolucién acuosa estéril de
NaOH 0,2 M que contiene 0,7% de acido lactico y 2% de glicerol (solucién A);

- geles de dextrano no funcionalizado y de dextrano funcionalizado (geles B a D): se preparan soluciones al 10%
de dextrano 5M tal como se describen anteriormente y que contienen un 3% (p/v) de dextrano funcionalizado
de férmula DMC,B,Su,.S, con relacién al peso de dextrano no funcionalizado, en una solucién acuosa estéril de
NaOH 0,2 M que contiene 0,7% de 4cido lactico y 2% de glicerol (soluciones B a D). Los indices de sustitucién
a, b, c y d de los dextranos de formula DMC;B,Su.S, utilizados figuran en la tabla VIII a continuacién:

TABLA VIII
Soluciones | Dextrano funcionalizado utilizado Masa molecular en g/mol
a b € d
B 0,81 0,20 0,13 0 67.000
C 0,61 0,39 0 0 63.000
D 0,61 0,39 0,04 0 63.000

Se calientan las soluciones de dextrano A a D asi preparadas a 40°C durante 20 minutos, después se afiade a estas
soluciones de dextrano el agente de reticulacién (8 moles de STMP por 100 moles de motivos glucosidicos, tal como
se describe anteriormente en el ejemplo 3), diluido previamente en 0,5 ml de sosa 0,2 M.

Se vierten a continuacién las mezclas en placas de cultivo de 12 pocillos a una cantidad de 150 ul por pocillo.
Cuando termina la reaccién de reticulacion, se lavan los geles asi obtenidos tres veces con PBS estéril.

II) Estudio de la adherencia de células endoteliales EA.hv 926 en los conjuntos A a D

Se siembran células endoteliales humanas EA.hy 926 a una cantidad de 2 x 10° células en 3 ml de medio de cultivo
DMEM que contiene un 10% de suero fetal bovino (SFB) y 2 uCi/ml de prolina tritiada (Amersham). Después de 24
horas de cultivo a 37°C, se despegan las células con la ayuda de una solucién de tripsina, se centrifugan a 1.200 rpm y
después se resuspenden en un medio de cultivo DMEM que contiene un 10% de SFB. Se cuentan a continuacion las
células en una célula de Malassez, se diluyen y se siembran sobre placas que contienen los geles de dextrano A a D,
en una cantidad de 50.000 células por pocillo. Se ponen a incubar a continuacidn las placas de cultivo a 37°C durante
3 horas.

Al final del periodo de incubacidn, se aclaran dos veces los pocillos sembrados con PBS con el fin de eliminar las
células que no se hayan adherido sobre los geles de dextrano.

Se despegan a continuacidn las células adherentes con la ayuda de una solucién de tripsina y después se ponen
las células de cada pocillo en un matraz de recuento que contiene 5 ml de liquido de centelleo (Optiphase® “Hisafe”,
Wallack).

11
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Se efectda la medida de la radiactividad presente en cada matraz con la ayuda de un contador de centelleo (LKB)
a una cantidad de 4 recuentos por minutos por matraz.

Se determina el porcentaje de adherencia de las células sobre los geles B a D con relacion a la radiactividad emitida
en los pocillos testigo, a saber, los pocillos que contienen el gel A de dextrano no funcionalizado.

Los resultados obtenidos figuran en la tabla IX a continuacion:

TABLA IX
Geles | % de adherencia de las células con respecto a la adherencia observada
sobre el gel A
A 100
B 165+ 19,7
C 184 + 15,7
D 195,7+ 6,3

Estos resultados muestran que la presencia de un derivado funcionalizado de dextrano permite favorecer la adhe-
rencia de células endoteliales.

Se han obtenido resultados similares realizando la misma experiencia sobre células musculares lisas de rata (CMI).

1) Estudio de la proliferacion de células endoteliales EA.hv 926 sobre los geles Ay C

Se siembran células endoteliales humanas EA.hy 926 en una cantidad de 10.000 células por cm* en medio de
cultivo DMEM que contiene un 10% de SFB sobre los geles de dextrano A 'y C.

Después de 5 dias de cultivo, se aclaran las células tres veces con PBS y después se despegan con 500 ul de una
solucién de tripsina y se ponen en suspension en una solucién electrolitica de Isotron. Se cuentan a continuacién las
células con la ayuda de un aparato de recuento Coulter Counter®.

Los resultados de la proliferacion celular observada sobre el gel C se expresan en porcentaje de la proliferacion
celular observada sobre el gel Ay y figuran en la tabla X a continuacion:

TABLA X
Gel | % de proliferacion de células con respecto a la proliferacion observada sobre
el gel A
A {100
C 116,5 + 0,43

Estos resultados muestran que la presencia de un derivado funcionalizado de dextrano permite favorecer la proli-
feracion de células endoteliales.

Se han obtenido resultados similares realizando la misma experiencia sobre células musculares lisas de rata (CMI).
El conjunto de estos resultados muestra que la presencia de un derivado funcionalizado de dextrano segun la pre-

sente invencion favorece la adherencia y la proliferacion de células endoteliales, propiedad importante para favorecer
la integracién en el medio biolégico de la prétesis vascular que recubre.

12
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Ejemplo 9
Biocompatibilidad celular in vitro de protesis vasculares segiin la presente invencion
1) Protocolo

Para analizar la citocompatibilidad de las prétesis 7 y 8 en el ejemplo 3 con células endoteliales humanas EA.hy
926, se han cortado muestras de 1 cm?* de las protesis, se han esterilizado mediante rayos gamma y se han introducido
en placas de cultivo de 24 pocillos. Se han dispuesto insertos de vidrio estériles sobre las muestras con el fin de impedir
que se enrollen sobre si mismas una vez sumergidas en el medio de cultivo.

Se mantienen las muestras de proétesis durante 24 horas en el medio de cultivo, a saber, un medio DMEM sin
piruvato de sodio que comprende 4500 mg/ml de glucosa (GIBCO), suplementado con L-glutamina (2 mM), HAT
(2% v/Iv) y suero fetal bovino al 10% (GIBCO), y después se aspira el medio y se siembran las muestras con células
endoteliales humanas EA.hy 926 a la densidad de 5 x 10* células/cm?, realizdndose cada muestra por triplicado. Se
disponen las muestras sembradas en un incubador a 37°C en atmésfera himeda que contiene un 5% de CO,, en
condiciones estdticas. Se renueva el medio cada dos dfas.

Se observa la proliferacion celular cada dia durante 8 dias mediante un microscopio 6ptico inverso. Con este fin,
se lavan las muestras tres veces con PBS (no estéril), se fijan en formaldehido al 4%, se lavan de nuevo tres veces con
PBS y después se colorean con azul de Coomasie (al 5%) y finalmente se decoloran con etanol al 70% de forma que
sOlo las membranas de las células queden coloreadas. Al microscopio, las células aparecen en azul sobre fondo no
coloreado.

2) Resultados

La figura 2 representa las curvas de crecimiento de las células endoteliales humanas permanentes EA.hy 926 sobre
las muestras de prétesis vasculares 7 (curva -m-) y 8 (curva -71-), figurando el tiempo (en dias) en abscisas y el nimero
de células por cm? (x 10) en ordenadas.

Se comprueba una diferencia significativa entre el crecimiento de células sobre las muestras 7 y 8: cuando estd
presente DMC;B, en el recubrimiento de la prétesis, el niimero de células es mayor a medida que transcurren los dias,
indicando que la presencia del derivado funcionalizado de dextrano en la prétesis mejora la proliferacion de células
endoteliales humanas EA hy 926.

Se han obtenido resultados similares con otros cultivos de células endoteliales, a saber, células endoteliales de vena
de cordones umbilicales humanos y células endoteliales de aorta bovina. Parece por tanto que, de manera general, la
presencia de un derivado funcionalizado de dextrano en la prétesis vascular segin la presente invencién favorece
la proliferacion de células endoteliales, propiedad importante para favorecer la integracion del injerto en el medio
bioldgico.

Ejemplo 11

Estudio de la estabilidad de una protesis vascular segiin la invencion comparada con la de una proétesis vascular
recubierta con dextrano no reticulado

1) Preparacion de protesis vasculares

Se ha preparado una prétesis vascular segiin la invencién siguiendo el protocolo descrito en el ejemplo 3 y utilizan-
do el soporte y el dextrano descritos anteriormente en el ejemplo 1 y el agente de reticulacion descrito en el ejemplo 3
anterior.

A modo comparativo, se ha preparado una prétesis vascular que no forma parte de la invencion en las mismas
condiciones, salvo que no se ha afiadido agente de reticulacién a la solucién de dextrano.

2) Estudio de la estabilidad del recubrimiento

El montaje utilizado para este estudio estd constituido por un bafio de agua termostatizado a 37°C y una bomba
que permite hacer circular un flujo continuo de una solucién en el interior de una prétesis vascular. Se ha regulado el
caudal de la bomba a 7 x 107> m? por segundo de forma que se reproduzcan las condiciones de caudal fisiolégico de
la circulacién arterial.

Se han efectuado muestras de la solucién de circulacién a intervalos de tiempo regulares para cuantificar la can-
tidad de dextrano liberado. Se efectia la valoracién del dextrano liberado de manera indirecta mediante valoracién
colorimétrica de glicidos en medio dcido sulfiirico concentrado/fenol segtin el procedimiento de Dubois et al. (Analy-
tical Chemistry, 1956. 3 (28), 350-356), eventualmente después de liofilizacion y dilucién de la solucidn de circulacién
cuando las cantidades de dextrano liberadas son extremadamente bajas.
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Los resultados obtenidos por la prétesis segin la invencién (impregnada con dextrano reticulada) figuran en la
tabla XI a continuacién:

TABLA XI

Tiempo en horas | Cantidad de dextrano liberado en pg

(prétesis segun la invencion)

1 25
2 35
12 65
24 70

No ha sido posible medir la cantidad de dextrano liberado a lo largo del tiempo por la prétesis no segtin la invencién
(impregnada con un dextrano no reticulado) en la medida en que el dextrano se ha liberado en su totalidad en el
transcurso del primer lavado de la prétesis, es decir, antes de la puesta en contacto de dicha prétesis con el flujo de
agua en circuito cerrado. Esta liberacion de dextrano tiene como consecuencia el desplome de las propiedades de
estanqueidad de la protesis.

En contraposicidn, al cabo de 24 horas de circulacion, la cantidad de dextrano liberado por la prétesis vascular
segun la invencidn, es decir, impregnada con un dextrano reticulado de forma covalente, alcanza una meseta de 70 ug
que representa aproximadamente un 0,014% de la cantidad total de dextrano que impregna la prétesis. Esta cantidad
despreciable es significativa de la muy alta estabilidad quimica de las prétesis vasculares segin la invencién a lo largo
del tiempo.
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REIVINDICACIONES

1. Prétesis vascular manejable, caracterizada porque comprende un soporte sintético impregnado con al menos
un derivado funcionalizado de dextrano reticulado de forma covalente, y eventualmente con al menos un dextrano
reticulado de forma covalente.

2. Prétesis segtin la reivindicacion 1, caracterizada porque la relacién en peso entre el derivado funcionalizado
de dextrano y el dextrano estd comprendida entre 1/99 y 30/70, preferiblemente comprendida entre 3/97 y 7/93, de
manera ain mds preferida igual a aproximadamente 5/95.

3. Prétesis seguin la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, caracterizada porque dicho soporte sintético estd im-
pregnado, ademads, con al menos un polisacarido natural o sintético funcionalizado al menos con funciones carboxilato
y/o sulfato, reticulado de forma covalente.

4. Prétesis segtin la reivindicacién 3, caracterizada porque la relacion en peso entre el polisacdrido funcionalizado
y el dextrano estd ventajosamente comprendida entre 1/99 y 30/70, preferiblemente entre 1/99 y 20/80.

5. Prétesis segtin la reivindicacién 3 o la reivindicacién 4, caracterizada porque la relacién en peso entre el
derivado funcionalizado de dextrano y el polisacdrido funcionalizado estd ventajosamente comprendida entre 1/99 y
99/1.

6. Procedimiento de preparacion de una prétesis vascular segtin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes,
caracterizado porque comprende las etapas siguientes:

a) preparacién de una solucién de al menos un derivado funcionalizado de dextrano y eventualmente de al menos
un dextrano,

b) impregnacién del soporte sintético con la ayuda de esta solucidn,
¢) reticulacion de dicho derivado funcionalizado de dextrano y eventualmente de dicho dextrano.

7. Procedimiento segtin la reivindicacién 6, caracterizado porque comprende, entre las etapas a) y b), la adicién
de un agente de reticulacion a la solucion preparada en la etapa a).

8. Procedimiento segin la reivindicacion 7, caracterizado porque las etapas b) y ¢) se efectiian simultdineamente a
un pH comprendido entre 3 y 10, a una temperatura comprendida entre 10 y 40°C y durante un tiempo inferior o igual
a 150 minutos.

9. Procedimiento seguin la reivindicacion 6, caracterizado porque comprende, entre las etapas b) y c¢), una etapa
de secado del soporte, seguida de una etapa de impregnacién del soporte con la ayuda de una solucién, en al menos
un disolvente orgdnico, de un agente de reticulacion.

10. Procedimiento segtn la reivindicacion 9, caracterizado porque las etapas b) y c) se efectiian cada una a un pH
comprendido entre 3 y 10 y a una temperatura comprendida entre 10 y 40°C, y porque la etapa b) se efectia durante un
tiempo inferior o igual a 150 minutos y porque la etapa c) se efectiia durante un tiempo comprendido entre 15 minutos
y 18 horas.

11. Procedimiento segun la reivindicaciéon 9 o la reivindicacién 10, caracterizado porque las etapas sucesivas
de preparaciéon de una solucién de al menos un derivado funcionalizado de dextrano y eventualmente de al menos
un dextrano, de impregnacion del soporte con la ayuda de esta solucion, de secado del soporte, de impregnacién
del soporte con la ayuda de una solucién, en al menos un disolvente orgdnico, de un agente de reticulacion y de
reticulacién de dicho derivado funcionalizado y eventualmente de dicho dextrano, después de secado del soporte, se
repiten al menos una vez, preferiblemente al menos dos a tres veces.

12. Procedimiento segiin una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11, caracterizado porque la etapa c) de reticu-
lacién de dicho derivado funcionalizado de dextrano es seguida por una etapa de lavado de la protesis.

13. Procedimiento seglin una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 12, caracterizado porque dicha solucién
preparada en la etapa a) comprende, ademds, al menos un polisacarido natural o sintético funcionalizado al menos con
funciones carboxilato y/o sulfato.

14. Procedimiento segtin una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 13, caracterizado porque dicha solucién pre-
parada en la etapa a) comprende, ademads, al menos un aditivo elegido entre agentes plastificantes y agentes suavizantes
y/o uno o varios principios activos seleccionados del grupo constituido por agentes anticoagulantes, agentes antibac-
terianos y agentes antiinfecciosos.

15. Proétesis vascular segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizada porque es susceptible de
obtenerse mediante el procedimiento tal como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 14.
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