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DESCRIPCION

Esta invencion se refiere a un procedimiento para tratar un implante de estenosis u otro articulo de metal, vidrio o
ceramica que tenga 6xido o hidréxido en su superficie, para potenciar la biocompatibilidad y/o las caracteristicas fisicas de la
superficie.

El documento EP-A-0433011 indica que, desde mediados a finales de los 80, los implantes de estenosis se han
empleado mucho como tratamiento para evitar la reestenosis posterior a una angioplastia de balén o aterectomia. Un
problema recurrente era (y continla siendo) que un crecimiento excesivo de tejido (hiperplasia intimal) en el emplazamiento
de la dilatacion del balén o la excision de la placa de aterectomia producia la reestenosis de la arteria. Una posible solucion a
este problema (documento US-A-4768507) ha sido revestir el implante de estenosis con una superficie antitrombogénica para
reducir el depdsito de fibrina de las plaquetas. Pero aunque un revestimiento antitrombogénico puede evitar el cierre arterial
trombotico agudo y disminuir la necesidad de una terapia con farmacos anticoagulantes, sigue siendo urgente disminuir la
reestenosis, que es provocada por una hiperplasia intimal.

Se sabe que la terapia de radiacion puede reducir la proliferacion de células cancerosas de crecimiento rapido en un
tumor maligno, y en el documento EP-A-0433011 se emplea esta propiedad para proporcionar un implante de estenosis que
comprende una estructura tubular insertable en una arteria y que puede situarse en ésta para mantener el lumen de la arteria
patente, en el que el implante de estenosis comprende o esta construido con un material que es radiactivo. En el documento
EP-A-0566245 se indica que un implante de estenosis intraluminal que comprende fibrina es capaz de reducir la incidencia de
la reestenosis en el emplazamiento de la lesion vascular y también puede actuar como matriz para la administracion local de
farmacos al emplazamiento de la lesién vascular. El documento EP-A-0701802 describe un implante de estenosis
intravascular que eluye un farmaco, que comprende: (a) un cuerpo de implante de estenosis en general cilindrico; (b) un
material compuesto s6lido de un polimero y una sustancia terapéutica en una capa adherente sobre el cuerpo del implante de
estenosis; y (c) fibrina en una capa adherente sobre el material compuesto.

El documento US-A-5356433 describe el tratamiento de un implante de estenosis u otro dispositivo médico mediante
la formacion indicada de enlaces covalentes entre un agente biolégicamente activo y una superficie metalica. En un ejemplo,
implantes de estenosis de tantalo se ceban con una disolucion en etanol de N-(2-aminoetil-3-aminopropil)trimetoxisilano, de
modo que se forma un enlace entre la capa de éxido de tantalo sobre la superficie de los implantes de estenosis y el silicio del
silano tras su curado a 110 °C. Entonces se acopla heparina a los grupos amino utilizando hidrocloruro de 1,3-
etildimetilaminopropilcarbodiimida (EDC). En un segundo ejemplo, una disolucion etandlica de un silano polimérico
aminofuncional, polietilendiamina sustituida con trimetilsililpropilo, se une a la superficie de los implantes de estenosis de
tantalo, también con curado a 110 °C, tras lo cual la heparina se acopla al revestimiento utilizando EDC. Otros ejemplos
emplean cable de acero inoxidable, cable de platino y wolframio, y aminopropiltrimetoxisilano como cebador. Sin embargo, el
cebado debe realizarse con calentamiento.

Los presentes inventores han descubierto de modo experimental, como se describe a continuaciéon, que no se
forman enlaces covalentes con la superficie metalica bajo las condiciones descritas. Esto se cree que es debido a que el
agua, que esta presente inevitablemente en el etanol, hidroliza los enlaces entre los grupos metoxi y el silicio, y debido a que
la reaccion entre los grupos trimetoxisilano y el 6xido de la superficie requiere un catalizador que esta ausente.

El documento US 6.013.855 (United States Surgical) describe un procedimiento para unir polimeros hidréfilos a la
superficie de un articulo que tiene una pluralidad de grupos hidroxilo u éxido unidos a ella. El procedimiento implica exponer
las superficies a un polimero hidréfilo silanado, por ejemplo (RO);SIR-(enlace urea)-PVA, disuelto en una disolucion de
alcohol a agua 95:5. Como alternativa al PVA puede utilizarse un polimero natural tal como el dextrano. Como se menciond
anteriormente con relacién al documento US-A-5356433, se cree que el uso de un disolvente alcohdlico acuoso no produce
enlaces covalentes con la superficie del articulo. Ademas, el hecho de que el polimero y el silano se acoplan antes de la
reaccion con la superficie del articulo significa que es dificil controlar la cantidad de polimero unido a la superficie. Esto es asi
porque los grupos 6xido e hidroxido sobre la superficie no son particularmente accesibles, haciendo que sea dificil que se
acople a ellos el polimero silanado.

El documento US 6.248.127 (Medtronic AVE, Inc.) describe un revestimiento biocompatible que comprende un
silano que tiene una funcionalidad isocianato a la cual puede unirse una molécula biocompatible, tal como heparina.
Opcionalmente, puede estar presente un grupo conector, tal como una cadena organica, entre el silano y el grupo isocianato.
El revestimiento puede aplicarse en una sola capa y no es necesario un cebador.

El documento US 6.387.450 (Medtronic AVE, Inc.) se refiere a una composicion de revestimiento que comprende
acido hialurdnico o su sal, y un poliisocianato bloqueado en un disolvente que comprende agua.

El documento US 5.053.048 (Cordis Corporation) describe un revestimiento tromborresistente que comprende un
copolimero de aminosilano o aminosiloxano y un silano que no es un aminosilano. Esta mezcla forma una matriz
tridimensional sobre la superficie del sustrato de base y entonces se une un compuesto bioactivo antitrombogénico, tal como
heparina, al sustrato a través del revestimiento. El revestimiento se seca a una alta humedad y se cree, por tanto, que el agua
presente provoca la hidrélisis de los enlaces alcoxi/silicio. Ademas, la reaccion se realiza en ausencia de cualquier catalizador
para estimular la formacién de enlaces covalentes entre los grupos 6xido/hidréxido de la superficie y el alcoxisilano.
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Los presentes inventores han descrito previamente, en el documento WO 98/55162, un procedimiento para tratar un
implante de estenosis u otro articulo de metal, de vidrio o ceramico que tiene oxido o hidréxido en su superficie para potenciar
la biocompatibilidad y/o las caracteristicas fisicas de la superficie, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de cebar
dicha superficie mediante moléculas funcionales, cada una de las cuales tiene al menos un grupo alcoxisilano que puede
formar al menos un primer enlace covalente mediante una reaccion con el 6xido o hidroxido de dicha superficie, y al menos
otro grupo que puede participar en la polimerizacion de radicales libres, realizandose el cebado poniendo en contacto dicha
superficie, en un disolvente organico aprético, con dichas moléculas funcionales y con un catalizador acido para formar dicho
primer enlace covalente; y formar cadenas unidas covalentemente a dicho otro grupo de las moléculas funcionales mediante
la polimerizacién de radicales libres de al menos un monémero polimerizable que imparte propiedades hidréfilas a dichas
cadenas.

Un objeto de la invencion es proporcionar un proceso mas sencillo para formar una capa antitrombogénica y/o
antireestenosis sobre un implante de estenosis u otro articulo implantable revestido con 6xido, que sea mas sencillo de utilizar
gue en la técnica anterior y que no requiera una polimerizacion de radicales libres.

Este problema se resuelve, segun la invencion, mediante un procedimiento para tratar un articulo que tiene 6xido o
hidréxido en su superficie, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de cebar dicha superficie poniéndola en contacto
con un alcoxisilano en un disolvente organico aproético en presencia de un catalizador acido para que las moléculas de
alcoxisilano reaccionen con el 6xido o hidréxido de dicha superficie para formar enlaces covalentes, comprendiendo el
alcoxisilano uno o més grupos amino, hidroxilo, acido carboxilico o anhidrido acido; y acoplar covalentemente un polimero a
dicha superficie cebada a través de dicho alcoxisilano.

El articulo que se va a tratar segun la invencion puede ser de acido inoxidable o nitanol. Puede ser un implante de
estenosis coronario (préstesis endovascular), un implante de estenosis periférico, un intercambiador de calor utilizado junto
con material biolégico, un cable de guia utilizado en angioplastia, una valvula de un corazén artificial, un dispositivo utilizado
para la conservacion y/o la transferencia de material bioldgico u otro dispositivo médico. El implante de estenosis puede ser de
uno de los siguientes tipos: un implante de estenosis de muelle en espiral; un implante de estenosis de una aleacién con
memoria térmica; un implante de estenosis espiral de acero autoexpandible; un implante de estenosis de malla de acero
inoxidable autoexpandible; o un implante de estenosis de balén expandible que comprende espirales interdigitales.

Antes del cebado, la superficie del articulo debe limpiarse para eliminar la grasa y otros contaminantes. Un
procedimiento de limpieza adecuado implica un tratamiento con un alcali acuoso, por ejemplo NaOH con sonicacion, seguido
de un enjuagado con agua y un secado en estufa.

La etapa de cebado implica poner en contacto el articulo con un alcoxisilano en un disolvente organico aprético, por
ejemplo tolueno, en presencia de un catalizador acido que normalmente sera un acido organico que es compatible con el
disolvente organico aproético y puede disolverse en él, siendo el catalizador, por ejemplo, acido acético glacial, seguido de un
enjuagado en disolvente orgénico aprético fresco para eliminar el material sin reaccionar, tras lo cual se realiza un secado a
elevada temperatura, por ejemplo aproximadamente 50-55 °C y preferiblemente al vacio. Después del secado se vuelve a
lavar utilizando el disolvente organico aprético, seguido de un disolvente organico miscible en agua y, por Ultimo, con agua
desionizada. El disolvente intermedio ayuda a la eliminacién de los subproductos de la hidrolisis del alcoxisilano. El uso de una
temperatura baja es importante para la estabilidad, y la estructura del nitanol, en particular, que se usa para los implantes de
estenosis autoexpandibles, es vulnerable a los cambios en la estructura que conducen a la degradacion en las propiedades si
se calienta significativamente por encima de 55 °C. El objetivo de la etapa de cebado es producir una monocapa, en lugar de
un revestimiento del agente funcionalizante sobre la pelicula de 6xido del metal.

Los agentes de cebado utilizados pueden incluir alcoxisilanos de férmula (RO)sSi(R'X), en la que R representa
metilo o etilo, y R representa alquilo C,-Cyoen el que uno o mas grupos metileno pueden estar reemplazados por -NH- u -
O-, cicloalquilo o cicloalquilalquilo C,-C4, aralquilo o arilo monociclico o biciclico C,-C1, y X representa amino, hidroxilo, &cido
carboxilico 0 anhidrido &cido. Preferiblemente, R* representa alquilo C>-C,o en el que uno 0 mas grupos metileno pueden
estar opcionalmente reemplazados por -NH-, y X representa -NH,-, y un ejemplo de un agente de cebado adecuado es
N-(3-(trimetoxisilil)propil)etilendiamina.

La reaccion del resto de los grupos reactivos en el alcoxisilano con el material polimérico o “puente” en la
siguiente etapa puede ser indirecta a través de un enlace intermedio, o directa.

En la reaccion indirecta, por ejemplo, un alcoxisilano terminado en hidroxi o amino puede hacerse reaccionar
con un intermedio conector en forma de un diisocianato alifatico o aromatico, por ejemplo diisocianato de hexametileno,
de forma que el primer grupo isocianato forma un enlace covalente con la funcionalidad hidroxi o amino y el segundo
grupo isocianato esta libre y esta disponible para unirse a grupo hidroxi o amino del puente polimérico en una etapa
posterior. Esta reaccion es facil de realizar poniendo en contacto el articulo funcionalizado con el diisocianato en un
disolvente organico aprético. Tiene la ventaja de que, en primer lugar, el aducto resultante tiene grupos isocianato muy
reactivos que forman con facilidad enlaces covalentes con los grupos amino o hidroxilo de un polimero de “puente” que
se va a unir en una etapa posterior, en segundo lugar la formacién del aducto y la reaccion con el polimero de puente
pueden realizarse en condiciones suaves, y en tercer lugar los “brazos espaciadores” que conectan el silicio unido al
oxido de la superficie metalica a la funcionalidad amino u otra funcionalidad terminal del cebador y que son
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proporcionados, por ejemplo, por una cadena de grupos alquileno, se extienden ain mas.

Cuando el polimero de puente es en si mismo una molécula relativamente grande bioldgicamente activa, como
es el caso de la heparina, por ejemplo, la extension de los brazos espaciadores mejora la disponibilidad de la heparina o
de otras moléculas grandes y, por tanto, su eficacia biolégica. Pueden utilizarse otros intermedios conectores con grupos
terminales reactivos, por ejemplo un compuesto diepoxidico que reaccione con una gama de grupos terminales del
alcoxisilano unido al é6xido y con una amplia gama de grupos en los polimeros de puente previstos. Otra posibilidad en la
reaccion indirecta es activar el grupo terminal, por ejemplo convirtiendo el amino terminal en isocianato terminal
mediante una reaccion con cloruro de tionilo.

En la reaccién directa alternativa, el grupo terminal del alcoxisilano puede sufrir condensacién con grupos
disponibles del polimero de puente, por ejemplo una reaccion formadora de amida o éster. Por tanto, un alcoxisilano que
tenga un terminal hidroxi o amino puede hacerse reaccionar con un polimero de puente que tenga grupos carboxilo
disponibles, por ejemplo carboximetilcelulosa. En la misma medida, un alcoxisilano que tenga un terminal carboxilo o
anhidrido acido puede hacerse reaccionar con grupos hidroxilo del polimero de puente previsto.

La funcién del polimero de puente, que es al menos un oligbmero, es en primer lugar proporcionar sitios que
pueden unirse covalentemente a los grupos reactivos del alcoxisilano directamente o a través de un grupo intermedio,
como se describié anteriormente, y también proporcionar sitios de acoplamiento para el material biolégicamente activo
que se va a afiadir después. Cada molécula del polimero de puente es relativamente grande comparada con el
alcoxisilano y tiene una multiplicidad de sitios de acoplamiento, de forma que el uso del polimero de puente permite unir
una cantidad relativamente alta de material biolégicamente activo al implante de estenosis con cierta estabilidad, por
ejemplo de forma que se libere sélo lentamente hacia los fluidos fisiolégicos y que tenga propiedades de liberacién lenta
cuando esta in situ en el cuerpo.

Los carbohidratos comprenden una clase de polimeros que son adecuados para su uso en la invencion y
pueden incluir oligémeros y polimeros de polisacaridos. Las celulosas quimicamente modificadas son un material
adecuado, por ejemplo carboximetilcelulosa (CMC) que puede utilizarse, por ejemplo en pesos moleculares de 5.000-
1.000.000, preferiblemente de 150.000-500.000. Debido a la viscosidad de las disoluciones acuosas de
carboximetilcelulosa, se emplean disoluciones relativamente diluidas y, por ejemplo, un implante de estenosis
funcionalizado puede hacerse rotar en una disolucion al 0,05% en peso de la sal de sodio de la CMC. Los inventores
han descubierto que se logra un enlace fuerte, permaneciendo la carboximetilcelulosa, que es un material muy
hidrosoluble, presente sobre el implante de estenosis u otro material revestido con 6xido funcionalizado tras un lavado
prolongado, por ejemplo durante 72 horas a temperatura ambiente. La CMC tiene la ventaja de que se va hidrolizando
gradualmente en el cuerpo y, por tanto, tiene la propiedad inherente de liberar cualquier material biol6gicamente activo
acoplado a ella. También pueden utilizarse otros polisacaridos, por ejemplo dextrano o polisacaridos naturales.

Un material que puede utilizarse es la heparina, que es una sustancia natural que consiste en un polisacérido
con una estructura heterogénea y un peso molecular que varia de aproximadamente 6.000 a 30.000 Dalton (unidades de
masa atdémica). Evita la coagulaciéon incontrolada suprimiendo la actividad del sistema de coagulacién mediante la
formacion de un complejo con la antitrombina (Ill), cuya actividad potencia en gran medida. Aproximadamente una de
cada tres moléculas de heparina contiene una secuencia de estructuras muy especificas con las que se une la
antitrombina con alta afinidad. Cuando se une a la secuencia especifica, las enzimas de coagulacion se inhiben a una
velocidad que es varios 6rdenes de magnitud mayor que en ausencia de heparina. Por tanto, la molécula de heparina no
es en si misma un inhibidor sino que actia como catalizador para los mecanismos de control naturales sin ser
consumida durante el proceso de anticoagulacion. La naturaleza catalitica de la heparina es una propiedad deseable
para la creacion de una superficie bioactiva, porque la heparina inmovilizada no se gasta funcionalmente durante la
exposicion a la sangre sino que sigue siendo un catalizador activo estable sobre la superficie. Ademés de actuar como
polisacarido y como agente anticoagulacion, la heparina también ofrece sitios para la unién de pequefias moléculas
biol6gicamente activas.

También pueden utilizarse otros polimeros que no son carbohidratos que tienen grupos reactivos disponibles,
tales como -OH y -COOH, por ejemplo la sal de sodio del poli(acido acrilico) que tiene un peso molecular de 2.000 o
mayor, y poli(alcohol vinilico). También pueden utilizarse polimeros hiperramificados, véase, Anders Hult et al., Adv.
Polymer Sc., 143 (1999), pp. 1-34, seleccionandose los grupos terminales para que puedan reaccionar con el
alcoxisilano adherido a la capa de éxido del sustrato.

Diversos materiales bioldgicamente activos pueden unirse al polimero de puente. Estos materiales pueden
incluir un segundo polimero que esté unido covalentemente o es atraido iénicamente al polimero de puente por medio
de sitios activos. El segundo polimero puede portar €l mismo un compuesto biolégicamente activo que puede ser igual o
diferente de un compuesto activo de molécula pequefia unido al polimero de puente covalentemente o mediante
atraccion iénica. Por ejemplo, si el polimero de puente en si mismo no tiene propiedades antitrombogénicas, entonces
puede unirse a él un agente antitrombogénico que puede ser un anticoagulante o un agente antiplaquetas.

Los anticoagulantes adecuados incluyen heparina e hirudina, y también puede utilizarse como agente
antiplaguetas una prostaglandina o su andlogo. Por tanto, la heparina puede unirse a un implante de estenosis u otro
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dispositivo implantable que en primer lugar se ha funcionalizado con alcoxisilano y en segundo lugar tiene unido un
polimero de puente que es carboximetilcelulosa u otro carbohidrato. La heparina puede estar en forma modificada, por
ejemplo como se describe en el documento WO 98/55162 de los inventores, y puede estar unida a un carbohidrato u
otro polimero de puente, por ejemplo un conector diepoxidico o de diisocianato, que se hace reaccionar en primer lugar
con sitios en el polimero de puente y en segundo lugar con sitios en la heparina o derivados.

También puede unirse al polimero de puente un compuesto que inhiba la proliferacién de células lisas y la
reestenosis, por ejemplo mitoxantrona o su sal farmacéuticamente aceptable, paclitaxel (taxol) o su analogo, tal como
docetaxel (taxétero), utilizandose el taxano en el implante de estenosis que eluye el farmaco quanam que se ha
sometido a ensayos clinicos, véase también, C. Herdeg et al., Semin. Intervent. Cardiol., 1998: 3, pp. 197-199,
rapamicina o actinomicina D. Se espera que el acoplamiento de un anticoagulante, tal como heparina o hirudina, y un
inhibidor de la proliferacion de células lisas produzca una respuesta muy buena a corto y largo plazo.

El uso de materiales radiomarcados como agentes antiproliferativos también es posible. La unién puede
lograrse simplemente poniendo en contacto el sustrato con una disolucion del material o materiales biolégicamente
activos, y dejando que la afinidad entre el compuesto bioldgicamente activo y el polimero produzca el depdésito requerido
del compuesto activo sobre el sustrato. Una ventaja de esta disposicion es que el compuesto biolégicamente activo
entonces esta disponible para la administracién local y la liberacién gradual en el sitio requerida.

La invencion se ilustra mas a fondo en los siguientes ejemplos.
Ejemplo 1
1. Limpieza

Un implante de estenosis de acero inoxidable disponible en el mercado sobre un soporte se colocod en un
recipiente que contenia NaOH acuoso 0,1 M. Se coloc6é en un bafio ultrasénico (Ultrawave U50, suministrado por
Ultrawave Limited of Cardiff (Reino Unido)) y se sonic6 durante 15 minutos, se enjuagd brevemente en agua
desionizada, seguido de otra sonicacion durante 15 minutos en agua desionizada fresca. Después de un breve
enjuagado final con agua desionizada, la muestra se sec6 durante 60 horas a 130 °C en una estufa y se dejad enfriar en
una atmésfera seca.

2. Funcionalizacion

La muestra enfriada se colocé en un soporte de eje unido a un agitador suspendido y se sumergié en una
disolucion de 10 gotas de acido acético glacial en 190 g de tolueno en un cilindro medidor. Se ajustaron al cilindro un
conducto de nitrégeno y una cubierta de Parafilm (una pelicula autopegable transparente fina) para proporcionar un
manto de nitrégeno sobre la disolucion de tolueno. Con el agitador haciendo rotar el eje a baja velocidad se inyectaron
9,5 ml de N-(3-(trimetoxisilil)propil)etilendiamina (TMSPEA) (Sigma Aldrich Chemical Co.) mediante una jeringa a través
del manto de nitrégeno hacia la disolucion de tolueno, tras lo cual la agitacién continu6 durante 15 minutos. El conducto
de nitrégeno y la cubierta de Parafiim entonces se retiraron, tras lo cual la disolucion de reaccion de tolueno se
reemplazé por tolueno, la muestra se hizo rotar en esta mezcla durante 15 minutos para eliminar cualquier exceso de
reactivo, y se sec6 a 150 °C al vacio (0,9 bares) durante 24 horas. Entonces se volvié a enjuagar con una serie de
disolventes: tolueno, metanol y agua desionizada, haciendo rotar las muestras sobre el soporte en el disolvente durante
aproximadamente 15 minutos cada vece utilizando un agitador suspendido.

3. Acoplamiento de carboximetilcelulosa

Se prepar6 la disolucion de reaccion A y comprende 150 g de una disolucion al 0,5% en peso de Blanose 7H3
SXF (carboximetilcelulosa, Honeywill & Stein Ltd., Sutton, Surrey, Reino Unido) en agua desionizada, a la cual se le
afadieron 0,045 g de hidrocloruro de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (Sigma Aldrich Chemical Co.) con
agitacion. Esta disolucion entonces se acidificé con HCI 1 M hasta un pH de entre 5 a 6. Después de la acidificacion, la
disolucion se dejé en agitacion durante 30 minutos, controlando el pH, tras lo cual estaba lista para utilizar.

La muestra procedente de la funcionalizacion, aun sobre el eje, se ajustd a un agitador suspendido y se
sumergi6 en la disolucion de reaccién A, tras lo cual el soporte de la muestra se hizo rotar durante aproximadamente 4
horas. La muestra entonces se enjuagé en agua desionizada durante un periodo de una hora mientras se rotaba con el
agitador y cambiando el agua de enjuagado cada 15 minutos, tras lo cual se dejé que la muestra escurriera.

4. Acoplamiento de mitoxantrona y liberacion

Se prepar6 una disolucion al 0,01% de mitoxantrona (Sigma Aldrich Chemical Co.) en agua desionizada. Las
muestras se sumergieron cada una en 4 ml de la disolucidn y se dejaron en agitacion en un Spiramix (Denley Spiramix
5) durante aproximadamente 7 horas (las muestras se colocaron en un tubo R.B. de 100*16 mm de polipropileno
aclarado suministrado por Jencons PLC). Después de esto se enjuagaron en agua desionizada hasta que no hubo
evidencia de que la mitoxantrona estuviese siendo eliminada en el agua. Entonces se pipetearon 4 ml de disolucion
salina tamponada con fosfato (PBS) en un tubo de muestras limpio y se afiadid la muestra. Las muestras se dejaron en
esta disolucién durante 1 hora en el Spiramix, tras lo cual se registraron las absorbancias mediante un
espectrofotdmetro a 660 nm. Las disoluciones después se trasladaron de nuevo al tubo de muestras apropiado y se
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afiadieron 5 gotas de acido clorhidrico 1 M desde una pipeta de goteo. Las muestras se dejaron durante 10 minutos
agitdndose en el Spiramix, tras lo cual se registr6 una lectura de la absorbancia. Se obtuvieron mas lecturas después de
1 hora o0 mas para producir un valor para la liberacién completa de mitoxantrona. Las absorbancias registradas para las
disoluciones de liberacion a 660 nm dieron una indicacion de la cantidad de mitoxantrona unida al revestimiento de
carboximetilcelulosa en cada muestra. Mediante el uso de una curva de calibracion que representa graficamente las
concentraciones conocidas de las disoluciones de mitoxantrona frente a la absorbancia de la disolucion a 660 nm, se
determind la concentracion de mitoxantrona de la disolucién de liberacién y, a partir de ésta, la cantidad de mitoxantrona
unida a cada dispositivo. Se obtuvo una absorbancia de 0,09 a 660 nm para la liberaciéon de 1 hora en disolucion salina
tamponada con fosfato, y una absorbancia de 0,17 para la liberacion completa de mitoxantrona. Esto es igual que
aproximadamente 31 microgramos de mitoxantrona unidos al implante de estenosis. Los anteriores resultados
demuestran que la mayoria de la mitoxantrona se ha unido con fuerza al implante de estenosis, de forma que es
probable que se libere solo lentamente bajo condiciones fisiologicas, y también que el compuesto pueda aplicarse en
cantidades que son eficaces para retardar o inhibir el crecimiento celular que conduce a la reestenosis.

Ejemplo 2

Se prepar6 un implante de estenosis de acero inoxidable disponible en el mercado como en el ejemplo 1 hasta
la etapa 2 inclusive, y después se acoplé con una sal de sodio parcial del poli(acido acrilico) como se describe a
continuacion.

Acoplamiento del poli(acido acrilico)

Se prepar6 la disolucién de reaccion B con 150 g de una disolucion acuosa al 0,5% en peso de la sal de sodio
parcial del poli(acido acrilico) (Pm medio aproximadamente 2.000 mediante GPC, contenido en sodio 0,6%, suministrada
como una disolucién al 60% en agua por Sigma Aldrich Chemical Co.). Se ajusté el pH de la disolucion entre 5y 6
mediante la adicion de NaOH acuoso 0,1 M. Después se afiadieron 0,21 g de hidrocloruro de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (Sigma Aldrich Chemical Co.), y la disolucién se dej6 en reposo durante 30 minutos, tras
lo cual estaba lista para usar.

La muestra procedente de la funcionalizacion con TMSPEA, aln sobre el eje, se ajusté a un agitador
suspendido y se sumergié en la disolucion de reaccion B, y el soporte de la muestra se hizo rotar durante
aproximadamente 4 horas. La muestra entonces se enjuagé en agua desionizada con rotacion durante 1 hora,
cambiando el agua de enjuagado cada 15 minutos. La muestra enjuagada se dej6 escurrir.

La muestra entonces se procesé como en la seccion 4 del ejemplo 1, para dar un valor de absorbancia de
0,037 a 660 nm cuando se libera durante 10 minutos en 4 ml de disolucion salina tamponada con fosfato con 5 gotas de
HCI, siendo este valor de absorbancia igual a 7 microgramos de mitoxantrona unidos al implante de estenosis. Los
anteriores resultados demuestran que puede utilizarse el poli(acido acrilico) como alternativa a la carboximetilcelulosa, y
que pueden acoplarse cantidades Utiles de mitoxantrona u otros materiales Utiles al poli(acido acrilico).

Ejemplo 3

Se prepar6 un tubo de intercambio de calor de acero inoxidable como el ejemplo 1 hasta la etapa 2 inclusive, y
después se acoplé con heparina como se detalla a continuacion.

Acoplamiento de heparina

Se preparo la disolucion de reaccion C disolviendo 0,9 g de heparina (heparina sodio, USP/EP/JP liofilizada,
Celsus Laboratories Inc., Cincinnati, EEUU) en 149,1 g de agua desionizada. A esta disolucién se le afiadieron 0,045 g
de hidrocloruro de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (Sigma Aldrich Chemical Co.), tras lo cual la disolucion se
agité para disolver el material afiadido y se ajusté su pH con HCI 1 M entre 5 y 6. La disolucién se dejé en reposo,
controlando el pH, durante 30 minutos, tras lo cual estaba lista para usar.

Las muestras procedentes de la funcionalizacién con TMSPEA, aun sobre el eje, se ajustaron a un agitador
suspendido y se sumergieron en la disolucion de reaccion C, y el soporte de la muestra se hizo rotar durante
aproximadamente 4 horas. Las muestras entonces se enjuagaron en agua desionizada, utilizando el agitador para
hacerlas rotar durante 1 hora, cambiando el agua de enjuagado cada 15 minutos. Después de enjuagar las muestras se
dejaron escurrir y se procesaron como en la seccién 4 del ejemplo 1 para producir los valores de liberacion que
aparecen a continuacion. Los valores de liberacién completos son iguales a 31 y 36 microgramos de mitoxantrona
unidos a los dispositivos revestidos con heparina.

PBS 1 hora PBS + HCI 10 min PBS + HCI 2 horas
Muestra 1 0,035 0,172 0,164
Muestra 2 0,040 0,203 0,194

El anterior ejemplo demuestra el acoplamiento de la heparina a dispositivos funcionalizados.




10

15

20

25

30

35

ES 2355717713

Ejemplo 4

Se prepararon tubos de intercambio de calor de acero inoxidable que imitan a implantes de estenosis de
manera idéntica al ejemplo 1 hasta la etapa de acoplamiento de carboximetilcelulosa, tras lo cual se prepararon tres
concentraciones de Blanose 7H3 SXF (se prepararon disoluciones al 0,1%, al 0,05% y al 0,025% en peso de Blanose
7H3 SXF cada una en 150 ml) a las cuales se le afiadio hidrocloruro de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida al
0,03%, y cada una se acidifico6 como en el ejemplo 1. El resto del procedimiento fue como en el ejemplo 1. Se
determinaron las absorbancias de las disoluciones de liberacion a 660 nm y se determind la correspondiente cantidad de
mitoxantrona unida a partir de una grafica de calibracion. Los valores se tabulan a continuacion.

Concentraciéon  de | PBS 1 hora PBS + HCI 10 min PBS + HCI dil. > 1 | Mitoxantrona unida
7H3 SXF hora (n0)

al 0,1% 0,23 0,57 0,60 110

al 0,05% 0,21 0,52 0,54 98

al 0,025% 0,14 0,37 0,39 71

Los anteriores resultados demuestran que la CMC puede utilizarse en concentraciones relativamente bajas que
son Menos viscosas Yy, por tanto, tienen mejores caracteristicas fisicas para una penetracion uniforme en la malla u otros
intersticios de un implante de estenosis, sin que haya una reduccién proporcional en la cantidad de compuesto activo
gue puede acoplarse al implante de estenosis.

Ejemplo 5

Se repitié el ejemplo 1 con tubos de intercambio de calor de acero inoxidable que retienen muestras después
de cada proceso (limpieza, funcionalizacion, y acoplamiento de carboximetilcelulosa). Estas muestras se tifieron con
mitoxantrona como en la seccion 4 del ejemplo 1, y después se liberd la mitoxantrona en PBS durante 1 hora y con
acido clorhidrico diluido afiadido durante 10 minutos, tomando las lecturas de la absorbancia en un espectrémetro de
UVlvis (véase la tabla a continuacién). Los valores de liberacion finales entonces se convirtieron en cantidad de
mitoxantrona por dispositivo utilizando una grafica de calibracion. Los resultados en la tabla que aparece a continuacion
demuestran que puede observarse un aumento significativo en la captacion de farmaco para los dispositivos tratados
con carboximetilcelulosa.

Muestra PBS 1 hora PBS + HCI diluido 10 min | Mitoxantrona en el tubo
(10)

Limpia 0,02 0,03 55

Funcionalizada con | 0,01 0,01 1,8

TMSPEA

Totalmente tratada 0,18 1,82 331

Los anteriores resultados demuestran que se unen cantidades minimas del material activo a menos que se
sigan los procedimientos de funcionalizacion y de acoplamiento de CMC.
Ejemplo 6

Se prepararon muestras (tubos de intercambio de calor de acero inoxidable) como en el ejemplo 3 (excepto que
se utilizé un tiempo de reaccion de 30 minutos en la funcionalizacion, en lugar de los 15 minutos utilizados en el ejemplo
1) hasta la etapa del acoplamiento de la heparina. El acoplamiento de la heparina se realizé a cuatro niveles diferentes
de hidrocloruro de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) como se detalla en la siguiente tabla.

Composiciones de la disolucién de reaccion C para el ejemplo 6

Disolucién de reaccion % en peso de heparina % en peso de EDC
1 0,6 0,03
2 0,6 0,09
3 0,6 0,15
4 0,6 0,21

Cada reaccion se realizd utilizando el procedimiento general del ejemplo 3, después se sigui6 hasta la
captacion y liberacion de la mitoxantrona. Las absorbancias de las disoluciones de liberacién se emplearon para
determinar la cantidad de mitoxantrona captada por cada dispositivo, como se muestra en la tabla a continuacion.
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Disolucion de reaccion Mitoxantrona captada por el dispositivo (ng)
1 38
2 36
3 38
4 42

Los anteriores resultados demuestran que la cantidad de mitoxantrona captada por el dispositivo al cual se va a
acoplar es relativamente insensible a la proporcién de EDC/heparina dentro de los intervalos ensayados.

Se retuvo un tubo funcionalizado con TMSPEA después de la etapa 2 del proceso en este ejemplo para
comprobar la eficacia de la reaccion. Se emple6 una disolucion de la sal de sodio de la eosina Y para acoplarse con el
grupo amina de la TMSPEA sobre la superficie de la muestra para mostrar de modo visible la cobertura, y después la
liberacion de la eosina Y y su determinacion espectrométrica para determinar la cantidad acoplada.

Acoplamiento de eosina Y

La muestra se coloc6 en un tubo de muestras (tubos R.B. de 100*16 mm de polipropileno aclarado, Jencons
PLC) y se agit6 en el Spiramix (Denley Spiramix 5) en aproximadamente 4-6 ml de una disolucién acuosa al 0,4% de la
sal de sodio de la eosina Y (Sigma Aldrich Chemical Co.) durante aproximadamente 1 hora, tras lo cual la muestra se
enjuagod varias veces con agua desionizada hasta que no se observaron manchas visibles en el enjuagado. De modo
visual, el tubo mostraba una tincion moderadamente rosa y relativamente uniforme.

Cuando se terminé el enjuagado, la muestra se colocé en un tubo de muestras de 50 ml y se pipetearon 4 ml
de NaOH 0,1 M, el tubo de muestras se coloco en el Spiramix y se agité durante aproximadamente 5 minutos. Entonces
se pipetearon 20 ml de agua desionizada a la disolucion y se registro la absorbancia de la disolucion resultante a 517 nm
utilizando un espectrofotémetro. El valor de la absorbancia entonces se convirtié en una cantidad de eosina Y unida a la
muestra utilizando una gréfica de calibracion de las lecturas de absorbancia para cantidades conocidas de la sal de
sodio de la eosina Y. La lectura de la absorbancia para la disolucion de liberacion fue de 0,83 a 517 nm que se
corresponden con 205 ng de eosina Y.

Los anteriores resultados demuestran que la etapa de funcionalizacidon habia funcionado como se deseaba y
gue puede lograrse una cobertura uniforme del dispositivo (implante de estenosis o tubo) con eosina u otro material que
se vaya a acoplar a éste.

Ejemplo 7

Se repitid el ejemplo 3 utilizando un implante de estenosis disponible en el mercado y una disolucion de
heparina/EDC en la etapa de acoplamiento de la composicién utilizada en la disoluciéon de reaccién 1 del ejemplo 6. El
implante de estenosis liberado mostré una unidén de mitoxantrona de 9 microgramos. Se confirmé la equivalencia
practica de un tubo y un implante de estenosis.

Ejemplo 8

Se limpiaron seis muestras (tubos de intercambio de calor de acero inoxidable de Polystan) como en la seccién
1 del ejemplo 1. Las muestras entonces se sumergieron en una disolucion de 2 ml de TMSPEA en 98 g de etanol al 95%
en vlv, que se agitd mediante un agitador magnético durante 3 minutos. Las muestras entonces se retiraron y se
colocaron en una estufa a 110 °C durante 10 minutos. Las muestras se retiraron de la estufa y se reservaron tres
mientras que las otras tres se enjuagaron primero en etanol al 95% en v/v durante 15 minutos, seguido de agua
desionizada durante 15 minutos, utilizando un soporte adecuado ajustado a un agitador suspendido para hacer rotar las
muestras en cada disolvente. Las muestras entonces se trataron utilizando la sal de sodio de la eosina Y, que provoca la
tincion de cualquier grupo funcional amina presente sobre la superficie como se describe a continuacion.

Acoplamiento de eosina Y

Las seis muestras se colocaron en tubos de muestras (tubos R.B. de 100*16 mm de polipropileno aclarado,
Jencons PLC) y se agitaron en el Spiramix (Denley Spiramix 5) en aproximadamente 4-6 ml de una disolucion acuosa al
0,4% de la sal de sodio de la eosina Y (Sigma Aldrich Chemical Co.) durante aproximadamente 1 hora. Después de esto
las muestras se enjuagaron varias veces con agua desionizada hasta que no se observaron manchas visibles en el
enjuagado.

Cuando se termin6 el enjuagado, dos muestras del conjunto enjuagado con etanol y no enjuagado se colocaron
en tubos de muestras de 50 ml y se pipetearon 4 ml de NaOH 0,1 M en cada uno. Los tubos de muestras se colocaron
en el Spiramix y se agitaron durante aproximadamente 5 minutos. Entonces se pipetearon 20 ml de agua desionizada a
cada muestra y se registré la absorbancia de la disolucién resultante a 517 nm utilizando un espectrofotometro de UV/vis
Jenway 6305. Los valores registrados entonces se convirtieron en cantidades de eosina Y unidas a las muestras
utilizando una grafica de calibracién de las lecturas de absorbancia para cantidades conocidas de la sal de sodio de la
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eosina Y. El examen visual del resto de las muestras mostré una tincion en manchas, teniendo la muestra enjuagada
con etanol unas pocas manchas de tincion débil, y teniendo la muestra no enjuagada manchas de tincién sobre el metal.

Muestra Absorbancia a 517 nm Eosina Y unida (ug)
Sin enjuagado 1 0,84 207

Sin enjuagado 2 0,97 239

Enjuagado 1 0,05 12

Enjuagado 2 0,04 10

Los valores para los tubos no enjuagados fueron similares a los observados en el ejemplo 6, pero visualmente
mostraban manchas. Los anteriores resultados, que pretenden ilustrar el procedimiento de cebado del ejemplo 1 del
documento US 5356433, demuestran que no se obtiene una unién util bajo estas condiciones y que la mayoria del
material aparentemente unido esté unido sin fuerza y puede eliminarse con un simple enjuagado.

Ejemplo 9

Se repitié el ejemplo 3 utilizando una sal del poli(acido acrilico) de mayor peso molecular (sal de sodio del
poli(acido acrilico) con un Pm medio de aproximadamente 30.000, Sigma Aldrich Chemical Co.) en lugar del previo, y
utilizando tubos de intercambio de calor como dispositivos de muestra.

Tras la liberacién completa de la mitoxantrona, como en el ejemplo 3, se obtuvo una lectura de la absorbancia
de 0,33 a 660 nm para la disolucién de liberacion, que se corresponde con 60 microgramos del farmaco. Esto demuestra
que puede utilizarse una gama de pesos moleculares del poli(acido acrilico) en el proceso para obtener niveles
utilizables de acoplamiento del farmaco.

Ejemplo 10

Un implante de estenosis de acero inoxidable disponible en el mercado se limpid y se funcionalizé siguiendo el
procedimiento indicado en las secciones 1y 2 del ejemplo 1.

Entonces se preparé un polimero (DK01) como se indica a continuacion.

Procedimiento para la sintesis de DK01

Producto quimico Suministrador n° de catalogo
tolueno anhidro Aldrich 24.451
polipropilenglicol terminado con diisocianato de tolileno (PPGTDI), | Aldrich 43.349-7

Pm =2.300

polidimetilsiloxano terminado con bis(3-aminopropilo) (PDMSBAP), | Aldrich 48.169

Pm = 27.000

(3-aminopropil)trimetoxisilano Aldrich 28.177-8
nitrégeno Air Products

1. Se prepar6 una disolucion de PDMSBAP (5,00 g) en tolueno anhidro (63,5 g).
2. Se preparé una disolucion de PPGTDI (1,00 g) en tolueno anhidro (63,5 g).

3. La disolucién de PPGTDI se afiadié lentamente a la disolucién de PDMSBAP con mezclado bajo un manto
de nitrégeno.

4. La mezcla de reaccion se dejo en agitacion durante 90 min y después se afiadio (3-
aminopropil)trimetoxisilano (0,75 g).

5. La disolucién de reaccion se mezclé durante una hora mas.

La reaccién para producir DO01 se muestra en la figura 1.

Procedimiento para tratar una superficie cebada

El implante de estenosis seco se sumergié en una disolucion (disolucion A) de polimero “DK01” y colchicina (un
compuesto bioactivo) y se retird lentamente para producir un revestimiento uniforme de la disolucién. La muestra al
principio se seco al airte antes de colocarse en una estufa a 75 °C durante 21 horas.

Disolucién A: se disolvieron 0,20 g de colchicina (suministrada por Sigma-Aldrich Chemical Co.) en 2-propanol
(suministrado por Sigma-Aldrich Chemical Co.) para producir 10,09 g de una disolucién, después se afadieron 10,11 g
de una disolucién DK01a (al 5% en tolueno), y la mezcla resultante se mezclé.
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La muestra entonces se sumergio en agua desionizada durante 30 segundos, el exceso de agua se retiré con
un pafiuelo de papel, y la muestra se secd a 50 °C durante 30 minutos.

La figura 2 muestra una representacion esquematica de lo que se cree que pasa en la superficie del sustrato.
Como resultado del curado, los grupos funcionales reactivos del polimero reaccionan con la superficie funcionalizada y
también con otros grupos funcionales en la molécula.

Sin querer limitarse por la teoria, se cree que los grupos trimetoxisililo sin reaccionar sobre la superficie cebada
se hidrolizan para producir grupos hidroxilo. Estos entonces proporcionan un sitio con el que pueden reaccionar los
grupos terminales trimetoxisililo del polimero DKO1. Como alternativa menos preferida, el polimero DKO1 puede
reaccionar con grupos hidréxilo u 6xido colgantes sobre una superficie no cebada.

Procedimiento para ensayar las propiedades de liberacién de farmacos

El implante de estenosis se colocé en un tubo que contenia 4 ml de disolucién salina tamponada con fosfato
(preparada a partir de comprimidos suministrados por Sigma-Aldrich Chemical Co., disolviendo 1 comprimido en 200 ml
de agua desionizada) y se agitd. Se tomaron muestras de la disolucién salina a intervalos, y se determiné su contenido
en colchicina controlando su absorbancia a 350 nm utilizando espectrometria de UV/vis. Se construy6é una gréfica de
calibracién para diversas concentraciones de colchicina (de 4 a 99 microgramos) en disolucién frente a la absorbancia
de la disolucion a 350 nm para convertir la absorbancia de liberacién de la muestra en valores de liberacién del farmaco
en microgramos por implante de estenosis. La grafica de la colchicina liberada frente al tiempo de liberacién se muestra
en la figura 3. Esto demuestra que el polimero DKO1 es un material adecuado para la carga y la liberacion lenta de
colchicina.

Ejemplo 11

Un implante de estenosis de acero inoxidable disponible en el mercado se limpioé y se funcionalizé siguiendo el
procedimiento de las secciones 1y 2 del ejemplo 1.

Entonces se preparé un polimero (DKO5) como se indica a continuacion.

Procedimiento para la sintesis de DK05

Producto quimico Suministrador n° de catalogo Cantidad

tolueno anhidro Aldrich 24.451 119 g (138
ml)

polipropilenglicol terminado con diisocianato de tolileno, | Aldrich 43.349-7 3549

Pm = 2.300

polidimetilsiloxano terminado con bis(3-aminopropilo), | Aldrich 48.169 17549

Pm = 27.000

nitrégeno Air Products

1. Todos los objetos de cristal se secaron a fondo antes de su uso.

2. Se preparé una disolucién de polidimetilsiloxano terminado con bis(3-aminopropilo) (17,5 g) en tolueno (69
ml) en un matraz de fondo plano y se purgd con nitrégeno. La disolucion se mezcl6 hasta que el polimero se
disolvié completamente.

3. También se prepar6 una disolucion de polipropilenglicol terminado con diisocianato de tolileno (3,5 g) en
tolueno (69 ml) en un matraz de fondo plano y se purg6 con nitrogeno. La disoluciéon se mezclé hasta que el
polimero se disolvié completamente.

4. Un matraz de tres bocas se equip6 con un embudo de goteo, una barra de agitacion magnética, un
suministro de nitrégeno y una botella Dreschel llena de glicerol en la salida del nitrégeno.

5. La disolucion de polidimetilsiloxano terminado con bis(3-aminopropilo) se afiadié al matraz y la disolucién de
polipropilenglicol terminado con diisocianato de tolileno se afiadi6é al embudo de goteo.

6. La disolucién de polipropilenglicol terminado con diisocianato de tolileno se afiadio lentamente a la
disolucion de polipropilenglicol terminado con diisocianato de tolileno, y se continué el mezclado durante 90
min mas.

7. La disolucién de polimero resultante entonces se conservo en un matraz de fondo plano equipado con un
Subaseal bajo una atmésfera de nitrégeno.

La reaccidn para producir DKO5 se muestra en la figura 4.

Procedimiento para tratar una superficie cebada

Se reviste DKO5 sobre la superficie y se cura de modo que los grupos terminales reactivos reaccionen con la
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superficie funcionalizada y también con grupos en el esqueleto del polimero. El farmaco se carga hinchando el polimero
con la disolucién del farmaco y después retirando el disolvente para dejar el farmaco en el revestimiento. El proceso se
muestra de modo esquematico en la figura 5, y los detalles completos del proceso son los siguientes.

El implante de estenosis funcionalizado y seco se sumerge en una disolucion al 5% en p/p de DKO05 en tolueno
y se retira lentamente para producir un revestimiento uniforme. La muestra primero se seca al aire antes de colocarla en
una estufa a 75 °C a presion reducida (aproximadamente 0,8 mbar) durante 24 horas.

El implante de estenosis entonces se enjuaga sumergiéndolo en 3 partes alicuotas de 2-propanol durante 3 x
10 min, seguido de una inmersién en 3 partes alicuotas de 2-propanol:agua desionizada (1:1, en v/v) durante 3 x 10 min.
El implante de estenosis entonces se seca a 75 °C a presion reducida (aproximadamente 0,8 mbar) durante 24 horas.

El implante de estenosis revestido con polimero se colocé en una disolucién al 1% de colchicina en tolueno:2-
propanol (1:1, en v/v) durante aproximadamente 2 horas, seguido de un secado al aire antes de colocarlo en una estufa
a 75 °C a presion reducida (-0,8 mBar) durante 24 horas. El implante de estenosis entonces se enjuaga en agua
desionizada durante 1 min, seguido de un secado a 75 °C a presion reducida (aproximadamente 0,8 mbar) durante al
menos 2 horas.

Sin querer limitarse por la teoria, se cree que los grupos terminales isocianato del polimero reaccionan con los
grupos amina en la capa de cebador, para unir covalentemente el polimero a la superficie. Esto se muestra en la figura
6, en la que se muestra el grupo terminal del polimero y no la estructura completa del polimero.

El anclaje del polimero a la capa de cebador puede realizarse a través de un grupo terminal del polimero o
ambos grupos terminales pueden reaccionar con la superficie como se muestra en la figura 7.

Cuando el implante de estenosis ha sido revestido, el revestimiento se cura a 75 °C durante aproximadamente
24 horas. Durante esta etapa de curado, los grupos terminales isocianato reaccionan con los grupos urea en la cadena
polimérica y esto conduce a una reticulacion a través de grupos biuret. Esto se muestra en la figura 8.

Procedimiento para ensayar la liberacion de farmacos

(a) Efecto de la identidad del disolvente

1. Se funcionalizaron 8 tubos de intercambio de calor de acero inoxidable como se describié previamente.

2. Los tubos se sumergieron en una disolucion al 5% de DKO5 en THF y después se secaron durante la noche
a 75 °C al vacio.

3. Los tubos se enjuagaron al dia siguiente con tolueno (15 min), 2-propanol (15 min), agua desionizada (15
min) y después con 2-propanol (5 min). Los tubos se secaron al aire durante la noche a temperatura ambiente.

4. Se sumergieron 4 de los tubos revestidos en una disolucién al 1% de colchicina en 2-propanol y 4 se
sumergieron en una disolucion al 1% de colchicina en 2-propanol:tolueno (1:1) durante 2 horas.

5. Los tubos entonces se secaron durante la noche a 50 °C y después se sumergieron en agua desionizada
durante 30 s y después se volvieron a secar a 50 °C durante 2-3 horas.

6. Cada tubo entonces se coloc6 en 4 ml de disolucion salina tamponada con fosfato (PBS) y se agitaron.

7. La disolucion de PBS se analiz6 a intervalos utilizando espectroscopia de UV/vis. Se registré la absorbancia
de la disolucion a 354 nm y esta absorbancia se convirtié en liberacion de farmaco por tubo utilizando una curva de
calibracién. La liberacion de farmaco por tubo se representd graficamente frente al tiempo y esto se muestra en la
gréfica de la figura 9.

(b) Efecto de la concentracion dek compuesto bioactivo

1. Se funcionalizaron 8 tubos de intercambio de calor de acero inoxidable como se describi6 previamente.

2. Los tubos se sumergieron en una disolucion al 5% de DKO5 en THF y después se secaron durante la noche
a 75 °C al vacio.

3. Los tubos se enjuagaron al dia siguiente con tolueno (15 min), 2-propanol (15 min), agua desionizada (15
min) y después con 2-propanol (5 min). Los tubos se secaron a 50 °C durante 2 horas.

4. Se sumergieron 4 de los tubos revestidos en una disolucién al 1% de colchicina en 2-propanol:tolueno (1:1) y
4 de los tubos revestidos se sumergieron en una disolucion al 2% de colchicina en 2-propanol:tolueno (1:1). Los tubos
entonces se dejaron en las disoluciones durante 2 horas y después se secaron durante la noche a 75 °C al vacio.

5. Los tubos entonces se sumergieron en agua desionizada durante 1 min y después se secaron a 75 °C al
vacio durante 2,5 horas.

6. Cada tubo entonces se coloc6 en 4 ml de disolucién salina tamponada con fosfato (PBS) y se agitaron.

7. La disolucion de PBS se analiz6 a intervalos utilizando espectroscopia de UV/vis. Se registré la absorbancia
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de la disolucion a 354 nm y esta absorbancia se convirtié en liberacién de farmaco por tubo utilizando una curva de
calibracién. La liberacion de farmaco por tubo se representé graficamente frente al tiempo y esto se muestra en la
grafica de la figura 10.

(c) Efecto del nUmero de capas del revestimiento

1. Se funcionalizaron 8 tubos de intercambio de calor de acero inoxidable como se describié previamente.

2. Los tubos se sumergieron en una disolucién al 5% de DKO5 en THF y después se secaron durante 2 horas a
75 °C al vacio.

3. En esta etapa cuatro de los tubos recibieron una capa mas y después todos los tubos se secaron a 75 °C al
vacio durante la noche.

3. Los tubos se enjuagaron al dia siguiente con tolueno (15 min), 2-propanol (15 min), agua desionizada (15
min) y después con 2-propanol (5 min). Los tubos se secaron a 75 °C al vacio durante 2 horas.

4. Entonces se sumergieron los tubos en una disolucion al 1% de colchicina en 2-propanol:tolueno (1:1) durante
90 min, seguido de un secado a 75 °C al vacio durante la noche.

5. Los tubos entonces se sumergieron en agua desionizada durante 1 min y después se secaron a 75 °C al
vacio durante 2,5 horas.

6. Cada tubo entonces se coloc6 en 4 ml de disolucion salina tamponada con fosfato (PBS) y se agitaron.

7. La disolucion de PBS se analiz6 a intervalos utilizando espectroscopia de UV/vis. Se registré la absorbancia
de la disolucion a 354 nm y esta absorbancia se convirtié en liberacién de farmaco por tubo utilizando una curva de
calibracién. La liberacion de farmaco por tubo se representd graficamente frente al tiempo y esto se muestra en la
gréfica de la figura 11.

Ejemplo 12
Se prepar6 un polimero (DK08) como se indica a continuacion.

Procedimiento para la sintesis de DK08

Producto quimico Suministrador n° de catalogo Cantidad
THF anhidro Aldrich 16.656-2 172 ml
isocianato de 3-(trietoxisilil)propilo Aldrich 41.336-4 729
poli(vinilbutiral-co-alcohol vinilico-co-acetato de vinilo), | Aldrich 18.256-7 20,0¢g
Pm = 50.000-80.000

nitrégeno Air Products

1. Se secd el poli(vinilbutiral-co-alcohol vinilico-co-acetato de vinilo) (20 g) durante la noche a 50 °C en un
matraz de fondo redondo de tres bocas.

2. Se afiadié THF (172 ml) al polimero y se dejé disolver durante unas pocas horas.

3. El matraz de tres bocas se equip6 con un termémetro, una barra agitadora suspendida, un suministro de
nitrégeno y una botella Dreschel llena de glicerol en la salida de nitrégeno. El matraz se coloc6 en un manto de
calentamiento.

4. La disolucion se agité con una purga de nitrdgeno mientras se afiadio isocianato de 3-(trietoxisilil)propilo (7,2
9)-

5. La disolucion se calent6 hasta 30-40 °C durante 1,5 horas, seguido de no calentar durante 16 horas,
seguido de un calentamiento a 30-40 °C durante 6 horas.

6. La disolucién entonces se conservé bajo una atmosfera de nitrégeno.

El poli(vinilbutiral-co-alcohol vinilico-co-acetato de vinilo) se modificd haciendo reaccionar el grupo hidroxilo de
la unidad de alcohol vinilico con isocianato de 3-(trietoxisilil)propilo. Esto produce un grupo trietoxisilano colgante en el
polimero, que puede reaccionar con cualquier grupo hidroxilo sobre la superficie o puede reticularse con otros grupos
trietoxisilano en otras cadenas poliméricas. Lo que se cree que es el esquema de reaccion se muestra en la figura 12.

Un producto bioactivo puede mezclarse con el polimero antes del revestimiento. Esto produce un revestimiento
secado sobre la superficie del polimero mezclado con el compuesto bioactivo. Cuando el revestimiento de
polimero/compuesto bioactivo se sumerge en un medio acuoso, el compuesto bioactivo lixivia hacia fuera porque el
medio acuoso difunde hacia el interior del revestimiento, disolviendo el compuesto bioactivo y después difundiendo hacia
fuera.
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Ejemplo 13

Este sistema se diferencia de los otros descritos hasta este punto porque los grupos reactivos estan presentes
sobre la superficie y no sobre el polimero. El farmaco se carga con el polimero, y el revestimiento se ancla al metal
mediante enlaces covalentes a través del grupo trietoxisililo sobre la superficie que reacciona con el grupo hidroxilo del
polimero. Como el polimero es inerte, no hay riesgo de que el polimero reaccione con el farmaco durante el
revestimiento.

Procedimiento para la sintesis de DK09

1. Una placa de acero inoxidable se sonic6 en 2-propanol durante 15 min y después en agua desionizada
durante 15 min, seguido de un secado durante la noche a 130 °C.

2. La placa se funcionalizé como en el ejemplo 2.

3. El grupo amino en el acero funcionalizado entonces se hizo reaccionar con el grupo isociano del isocianato
de 3-(trietoxisililo) para formar un enlace urea, produciendo grupos trietoxisililo sobre la superficie. Esto se realizd
afiadiendo la placa de acero inoxidable a una disolucion de isocianato de 3-(trietoxisililo) (9 ml) en tolueno anhidro (219
ml). La placa se sumergié en la disolucién durante 15 min bajo un manto de nitrégeno.

4. La placa entonces se enjuagé en tolueno anhidro durante 15 min antes de conservarse en un desecador al
vacio durante la noche.

5. La placa entonces se revistié sumergiéndola en 10 g de una disolucion al 15% en p/p de poli(vinilbutiral-co-
alcohol vinilico-co-acetato de vinilo) en 2-butanona que contenia 1 mg de rapamicina.

6. La placa se sec6 a 75 °C a presion reducida durante la noche.

7. Se afiadieron 20 mg de revestimiento a la lamina de acero inoxidable, lo cual indica que estaban presentes
13 g del farmaco.

Lo que se cree que es el esquema de reaccion se muestra en la figura 13.

Aunque puede demostrarse que el farmaco esta presente retirando el revestimiento de la lamina de acero
inoxidable en 2-propanol, no se liber6 farmaco del revestimiento en una disolucién salina tamponada con fosfato.

Ejemplo 14

Se traté una superficie de metal como en el ejemplo 13 pero con la adicién al revestimiento de un polimero
hidrofilo (polietilenglicol):

1. Se limpiaron tiras de acero inoxidable de aproximadamente 6-8 mm de anchura en IPA con ultrasonido
durante 15 min, seguido de un secado a 130 °C durante 30 min.

2. La placa se funcionalizé como en el ejemplo 2.

3. El grupo amino en el acero funcionalizado entonces se hizo reaccionar con el grupo isociano del isocianato
de 3-(trietoxisililo) para formar un enlace urea, produciendo grupos ftrietoxisililo sobre la superficie. Esto se realizo
afiadiendo la placa de acero inoxidable a una disolucion de isocianato de 3-(trietoxisililo) (9 ml) en tolueno anhidro (219
ml). La placa se sumergié en la disolucién durante 15 min bajo un manto de nitrégeno.

4. La placa entonces se enjuago en tolueno anhidro durante 15 min antes de conservarse en un desecador al
vacio durante la noche.

5. Se preparé una disolucién al 20% en p/p de poli(vinilbutiral-co-alcohol vinilico-co-acetato de vinilo) en 2-
butanona (disolucién A) y una disolucién al 10% en p/p de polietilenglicol en 2-butanona (disolucién B).

6. Se prepard una formulacion (disolucion C) con la disolucion A y la disolucién B (4:1, en p/p) y se mezclo
durante 30 min. La disolucidn final tenia una concentracion del 15% en p/p.

7. Se afiadid colchicina (30 mg) a la disolucion C (2 g) y se sometio a ultrasonidos durante 5 min, para producir
la disolucién D.

8. Las tiras funcionalizadas se sumergieron en la disolucion D y se retiraron a una velocidad constante para
producir un revestimiento uniforme.

9. Las tiras revestidas se mantuvieron sobre una placa caliente durante aproximadamente 15-30 s para evitar
un enfriamiento evaporativo.

10. Las tiras se dejaron secar al aire durante 30 min.
11. Las tiras se colocaron en una estufa a 50 °C durante 1 hora.
12. Las tiras se colocaron en una estufa de vacio a 50 °C, aproximadamente 800 mbar durante 1 hora.

13. Cada tira se enjuagod en agua desionizada durante 1 minuto con 1 cambio de agua.
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14. La colchicina se liberd colocando las tiras en 4 ml de disolucion salina tamponada con fosfato (PBS), se
colocaron en un Spiromix y se midio la absorbancia a 350 nm a lo largo de un periodo de 100 horas.

15. Al final de este periodo, las muestras se colocaron en 2-propanol durante 10 min sometiéndolas a
ultrasonidos para liberar el farmaco remanente.

El perfil de liberacion en una disoluciéon de PBS de una tira tipica se muestra en la figura 14. La cantidad total
de farmaco liberada después de la sonicacion en 2-propanol fue de 320 pg de colchicina.

Se ha demostrado que un revestimiento de poli(vinilbutiral-co-alcohol vinilico-co-acetato de vinilo) y colchicina,
pero sin polietilenglicol, no libera el farmaco hacia la disoluciéon salina tamponada con fosfato. La retirada del
revestimiento de la lamina de acero inoxidable en 2-propanol demostré6 que el farmaco estaba presente en el
revestimiento. La adicion de polietilenglicol aumenté la hidrofilidad del revestimiento, lo cual aumenté la capacidad del
revestimiento para liberar el farmaco. Esto demuestra cédmo puede controlarse la cinética de liberacion del farmaco
controlando la proporcién de hidrofilidad/hidrofobicidad del revestimiento.

Ejemplo 15

Este muestra el uso del THF como disolvente aprético adecuado para la etapa de funcionalizacion 2 en el
ejemplo 1 mediante la tincion con eosina Y de la capa funcionalizada como en el ejemplo 6.

Limpieza

Un tubo de acero inoxidable se colocé en un soporte adecuado y se colocé en un recipiente que contenia 2-
propanol. El recipiente se colocé en un bafio ultrasénico (Ultrawave U50, suministrado por Ultrawave Limited of Cardiff,
Reino Unido) y se sonicé durante 15 minutos. La muestra se secé durante 16 horas a 130 °C en una estufa.

Funcionalizacién

La muestra se funcionaliz6 como en la secciéon 2 del ejemplo 1, excepto que se utilizaron 190 g de
tetrahidrofurano (calidad HPLC, suministrado por Sigma Aldrich Chemical Co.) en lugar de tolueno para la disolucion de
funcionalizacion, y el secado después de la funcionalizacion se realizé a 50 °C durante 24 horas en una estufa.

Tincién con eosina Y

Después de secar durante 2 horas a 50 °C, la muestra se tifié con una disolucién de eosina Y, se estudio de
modo visual y después se liber6 como se detalla en la seccion de acoplamiento de eosina Y del ejemplo 6.

La lectura de la absorbancia para la disolucion de liberacién fue de 0,19 a 517 nm.

Esto demuestra el uso del tetrahidrofurano como disolvente de funcionalizacién apraético.
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REIVINDICACIONES

1.- Un procedimiento para tratar un articulo que tiene 6xido u hidréxido sobre su superficie, comprendiendo dicho
procedimiento las etapas de:

cebar dicha superficie poniéndola en contacto con un alcoxisilano en un disolvente orgéanico aprético en presencia de un
catalizador acido para que las moléculas de alcoxisilano reaccionen con el 6xido o hidroxido de dicha superficie para formar
enlaces covalentes, comprendiendo el alcoxisilano uno o mas grupos amino, hidroxilo, acido carboxilico o anhidrido &cido; y
acoplar covalentemente un polimero a dicha superficie cebada a través de dicho alcoxisilano.

2.- Un procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la superficie se ceba con un alcoxisilano de férmula
(RO)3Si(R1X), en la que R representa metilo, etilo o propilo, y R representa alquilo C,-C1y en el que uno 0 mas grupos
metileno pueden estar reemplazados por -NH- u -O-, cicloalquilo o cicloalquilalquilo C,-C,q, aralquilo o arilo monociclico o
biciclico C,-C,9, y X representa amino, hidroxilo, acido carboxilico o anhidrido acido.

3.- Un procedimiento segun la reivindicacion 2, en el que el alcoxisilano es un compuesto en el que R! representa alquilo C,-
Cyoen el gue uno o mas grupos metileno estan opcionalmente reemplazados por -NH-, y X representa -NH-.

4.- Un procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el alcoxisilano es N-(3-
(trimetoxisilil)propil)etilendiamina o N-(trietoxisilil)etilendiamina.

5.- Un procedimiento segln una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho polimero incluye dos
grupos isocianato.

6.- Un procedimiento segun la reivindicacién 5, en el que los grupos isocianato estan en cualquiera de los extremos del
polimero.

7.- Un procedimiento segun la reivindicacion 5 6 6, en el que dicho polimero es un producto de la reaccion de 1 mol de
una diamina y dos moles de un diisocianato, reaccionando cada grupo amina con un grupo isocianato para formar un
enlace urea.

8.- Un procedimiento segun la reivindicacion 7, en el que dicha diamina es un polimero de formula A:
HaN-(CHy)-Si(R%);-0-[Si(R?);-Ol1-Si(R?)2~(CH2)mNH,
en la que:

R? representa un grupo alquilo que tiene de 1 a 30 atomos de carbono, un grupo arilo, un grupo alquilarilo, un
grupo polialquilenoxi, o un grupo haluro,

m es un nimero del 1 al 12,y
n es un numero del 1 al 5.000.

9.- Un procedimiento segun la reivindicaciéon 7 u 8, en el que dicho diisocianato es un polimero de formula B:
OCN-R*NHCO,-[CHR*CH,-0],-CONH-R*-NCO

en la que:

R® representa un grupo alquilo o cicloalquilo que tiene de 1 a 12 atomos de carbono, un grupo arilo o un grupo
alquilarilo,

R* representa hidrégeno, metilo, etilo o propilo; y
p es un namero del 1 al 200.000.
10.- Un procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que R® es alquilfenilo.

11.- Un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, en el que dicho diisocianato es poli[1,4-
fenilendiisocianato-co-poli(1,4-butandiol)]diisocianato:

- —

O

- ¥

poli(1,4-butandiol) terminado con diisocianato de isoforona,
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poli(1,4-butandiol) terminado con 2,4-diisocianato de tolileno,
poli(adipato de etileno) terminado con 2,4-diisocianato de tolileno, o
poli(éxido de tetrafluoroetileno-co-éxido de difluorometileno)diisocianato.

12.- Un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho polimero incluye al menos un
grupo alcoxisilano colgante.

13.- Un procedimiento segun la reivindicacién 12, en el que dicho polimero tiene dos grupos alcoxisilano, uno en cada
extremo del polimero.

14.- Un procedimiento segun la reivindicacién 13, en el que dicho polimero es el producto de la reaccién de un
diisocianato y una molécula de férmula (RO)3Si(R1)NH2, enlaque Ry R! son como se define en la reivindicacion 2.

15.- Un procedimiento segun la reivindicacion 14, en el que dicho diisocianato es un producto de la reaccién de 1 mol de
una diamina y dos moles de un diisocianato, reaccionando cada grupo amina con un grupo isocianato para formar un
enlace urea.

16.- Un procedimiento segun la reivindicacién 15, en el que dicha diamina es un polimero de féormula A y dicho
diisocianato es un polimero de férmula B segln se define en una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10.

17.- Un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16, en el que R es metilo y R'es propilo.

18.- Un procedimiento segun la reivindicacion 12, en el que dicho polimero es un producto de la reaccién de una
molécula de formula C:

NCO-R’-Si(OR%),

en la que R® representa un grupo alquilo que tiene de 1 a 6 atomos de carbono, y R® representa metilo o etilo, y un
polimero de férmula D:

H3C-(R")x-(CHOHCH,),-(CH,CHOCOR?®),-CHs
en la que:

R’ y R® representan independientemente alquilo o cicloalquilo de 1 a 6 atomos de carbono o un arilo o
alquilarilo, en la que uno o mas de los atomos de carbono de R’ o R® pueden estar sustituidos con atomos de O, S o N,

Y X, ¥, ¥ Z son independientemente nameros del 1 al 200.000,
reaccionando el grupo isocianato de férmula C con el grupo hidroxilo de formula D para formar un uretano.
19.- Un procedimiento segun la reivindicacion 18, en el que R es propilo, y R® es etilo.

20.- Un procedimiento segin la reivindicacién 18 6 19, en el que R’ representa 2-propil-4-metil-1,3-dioxano, y R®
representa metilo.

21.- Un procedimiento segun la reivindicacion 18, en el que la férmula D es un copolimero de vinilbutiral, alcohol vinilico
y acetato de vinilo.

22.- Un procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho polimero es un carbohidrato,
poli(acido acrilico), poli(alcohol vinilico), un polimero hiperramificado, un anticoagulante, o un agente antiproliferativo.

23.- Un procedimiento segun la reivindicacion 22, en el que dicho polimero es celuldsico.

24.- Un procedimiento segun la reivindicacion 23, en el que el alcoxisilano tiene un grupo amino, y el polimero es
carboximetilcelulosa.

25.- Un procedimiento segun la reivindicacion 22, en el que dicho polimero es heparina.

26.- Un procedimiento segun la reivindicacion 22, en el que el agente antiproliferativo es mitoxantrona, un taxol, o un
material radiomarcado.

27.- Un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que:
(a) la superficie se ceba poniéndola en contacto con dicho alcoxisilano que tiene un grupo amino,

(b) la superficie cebada se hace reaccionar con una molécula que tiene un grupo isocianato y un grupo
alcoxisilano colgante, de forma que el grupo isocianato reacciona con dicho grupo amino para formar un enlace urea, y

(c) un polimero que tiene al menos un grupo hidroxilo colgante se acopla covalentemente a la superficie
mediante una reaccion entre el grupo hidroxilo y dicho grupo alcoxisilano colgante.

28.- Un procedimiento para tratar un articulo que tiene grupos amino en su superficie, comprendiendo dicho
procedimiento las etapas de:

() hacer reaccionar la superficie con una molécula que tiene un grupo isocianato y un grupo alcoxilano
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colgante, de forma que el grupo isocianato reacciona con dicho grupo amino para formar un enlace urea, y

(b) acoplar covalentemente un polimero que tiene al menos un grupo hidroxilo colgante a la superficie mediante
una reaccion entre el grupo hidroxilo y dicho grupo alcoxisilano colgante.

29.- Un procedimiento segun la reivindicacién 27 6 28, en el que la molécula que tiene un grupo isocianato y un grupo
alcoxisilano colgante tiene la férmula C segln se define en la reivindicacion 18 6 19.

30.- Un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 27 a 29, en el que el polimero que tiene al menos un
grupo hidroxilo colgante tiene la férmula B segun se define en la reivindicacion 18, 20 6 21.

31.- Un procedimiento para tratar un articulo que tiene grupos amino en su superficie, comprendiendo dicho
procedimiento las etapas de:

acoplar covalentemente un polimero a dicha superficie, en el que el polimero es dicho polimero definido en una
cualquiera de las reivindicaciones 5 a 11.

32.- Un procedimiento para tratar un articulo que tiene 6xido o hidréxido en su superficie, comprendiendo dicho
procedimiento las etapas de:

acoplar covalentemente un polimero a dicha superficie,

o cebar dicha superficie poniéndola en contacto con un alcoxisilano en un disolvente organico aprético en presencia
de un catalizador &cido para que las moléculas de alcoxisilano reaccionen con el 6xido o hidroxido de dicha superficie para
formar enlaces covalentes, y acoplar covalentemente un polimero a dicha superficie cebada a través de dicho alcoxisilano,

en el que el polimero en cada caso es dicho polimero definido en una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 21.

33.- Un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que un compuesto bioactivo se mezcla
con dicho polimero antes de ser acoplado con dicha superficie cebada.

34.- Un procedimiento segun la reivindicacion 33, en el que se forman reticulaciones entre grupos funcionales en dicho
polimero después de que se acople a la superficie.

35.- Un procedimiento segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 32, en el que las reticulaciones se forman entre
grupos funcionales en dicho polimero después de que se acople a la superficie, y después el revestimiento de polimero se
hincha en una disolucién de un compuesto bioactivo para incorporar el compuesto bioactivo en el revestimiento de polimero.

36.- Un procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 33 a 35, en el que las caracteristicas de liberacién del
compuesto bioactivo se controlan incorporando en el revestimiento de la superficie un resto hidréfilo, un resto hidréfobo, un
segmento de copolimero, o sus combinaciones.

37.- Un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 33 a 36, en el que dicho compuesto bioactivo es un
compuesto antiproliferativo, un inmunosupresor, un antimitético, un antiinflamatorio, un inhibidor de metaloproteinasa, un
donante de NO, un estradiol, un agente antiesclerosante, un gen, una célula, un farmaco antisentido, un compuesto
antineoplasico, un compuesto antitrombina, o un inhibidor de la migracion.

38.- Un procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 33 a 36, en el que dicho compuesto bioactivo es
colchicina, rapamicina o mitoxantrona.

39.- Un procedimiento segiin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el articulo esta formado de acero
inoxidable o nitanol.

40.- Un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el articulo es un implante de
estenosis coronario, o un implante de estenosis periférico.
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