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@ Resumen:

Polimeros hidréfilos como sistemas de liberacion de
compuestos bioactivos en mallas de aplicacion
quirdrgica.

La presente invencidn se refiere a una prétesis de
malla que comprende una malla médica impregnada
con un copolimero acrilico bioactivo, caracterizada
porque la cantidad de copolimero acrilico bioactivo
esta entre el 5y el 40% p/p respecto al total y el
copolimero acrilico bioactivo comprende: entre un 30
y un 95 % p/p de uno o varios monémeros con grupos
hidroxilo; entre un 5y un 55 % p/p de uno o varios
mondmeros con grupos sulfénicos; y entre 0,01 % y
un 50% p/p de un agente bioactivo, y al uso de dicha
protesis de malla intervenciones quirargicas para la
reparacion de procesos herniarios.
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DESCRIPCION

Polimeros hidréfilos como sistemas de liberacién de compuestos bioactivos en mallas de aplicacion quirtirgica.

La presente invencién se refiere al desarrollo de sistemas de liberacién de agentes bioactivo, preferiblemente anti-
bidticos, en base a polimeros hidréfilos para ser utilizados como recubrimientos de prétesis en forma de malla polimé-
rica con especial interés en aplicaciones quirirgicas abdominales. Por lo tanto la presente solicitud se engloba dentro
del campo de la medicina.

Estado de la técnica anterior

La reparacién de procesos hemiarios es una de las intervenciones quirdrgicas mas frecuentes en cirugia general por
detras de la de cataratas en EEUU. Cuando se intervienen grandes defectos de la pared abdominal: hernias incisionales,
(generalmente secundarias a laparotomias previas), eliminacién de tumores, etc. La colocacién de un biomaterial de
sustitucion y/o refuerzo estd hoy en dia casi plenamente consensuado por parte de todos los cirujanos. La introduccién
por primera vez de una malla de polipropileno por Uscher en 1962 fue considerado uno de los mejores avances conse-
guidos en esta cirugia [Uscher, Hernia repair with marlex mesh. Arch Surg., 1962. 84: p. 325-8).]. Los efectos positivos
derivados del uso de mallas abdominales ha estimulado la bisqueda de mallas 6ptimas con alta biocompatibilidad y
baja adhesion celular. Existen en el mercado gran cantidad de mallas hechas de materiales sintéticos reabsorbibles,
no reabsorbibles o de material orgdnico derivado de humanos o de cerdo. Esta amplia variedad de sistemas implica
importantes diferencias en la interaccion de la malla con los microorganismos después de su implantacién. Una de las
mas devastadoras consecuencias del uso de un material prostético es la aparicién de una infeccién. En la reparacién
de grandes hernias donde el paciente se somete a varias intervenciones quirtirgicas, la incidencia de infeccién puede
alcanzar un 10%. Los microorganismos implicados en dichas infecciones corresponden a bacterias de la piel del pa-
ciente, concretamente a Staphylococcus aureus (Sa) y Staphylococcus epidermidis (Se). La infeccion puede alterar la
integracion del biomaterial en el tejido y por tanto el proceso de curacioén del paciente que puede sufrir otra hernia y
por tanto otra operacién. La adhesion de una bacteria a la superficie de un biomaterial es el paso determinante en la
patogénesis de la infeccion. Algunos microorganismos son capaces de formar una biopelicula o biofilm sobre la malla
que los protege del sistema inmunitario y de la accién de lo antibiéticos. La bacteria se envuelve y se protege, con lo
que consigue una adhesion fuerte e irreversible a la superficie del implante sobreviviendo sobre la misma.

Una vez que la malla ha sido infectada no existe tratamiento posible y la tinica solucién es extraer la prétesis. En la
estrategia de prevencion de infeccidn es una buena técnica quirdrgica (menos traumatica), minimizar la contaminacién
durante la cirugia, antibiéticos perioperatorios sistémicos. La administracién de antibidticos sistémicos profildcticos
en monodosis es una medida estdndar y ha demostrado ser una medida eficaz en la cirugia de diversos implantes, entre
ellos los ortopédicos y las prétesis mamarias (Pittet B, Montandon D, Pittet D. Infection in breast implants. Lancet
Infect Dis. 2005 Feb; 5(2):94-106. Review.) pero no en la hernioplastia con malla primaria lo que podria justificar el
uso de la malla como modelo de infeccién local con recubrimiento liberador de antibiético ademads de su simplicidad.
La mejor forma de tratar la infeccién de un implante es prevenir la colonizacién de los microorganismos en las fases
iniciales, evitando la formacién de biofilm, que hace que persistan en el biomaterial a pesar de los tratamientos. Es
necesario prevenir la adhesién inicial de la bacteria y un método es modificar la superficie del implante, recubrién-
dolo de polimeros que liberen antibiético e impidan esa colonizacidn. Hasta la fecha esta aproximacion no ha sido
desarrollada ni experimental ni comercialmente.

En cuanto a los polimeros formadores de recubrimientos los sistemas acrilicos hidréfilos han sido ampliamente
utilizados, concretamente sistemas en base al dcido 2-acrilamido-2-metilpropano sulfénico (AMPS) y/o metacrilato
de 2-hidroxietilo (HEMA). El AMPS es un monémero aniénico, portador de un grupo sulfénico (dcido fuerte) ionizado
en practicamente todo el rango de pHs [Tong Z., L.X., Swelling equilibria and volume phase transition in hydrogels
with strongly dissociating electrolytes. Macromolecules, 1994. 27].

Por otra parte, tanto los polimeros como los copolimeros de HEMA tienen amplias aplicaciones en cirugia y me-
dicina, entre las que cabe destacar: lentes de contacto [Rostoke M. V., L.L., Hema copolymers having high oxygen
permeability., N.P.D. Corp, Editor. 1977: EEUU.], cicatrizantes, recubrimientos hemocompatibles, sistemas de libera-
cion de farmacos, prétesis quirirgicas, membranas de didlisis, cOrneas artificiales ... etc. [Lépez G.P., R.B.D., Rapoza
R.J., Horbett T.A., Plasma deposition of ultrathin films of poly(hydroxyethylmethacrylate): Surface Analysis and pro-
tein adsorption measurements. Macromolecules, 1993. 26(13): p. 3247-3253]. Esto se debe a su capacidad para formar
hidrogeles biocompatibles con una excelente tolerancia y buena estabilidad [Montheard J.P., C.M., Chappard D., 2-
hydroxyethyl methacrylate (HEMA): chemical properties and applications in the biomedical fields. Macromol Sci
Macromol Rev, 1992. 32: p. 1-34],

Descripcion de la invencion

A la vista del estado de la técnica descrito, un primer objeto o aspecto, de la presente invencion es proporcionar una
prétesis de malla que comprende una malla médica impregnada con un copolimero acrilico bioactivo, caracterizada
porque la cantidad de copolimero acrilico bioactivo estd entre el 5 y el 40% p/p (peso/peso) respecto al total y el
copolimero acrilico bioactivo comprende: entre un 30 y un 95% p/p de uno o varios monémeros con grupos hidroxilo;
entre un 5 y un 55% p/p de uno o varios monémeros con grupos sulfénicos; y entre 0,01% y un 50% p/p de un agente
bioactivo.
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Estas protesis tienen la ventaja de que los polimeros son reabsorbidos en pocos dias evitando asi los posibles
efectos secundarios, pero a la vez permitiendo la aplicacién y la dosificacién de forma controlada y localizada de
compuestos bioactivos. Por ejemplo en el caso de que el agente bioactivo sea un antibidtico, estos se liberan de una
manera adecuada para evitar las infecciones post implante en las criticas primeras 48 h. Ademds los recubrimientos
de las prétesis de malla de la invencién demuestran una solubilidad éptima y liberan el principio activo de una manera
adecuada. Si estos recubrimientos tuvieran una solubilidad extremada se disolverian en unos pocos minutos/horas, o
por el contrario si fueran muy insolubles, no dejarian liberar al principio activo.

Adicionalmente, un segundo aspecto de la presente invencidn es un proceso para la manufacturacién de estas
protesis de malla del primer aspecto que comprende al menos las siguientes etapas:

i) se disuelve el copolimero acrilico bioactivo en etanol;
ii) se deposita la disolucién resultante sobre la malla médica;

iii)  se evapora el disolvente, preferiblemente a temperatura ambiente.

Este procedimiento es conocido en el estado de la técnica como “casting” (F. Lecomte J. Siepmann, M. Walther,
R.J. MacRae, R. Bodmeier, Blends of enteric and GIT-insoluble polymers used for film coating: physicochemical
characterization and drug releasepatterns. Journal Control release 89, 2003, 457-471) y siendo una de sus ventajas
principales la sencillez de llevarlo a cabo. Una etapa importante del proceso es que la deposicién de la etapa (ii) sea
lo méds homogénea posible, por lo ésta se puede realizar mediante deposicion de la disolucidn gota a gota hasta el
recubrimiento total o por simple inmersion en la solucidn etandlica. El etanol es importante por su practicamente nula
toxicidad, y sus caracteristicas que hacen que durante el secado se disminuyan la formacién de grumos en comparacién
con otros disolventes.

Como se puede absorber el copolimero acrilico bioactivo de diferentes maneras conocidas para los expertos en la
materia un tercer aspecto es el uso de un copolimero acrilico bioactivo que comprende entre un 30 y un 95% p/p de uno
o varios mondmeros con grupos hidroxilo; entre un 5 y un 55% p/p de uno o varios monémeros con grupos sulfénicos;
y entre 0,01% y un 50% p/p de un agente bioactivo para la impregnacién de mallas médicas, preferiblemente malla
abdominales.

Descripcion detallada de la invencion

Una realizacion preferida de la invencion son las prétesis de malla caracterizadas porque el mondémero con grupos
hidroxilo comprende al menos un acrilato de hidroxialquilo o un metacrilato de hidroxialquilo de férmula general (I):

Ry
CHZZQ
COO—(CH,)n—(CH)m—CH,OH
OH
Férmula (1)
donde:
nesde0ad;

mesdeQOal;

R, es un hidrégeno o un radical metilo.

Siendo metacrilato de 2-hidroxietilo el monémero con grupos hidroxilos preferido.

Respecto los mondmeros con grupos sulfénicos preferidos son los de férmula general (II):

I:{1
H,C
NH R,
0 >L(CH2)n
Rs \803H
Formula (I1)
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donde:
R, es un hidrégeno o radical metilo;
R, y R; son iguales o diferentes entre si y representan un hidrégeno o un radical alquilo (C;-C;);

nes un valor de 1 a 6.

El monémero con grupos sulfénicos més preferido es 2-acrilamido-2-metilpropano sulfénico.

En una realizacién ain mas preferida el copolimero acrilico bioactivo comprende mondémeros de 2-hidroxietilo y
mondmeros de 2-acrilamido-2-metilpropano sulfénico.

Los agentes bioactivos pueden ser de diferente naturaleza, pero para aplicaciones biomédicas los mas importantes
son los antibidticos, los antitrombogénicos, los antiangiogénicos, los proangiogénicos y cualquiera de sus mezclas.
Los antibiéticos son los mds preferidos para evitar las operaciones post implantacidn.

Se conocen diferentes antibidticos que pueden ser Utiles para la presente invencién como por ejemplo las quino-
lonas, los glucopéptidos, las tetraciclinas, las oxazolidinonas, los macrolidos, las licosamidas, las estreptograminas,
sulfonamidas, polipéptidos, penicilinas, ansamicinas o cualquiera de sus mezclas. Los glucopéptidos son los antibi6ti-
cos preferidos. Los glucopéptidos incluyen vancomicina, eritromicin, neomicin estreptomicin, daptomicin, rifamicin,
puromicin, lincomicin o cualquiera de sus combinaciones, preferiblemente es vancomicina.

En otra realizacién la cantidad de copolimero acrilico bioactivo estd entre el 15 y el 30% p/p. Estos porcentajes
permiten la incorporacion de una cantidad adecuada de agente bioactivo, recubriendo correctamente el dispositivo, sin
zonas descubiertas y sin poros bloqueados.

El copolimero acrilico bioactivo muestra buenos perfiles de liberacién del agente bioactivo cuando este copolimero
comprende entre un 45 y un 75% p/p de uno o varios monémeros con grupos hidroxilo.

Con un contenido de monémeros con grupos sulfénicos en el copolimero acrilico bioactivo entre un 10 y un 35%
p/p se obtienen buenos niveles de biocompatibilidad, y ayuda a que la liberacion tenga lugar durante las 24 h post
operacionales.

El agente bioactivo puede estar preferentemente entre un 5 y un 30% p/p en relacién con en total de copolimero
acrilico bioactivo.

Ademds otros componentes pueden estar en la composicién para mejorar la adhesion, liberacion de agente bioacti-
vo o para mejorar el proceso de impregnacién. Por ejemplo el copolimero acrilico bioactivo puede comprender adicio-
nalmente polietilenglicol, preferiblemente entre un 10 y un 30% p/p el cual es un intervalo adecuado para conseguir
un recubrimiento homogéneo sin formacién de grumos.

La malla médica puede tener diferentes naturalezas, pero preferiblemente ésta se selecciona entre los siguientes
tipos: Polipropileno monofilamento de bajo peso molecular; Polipropileno monofilamento de alto peso molecular;
Polipropileno doble filamento de alto peso molecular; Polipropileno poro grande multifilamento; Poliéster de alto
peso molecular multifilamento; Politetrafluoroetileno (Gore-Tex®).

Respecto al método de sintesis de las prétesis de mallas, preferiblemente en la etapa (i) se disuelve el copolimero
acrilico bioactivo en una proporcién entre el 1 y el 5% p/v en etanol, obteniéndose viscosidades adecuadas para el
recubrimiento de la malla médica. La viscosidad es un parametro critico por que si se obtuvieran disoluciones de baja
viscosidad el recubrimiento podria ser escaso y, en cambio, viscosidades muy elevadas incentivarfan la formacion de
grumos.

Normalmente se deposita entre 5 y 20 mL de disolucién por gramo de malla.

La evaporacién de la etapa (iii) se debe realizar de un modo que el producto obtenido sea homogéneo. Esto se
puede conseguir simplemente dejando evaporar el disolvente a temperatura ambiente.

En una realizacién ain mds preferida el proceso de obtencién del copolimero acrilico bioactivo comprende:
i) se disuelve el agente bioactivo, preferiblemente junto con polietilenglicol, en agua destilada;
ii’)  se afiade el copolimero acrilico y se agita;

iii’)  se congela la mezcla y se liofiliza.
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En la etapa (i’) la concentracién preferiblemente de agente bioactivo en la solucién de acuosa estd entre 5 mg/mL
y 40 mg/mL.

En la etapa (i’) la concentracién preferiblemente de polietilenglicol en la solucién de acuosa estd entre 5 mg/mL y
40 mg/mL.

En una realizacion todavia mds preferida el procedimiento para la obtencion del copolimero acrilico comprende
las siguientes etapas:

i”) disolver los monémeros con un iniciador de polimerizacién radical en una mezcla de agua:isopropanol;
ii”)  desoxigenacién del medio de reaccion;
iii”)  someter a tratamiento térmico a una temperatura entre 40 y 75°C;

(TS

iv’)  aislar el producto de reaccién por evaporacioén del disolvente, y purificar mediante disolucién en agua y
lavado mediante membrana de didlisis;

v”’)  liofilizar el copolimero acrilico.

El iniciador de polimerizacién radical puede ser cualquiera de los conocidos por los expertos en la materia, siendo
preferentemente azobis-isobutironitrilo (AIBN), y estando preferiblemente en una proporcién entre 0,25 y 2% p/p.

La mezcla se desoxigena y esta se puede llevar a cabo con una corriente de nitrogeno.

En la etapa (iii”) el tratamiento térmico se puede efectuar a una temperatura entre 60 y 80°C.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencién se desprenderdn en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion.
Los siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que sean limitativos de la presente
invencion.

Definiciones

El término malla en el contexto de la presente invencidn se refiere a una red polimérica tejida o entrelazada de
polimeros biocompatibles y bioestables: poliolefinas, poliesteres, polieteres, poliuretanos o polimeros biodegradables:
polihidroxialcanoatos, polildcticos, polibutiratos, poliglicélicos utilizados en diversos procedimientos quirtirgicos por
ejemplo abdominales, dentales u ortopédicos con objeto del aislamiento de tejidos u 6rganos. Preferentemente la malla
es abdominal, entre otras cosas por la gran relevancia que tiene las infecciones a los pacientes.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1.- Espectros normalizados de ATR-FTIR de copolimeros HA80, HA80rec y HA80recV. Se representa
transmitancia vs longitud de onda.

Figura 2.- Primera derivada de los termogramas obtenidos por TGA para el sistema HEMA-AMPS.
Figura 3.- Curva de liberacién de vancomicina desde los sistemas HA70recV, HA80recV.

Figura 4.- Halo de inhibicién a las 48 h para el sistema HA80recV.

Figura 5.- Curva de muerte para a) S. aureus y b) S. epidermidis.

Figura 6.- Grupos y esquema de localizacién de lugar de implante.

Figura 7.- Fotos macroscdpicas de los conejos tratados con los distintos sistemas e infectados con a) S. aureus y b)
S. epidermidis.

Figura 8.- Fotos microscépicas de los conejos tratados con los distintos sistemas e infectados con a) nada, b) S.
aureus 'y c) S. epidermidis.
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Ejemplos
Ejemplo 1

Preparacion de sistemas en base de copolimeros de metacrilato de 2-hidroxietilo- dcido 2-acrilamido-2-metilpropa-
nosulfonico y vancomicina

En primer lugar, se prepararon copolimeros de HEMA/AMPS a partir de composiciones de la alimentacién 80/20 y
70/30%-p (nombrados HA80 y HA70 respectivamente. La reaccion se llevé a cabo en disolucidn, usando agua:isopro-
panol (50:50) como disolvente, a 50°C y AIBN como iniciador en concentracién 1,5x10-2 M. Se utiliz6 isopropanol
como disolvente con el fin de obtener copolimeros de peso molecular controlado debido a su baja toxicidad (clasifica-
do por la Food and Drugs Administration (FDA) como clase 3) Guidance for the Industry Q3C Impurities: Residual
Solvents. Internacional Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals
for Human Use (ICH) 62 FR67377 (1997) y alta constante de transferencia [Brandrup J., LE.H., Grulke E.A., Polymer
Handbook, ed. I.E.H. Brandrup J., Grulke E.A. (ed.). 1999, New York: Wiley]. La disolucién fue desoxigenada bur-
bujeando nitrégeno durante 30 minutos. La concentracién total de monémeros fue 0,50 M. Transcurridas 24 horas de
reaccion, se elimind el disolvente de las muestras, se disolvieron en agua, se lavaron mediante membrana de didlisis y
se liofilizaron.

Posteriormente, se realiz6 la incorporacién del antibidtico al correspondiente copolimero para lo cual se disolvié
la vancomicina (20%-p) junto con polietilenglicol (20%-p) en agua destilada y a continuacién se afiadi6 el copoli-
mero correspondiente (HA80). Esta mezcla se dejé en agitacion magnética durante 24 h y posteriormente se con-
geld y liofilizo. El sistema se nombré como HA80recV. Se preparé el polimero control en ausencia de vancomicina
(HAS8Orec).

La caracterizacion estructural de los copolimeros se realizd por espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier por Reflectancia Total Atenuada, ATR-FTIR, en un equipo Perkin-Elmer Spectrum One. Para ello se depositd
una muestra del correspondiente copolimero sobre la ventana del equipo ejerciendo una presion controlada sobre el
mismo para asi asegurar un buen contacto ventana-copolimero (figura 1).

La estabilidad térmica de los copolimeros se evalud utilizando una termobalanza (TA Instruments TGAQ500). Para
ello se registré la pérdida de peso de la muestra sometida a un ritmo de calentamiento constante de 10°C/min entre 50
y 500°C, en atmésfera de N,. Cada ensayo se realizé por duplicado (figura 2).

El grado de hidratacion de estos copolimeros se determiné sumergiendo la muestra en un tampén fosfato (0.1 M
PBS) de pH = 7,4 que se prepar6 de acuerdo con la siguiente composicion: NaCl: 0.138M; KC1: 0.0027 M.

Se sumergieron tres muestras de cada uno de los distintos copolimeros HEMA/AMPS, 80/20PEG sin y con vanco-
micina, en la disolucién tampdn y se incubaron a 37°C para simular las condiciones fisioldgicas. Se extrajo la muestra
a distintos tiempos, se secéd su superficie cuidadosamente con papel de filtro y se pesé hasta alcanzar una pesada
constante. A ese tiempo se calculd el porcentaje del grado de hidratacion (H) mediante la ecuacion siguiente.

H (%) :¥-100

S

donde Py es el peso de la muestra hinchada una vez alcanzado el equilibrio; Pg es el peso inicial de la muestra
seca.



ES 2359321 Bl

Los valores de hidratacion se muestran en la tabla I

t %H %H

(min) | HA80rec HA80recV
0 0 0

1 25.65 19.97

5 41.01 32.94

10 41.82 36.46

20 42.76 38.79

30 32.92 35.95

50 31.38 34.24

80 31.88 38.78

Ejemplo 2

Estudio de la liberacion in vitro de vancomicina desde protesis recubiertas con polimero mas antibidtico

En primer lugar se utilizaron prétesis recubiertas con polimero-antibidtico de 1 ¢cm? de tamafio (HA70recV;
HAS80recV) que fueron sumergidas en 10 ml de tamp6n fosfato (composicion detallada en le apartado anterior) e
incubadas a 37°C. Durante determinados periodos de tiempo (tabla I) se tomaron muestras del medio de liberacién
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(0.5 ml) que se sustituyeron por medio fresco (0.5 ml).

TABLA II
% Liberacion

Dias HA70 HA80
0,04 25,45 2,77
0,25 32,53 7,12
1,13 33,72 13,44
2,00 35,30 19,09
5,00 36,99 25,23
7,00 38,78 31,32
9,00 40,45 37,70
13,00 42,15 44,32
16,00 44,20 49,94
19,00 46,07 57,41
25,00 48,03 64,60
44,00 50,13 70,05
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Para analizar la cantidad liberada se utilizo como técnica analitica la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)
de Perkin Elmer con bomba peristaltica LC-250 y detector UV-Vis Perkin Elmer LC-95. La columna corresponde
a una C-18 uBoundapack (Waters) de 3.9 x 300 mm. La longitud de onda utilizada fue 215 nm. Como fase mdvil
se utilizo una solucién acuosa Metanol/PIC A (60:40) y un flujo de elucién de 1 ml/min. Todas las muestras fueron
ensayadas por triplicado. El tiempo de retencion del antibidtico fue de 2.95+0.05 min. (media = S.D., n=200). La
curva de calibracion realizada mostr6 un coeficiente de correlacion de 0.9957.

Ejemplo 3
Actividad bactericida de las protesis recubiertas en medio liquido

La fase experimental in vitro en medio liquido consiste en la realizacién de una curva de muerte. La curva de
muerte, es un método microbiolégico para conocer las concentraciones en las que un antibidtico mata a una cepa
bacteriana conocida. Es un protocolo descrito por la NCCLS (Nacional Comitee for Clinical Laboratory Standards),
de manera que los resultados son reproducibles y comparables. En los estudios de curva de muerte se prueba una
concentraciéon conocida de antibiético y se cuantifican a cada tiempo las unidades formadoras de colonias viables
(UFC/ml). En estos estudios se considera que un descenso de 3log_;, UFC/ml comparado con el grupo control (sin
antibidtico) indica una adecuada respuesta bactericida. Se considera bactericida la dosis que consiga ese descenso en
UFC.

Se hicieron tres grupos: malla de polipropileno desnuda (PP), que era el grupo control, malla de polipropileno
recubierta de polimero sin antibitico (POL) y malla recubierta de polimero con vancomicina (VC). Cada grupo
contaba con tres mallas. Se utilizé también un control de esterilidad. Todas las mallas fueron esterilizadas mediante
oxido de etileno. La malla que se utilizé en los diferentes ejemplos de la presente memoria fue la polipropileno
monofilamento de bajo peso molecular (Parietene®, K991400 Sofradim, Trevoux (Francia)).

La curva de muerte se realiz6 con dos microorganismos, por separado, Staphylococcus epidermidis, de una muestra
de un catéter vascular de un paciente, y Staphylococcus aureus (ATCC 25923), con sensibilidad demostrada a la
vancomicina (CMI= 1 mg/L). A tiempo cero se consigue una concentracion bacteriana de aproximadamente 1,5 x
106 UFC/ ml en tubos con 10 ml de medio Mueller Hinton liquido. Para ello se prepar6 previamente una suspension
bacteriana equivalente a un estdndar de 0,5 McFarland (1,5 x 108 UFC/ml) por nefelometria. Para cada tubo de 10 cc
se inocularon 100 microlitros de la suspension bacteriana 0,5 McFarland. Los tubos se incubaron a una temperatura
de 37°C y se obtuvieron muestras a las 0, 3, 6, y 24 horas para S. aureus y 0, 2, 4, 6, y 24 horas para S. epidermidis.
Para cada tiempo el contaje microbiolégico, vorteando previamente, con el método de las diluciones seriadas en Agar
Mueller Hinton, con una muestra de 100 microlitros, siendo el limite de deteccién de 10 UFC/ml.

La medicion de los niveles de vancomicina, se realiz6 con una técnica automatizada de inmunoensayo de polari-
zacién fluorescente (Tdx/F1x®, de laboratorios Abbott), cuyo umbral minimo de deteccién 2 ug/ml.

Se aprecia una diferencia significativa mayor de 3log_;, UFC/ml entre el grupo control de polipropileno desnudo
(PP) y vancomicina y el grupo de malla con polimero y vancomicina (VC), lo que indica una adecuada respuesta
bactericida en la muestra de las 24 horas, tanto para S. aureus como S. epidermidis (figura 3). No parece haber
diferencia entre el grupo PP control y el grupo de malla recubierta de polimero (POL) por lo que la actividad bactericida
se debe a la vancomicina.

Ejemplo 4
Actividad bactericida de las protesis recubiertas. Test de Agar

La actividad bactericida de las prétesis recubiertas se determina mediante el método de difusién sobre agar en
placa Se utilizaron placas de Agar sangre comerciales y se cultivaron a 37°C durante veinticuatro horas y catorce dias.
Como cultivos modelo se usan las cepas Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y Staphylococcus epidermidis de una
muestra de un catéter vascular de un paciente. Ambos cultivos se preservan almacenandolos a -80°C en mezclas de
glicerina/agua (20% v/v).

Se trabaj6 con tres grupos de placas, para cada tiempo. Uno sin siembra bacteriana, otro con Staphylococcus aureus
y otro con Staphylococcus epidermidis. El inoculo hizo por siembra de una colonia, de veinticuatro horas de edad, por
cada cuadrante. Cada placa se dividié en 4 cuadrantes, de los cuales uno qued¢ libre y en cada uno de los otros 3 se
colocé un fragmento de 1 cm? de cada una de las mallas a estudiar: Prétesis reticular monofilamento de Polipropileno
(PP), polipropileno con recubrimiento polimérico (Pol) y Polipropileno con polimero y vancomicina (Vaneo). En cada
grupo se emplearon 5 placas para cada uno de los tiempos de estudio, los cuales fueron establecidos a las 24 horas, y
14 dias. El drea del halo se mide mediante el programa morfométrico ImagelJ, en fotos de las placas de agar sangre, y
se procesan estadisticamente con el test estadistico U-Mann Whitney para la media de datos apareados independientes
del halo de las placas con Staphylococcus aureus 'y Staphylococcus epidermidis.
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En este ensayo se mide la actividad bactericida del polimero evaluando la inhibicién o el retardo del desarrollo de
colonias justo en las zonas de contacto directo con la superficie de la prétesis.

En todas las placas con inoculo bacteriano, y hasta el dia 14, se aprecia halo de inhibicién en la malla de polipro-
pileno recubierta de polimero con vancomicina, frente a la malla desnuda o con polimero sin vancomicina, en la que
su cuadrante en la placa estd cubierta de gérmenes.

La media de halo para Staphylococcus aureus fue de 1,75 centimetros cuadrados (0,59 de desviacion estdndar) y
para Staphylococcus epidermidis fue de 1,84 centimetros cuadrados (0,12 de desviacidn estdndar). No hubo diferencias
estadisticamente significativas en el tamafio del halo para el epidermidis o el aureus. (Figura 4).

Ejemplo 5
Modelo experimental in vivo: Defectos en pared abdominal de conejo

Como animal de experimentacion se utiliz6 el conejo blanco Nueva Zelanda macho. El peso de los animales se
encontraba comprendido entre los 3,200 y 3,500 Kg al comienzo del estudio.

El manejo de los animales se hizo conforme a la Normativa Internacional vigente sobre animales de experimenta-
cion (609/86/CEE y ETS 123).

Los animales fueron divididos en 3 grupos de estudio, en total se utilizaron 84 conejos, 12 de grupo control, 36
conejos a 14 dias y 36 conejos a 30 dias. Los grupos de estudio son los siguientes:

- Grupo Control, sin inoculo bacteriano: Se utilizé el mismo conejo para los subgrupos control de PP y POL,
implantando cada malla a un lado de la linea alba.

Subgrupos: PP (n=6), Pol (n=6), Vaneo (n=6).

- Infectados con S. aureus (1 implante por animal):
Subgrupos: PP (n=6), Pol (n=6), Vaneo (n=6).

- Infectados con S. epidermidis (1 implante por animal):

Subgrupos: PP (n=6), Pol (n=6), Vaneo (n=6).

Previamente a la cirugia, los animales fueron anestesiados con una mezcla de clorhidrato de ketamina, 70 mg/kg,
diazepam, 1.5 mg/kg y clorpromazina, administrada por via intramuscular. En algunos de los animales fue necesario
administrar una dosis adicional por via intraperitoneal durante la intervencion.

Tras el rasurado y desinfeccion con povidona yodada de toda la pared anterior del abdomen, se seccioné de la piel
y el tejido celular subcutdneo.

Se crearon defectos en la pared muscular anterior del abdomen (flanco lateral derecho e izquierdo en el grupo
control y flanco derecho en los grupo infectados), que comprendian el oblicuo externo e interno, conservando el
musculo transverso, la fascia transversalis y el peritoneo parietal para evitar el contacto de los microorganismos con el
peritoneo visceral. La superficie final del defecto fue de 15 cm?, correspondiente a un defecto rectangular de 5 cm de
eje longitudinal y 3 cm de eje transversal. Dicho defecto fue reparado por una de las mallas objeto de estudio (PP, Pol,
0 Vaneo). El biomaterial fue fijado a los bordes del defecto (interfaz prétesis-tejido de anclaje) mediante una sutura
continua de polipropileno de 4/0 interrumpida Gnicamente en las esquinas. La incisién cutdnea fue cerrada con una
seda de 3/0. La técnica se puede observar en las fotos de técnica quirurgica.

En los grupos en los que se contamind el lecho del defecto, se inoculé con 0,5 ml de suspensién de 108 CFU/ml
de Staphylococcus aureus (Sa) o Staphylococcus epidermidis (Se), antes de colocar el biomaterial. La concentracién
de microorganismos se obtuvo por nefelometria (0,5 McFarland). Los animales fueron sacrificados a los 14 y 30 dias
y las piezas de pared abdominal se dividieron en tres y se procesaron para estudio histolégico a microscopia 6ptica y
electrénica de barrido, y para estudio inmunohistoquimico.

Fara el estudio morfolégico se tomaron muestras de la interfaz protesis/tejido receptor para su estudio histologico
a microscopia optica.

Las piezas fueron fijadas en solucién F13, incluidas en parafina, cortadas en secciones de 5 um vy tefiidas con he-
matoxilina-eosina o tricrémico de Masson (variedad Goldner-Gabe). Por tltimo, fueron observadas en un microscopio
Zeiss Axiophot (Cari Zeiss, Oberkochen, Germany).
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El estudio inmunohistoquimico fue efectuado empleando un anticuerpo monoclonal especifico para Staphylococ-
cus aureus (Abcam, ab8067, Cambridge, UK) y Staphylococcus epidermidis (Abcam, ab20942, Cambridge, UK). Tras
la rehidratacién de las muestras en solucién de buffer fosfato salino (PBS) pH 7.4 y el bloqueo especifico con albimina
de suero bovino (BSA) al 3%, las muestras se incubaran con el anticuerpo primario durante 12 h a 4°C. A continuacién
las preparaciones fueron lavadas con PBS-BSA, e incubadas con un anticuerpo anti-ratén biotinado (IgG, Sigma, St.
Louis, USA) durante 1 h, lavadas con PBS-BSA, incubadas con Estreptoavidina-Fostatasa alcalina (Sigma, St. Louis,
USA). El mareaje fue detectado empleando un sustrato cromogénico, Fast red. Los nicleos fueron contrastados con
hematoxilina.

El andlisis estadistico de los datos se realizé mediante el empleo del programa Graph Pad Prism 4. Los resultados
fueron expresados como los valores medios + la desviacién estdndar. Se utilizo el test de la U de Mann Withney para
comparar los datos de los diferentes grupos de estudio. El nivel de significacién estadistica se consideré con p<0.05.

No hubo signos de infeccién ni otras alteraciones en los animales del grupo control. Los animales del grupo PP y
del grupo POL infectados con S. aureus en los primeros dias tras la intervencién presentaron clinica de infeccién con
pérdida de apetito y pérdida de peso y una tasa de mortalidad que fue de un 16,67% en el grupo PP, y del 8,33% en
grupo Pol. En el grupo VC no hubo esa repercusion clinica de perdida de peso y la mortalidad fue de un 0%.

El anélisis macroscépico de la zona del defecto permiti6é observar la presencia de importantes abscesos, y casos de
dehiscencia y necrosis cutdnea en los implantes de PP y Pol infectados con S. aureus tanto a los 14 como a los 30 dias
post-implante. Sin embargo, las prétesis portadoras de vancomicina, mostraron un aspecto similar al observado en el
grupo control sin inoculacién bacteriana.

En el grupo infectado con S. epidermidis todos lo animales sobrevivieron hasta el final del estudio. El grupo PP
y Pol mostraron tres casos de infeccidn de la herida quirdrgica superficial. Un conejo del grupo PP presento necrosis
cutdnea. Un conejo del grupo POL desarrollo un importante seroma. El grupo VC demostré mejor curacién de la
herida cutédnea, sin infeccidén y sin abscesificacion.

A microscopia 6ptica, en el grupo control, el tejido neoformado se disponia de forma concéntrica alrededor de
los filamentos protésicos. Estaba constituido por fibras de coldgeno y células inflamatorias. En los biomateriales con
polimero (Pol y Vaneo) dicho recubrimiento aparecia también rodeado por células macrofagicas y células gigantes de
cuerpo extrafio, siendo evidente en algunas de las muestras estudiadas, signos de degradacion (figura 8).

En el grupo infectado con S. aureus los filamentos protésicos de PP y Pol aparecian en la mayor parte de las
muestras estudiadas infiltradas por tejido de granulacién compuesto por matriz extracelular, células blancas y micro-
organismos S. aureus positivos, tal como evidencié el mareaje inmunohistoquimico (mareaje rojo). En ocasiones el
mareaje podia apreciarse en el interior de las células macrofdgicas. A los 30 dias, los abscesos eran rodeados por tejido
fibroso compacto. En el grupo de Vancomicina fue evidente la ausencia de esos grandes abscesos purulentos frente a
los otros grupos, observandose tinicamente en una de las muestras restos de infeccién de forma aislada. El resto de las
muestras observadas de este grupo presentd un aspecto similar al del grupo control (figura 8).

En general, el grupo infectado con S. epidermidis no mostré grandes diferencias respecto al grupo control. El

mareaje inmunohistoquimico para S. epidermidis fue leve, aprecidndose solo en algunas muestras de forma aislada y
en la mayoria de las ocasiones, en el citoplasma de los macréfagos (mareaje rojo, figura 8).
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REIVINDICACIONES

1. Una proétesis de malla que comprende una malla médica impregnada con un copolimero acrilico bioactivo,
caracterizada porque la cantidad de copolimero acrilico bioactivo estd entre el 5 y el 40% p/p respecto al total y el
copolimero acrilico bioactivo comprende: entre un 30 y un 95% p/p de uno o varios monémeros con grupos hidroxilo;
entre un 5 y un 55% p/p de uno o varios monémeros con grupos sulfénicos; y entre 0,01% y un 50% p/p de un agente
bioactivo.

2. La protesis de malla segun la reivindicacién anterior, caracterizada porque el monémero con grupos hidroxilo
comprende al menos un acrilato de hidroxialquilo o un metacrilato de hidroxialquilo de férmula general (I):

Ry
CH2:(|:
COO—(CH,)n—(CH)m—-CH,0H
OH
Férmula (1)
donde:
nesde0ad;

mesdeOal;

R, es un hidrégeno o un radical metilo.

3. La prétesis de malla segun la reivindicacién anterior, caracterizada porque el monémero con grupos hidroxilo
comprende metacrilato de 2-hidroxietilo.

4. La prétesis de malla segtn cualquiera de las tres reivindicaciones anteriores, caracterizada porque el monémero
con grupos sulfénicos comprende monémeros con la férmula general (II):

I:{1
H,C
NH R,
0 >L(CH2)n
Rs \803H
Formula (I1)

donde:

R, es un hidrégeno o radical metilo;

R, y R; son iguales o diferentes entre si y representan un hidrégeno o un radical alquilo (C;-C;);

nesun valorde 1 a 6.

5. La prétesis de malla segtn la reivindicacién anterior, caracterizada porque el mondmero con grupos sulfénicos
comprende 2-acrilamido-2-metilpropano sulfénico.

6. La proétesis de malla segun la reivindicacion anterior, caracterizada porque comprende monémeros de metacri-
lato de 2-hidroxietilo y mondémeros de 2-acrilamido-2-metilpropano sulfénico.

7. La protesis de malla seguin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada porque el agente bioac-

tivo se selecciona entre un antibiético, un antitrombogénico, un antiangiogénico, un proangiogénico y cualquiera de
sus mezclas.

11
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8. La prétesis de malla segtin la reivindicacién anterior, caracterizada porque el bioactivo es un antibidtico.

9. La prétesis de malla segtin la reivindicacion anterior, caracterizada porque el antibidtico es una quinolona,
un glucopéptido, una tetraciclina, una oxazolidinona, un macrélido, una liposamida, un estreptogramin sulfonamidas,
polipeptidos, penicilinas, ansamicinas o cualquiera de sus mezclas.

10. La protesis de malla segin la reivindicacion anterior, caracterizada porque el bioactivo es un glucopéptido.

11. La prétesis de malla segiin la reivindicacién anterior, caracterizada porque el glucopéptido es vancomicina,
eritromicin, neomicin, estreptomicin, daptomicin, rifamicin, puromicin, lincomicin o cualquiera de sus combinaciones.

12. La proétesis de malla segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada porque la cantidad de
copolimero acrilico bioactivo estd entre el 15 y el 30% p/p.

13. La proétesis de malla segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada porque el copolimero
acrilico bioactivo comprende entre un 45 y un 75% p/p de uno o varios monémeros con grupos hidroxilo.

14. La prétesis de malla segiin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada porque el copolimero
acrilico bioactivo comprende entre un 10 y un 35% p/p de uno o varios monémeros con grupos sulfénicos.

15. La proétesis de malla segiin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada porque el copolimero
acrilico bioactivo comprende entre un 5 y un 30% p/p de agente bioactivo.

16. La proétesis de malla segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada porque el copolimero
acrilico bioactivo comprende polietilenglicol, preferiblemente entre un 10 y un 30% p/p.

17. La proétesis de malla segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada porque la malla médica
estd compuesta por polipropileno monofilamento de bajo peso molecular, polipropileno monofilamento de alto peso
molecular, polipropileno doble filamento de alto peso molecular, polipropileno poro grande multifilamento, poliéster
de alto peso molecular multifilamento, politetrafuoroetileno o cualquiera de sus combinaciones.

18. Procedimiento para la obtencién de la prétesis de malla como se definen en cualquiera de las reivindicaciones
1 a 17, caracterizado porque:

iv) se disuelve el copolimero acrilico bioactivo en etanol;

V) se deposita la disolucién resultante sobre la malla médica, preferiblemente gota a gota hasta el recubri-
miento total o por inversion;

vi) se evapora el disolvente, preferiblemente a temperatura ambiente.
19. El procedimiento segtin la reivindicacién anterior, caracterizado porque en la etapa (i) se disuelve el copoli-
mero acrilico bioactivo en una proporcién entre el 1 y el 5% p/v en etanol.

20. El procedimiento segtin cualquiera de las dos reivindicaciones anteriores, caracterizado porque en la etapa (ii)
se deposita entre 5 'y 20 ml_ de disolucién por gramo de malla.

21. El procedimiento segtin cualquiera de las tres reivindicaciones anteriores, caracterizado porque en la etapa
(iii) se evapora el disolvente a temperatura ambiente.

22. El procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 18 a 20, caracterizado porque el proceso de obten-
cién del copolimero acrilico bioactivo comprende:

i) se disuelve el agente bioactivo, preferiblemente junto con polietilenglicol, en agua destilada;
ii’)  se afiade el copolimero acrilico y se agita;
iii’)  se congela la mezcla y se liofiliza.
23. El procedimiento segtin cualquiera de las dos reivindicaciones anteriores, caracterizado porque en la etapa (i’)
la concentracién de agente bioactivo en la solucién de acuosa estd entre 5 mg/mL y 40 mg/mL.

24. El procedimiento segtin cualquiera de las dos reivindicaciones anteriores, caracterizado porque en la etapa (i’)
la concentracién de polietilenglicol en la solucién de acuosa estd entre 5 mg/mL y 40 mg/mL.
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25. El procedimiento segiin cualquiera de las reivindicaciones 18 a 24, caracterizado porque el procedimiento
para la obtencién del copolimero acrilico comprende las siguientes etapas:

i7) disolver los mondémeros con un iniciador de polimerizacién radical en una mezcla de agua:isopropanol;
ii”)  desoxigenacion del medio de reaccion;
iii”)  someter a tratamiento térmico a una temperatura entre 40 y 75°C;

iv”’)  aislar el producto de reaccidon por evaporacion del disolvente, y purificar mediante disolucién en agua 'y
lavado mediante membrana de didlisis;

v’)  liofilizar el copolimero acrilico.
26. El procedimiento segtn la reivindicacién anterior, caracterizado porque el iniciador de polimerizacion radical
es el azobis-isobutironitrilo (AIBN), y estd en una proporcién entre 0,25 y 2% p/p.

27. El procedimiento segin cualquiera de las dos reivindicaciones anteriores, caracterizado porque en (i) la
mezcla de reaccién se desoxigena con una corriente de nitrégeno.

28. El procedimiento segin cualquiera de las tres reivindicaciones anteriores, caracterizado porque en la etapa
(ii1”) el tratamiento térmico se efecttia a una temperatura de entre 60 y 80°C.

29. El uso de un copolimero acrilico bioactivo que comprende entre un 30 y un 95% p/p de uno o varios monémeros

con grupos hidroxilo; entre un 5 y un 55% p/p de uno o varios mondémeros con grupos sulfénicos; y entre 0,01% y un
50% p/p de un agente bioactivo para la impregnacion de mallas médicas.
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O: referido a divulgacién no escrita

P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacién
de la solicitud

E: documento anterior, pero publicado después de la fecha
de presentacion de la solicitud

El presente informe ha sido realizado
para todas las reivindicaciones

] para las reivindicaciones n°:

Fecha de realizacion del informe
02.03.2011

Examinador Pagina
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INFORME DEL ESTADO DE LA TECNICA N de solicitud: 200930975

CLASIFICACION OBJETO DE LA SOLICITUD

A61L27/34 (01.01.2006)
A61L27/44 (01.01.2006)
A61L27/54 (01.01.2006)
A61L27/58 (01.01.2006)
AG61F2/00 (01.01.2006)

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)
A61L, A61F, CO9D

Bases de datos electronicas consultadas durante la busqueda (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
busqueda utilizados)

INVENES, EPODOC, WPI, NPL, XPESP, HCAPLUS
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 200930975

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 02.03.2011

Declaraciéon

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986)

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986)

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

1-29

1-29

SI
NO

SI
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.

Informe del Estado de la Técnica
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OPINION ESCRITA N° de solicitud: 200930975

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion
para la realizacion de esta opinién.

Doc. Numero Publicacién o Identificacién Fecha Pub.
D01 EP 0596615 Al 11/05/1994
D02 WO 0213871 A2 21/02/2002
D03 WO 2008109098 A2 12/09/2008
D04 WO 2008024510 A2 28/02/2008

El objeto de la invencién es una prétesis de malla impregnada con un copolimero acrilico bioactivo que
comprende uno o varios monémeros con grupos hidréxilos, uno o varios monémeros con grupos sulfénicos y
hasta el 50% de un agente bioactivo. La solicitud también comprende un procedimiento para la obtencién de la
protesis de malla y del polimero acrilico bioactivo y su uso para impregnar mallas médicas.

El documento D01 divulga un dispositivo médico formado por un sustrato al que se injerta un copolimero acrilico
formado por copolimerizacion de metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA) y 2-acrilamido-2-metilpropanosulfonico
(AMPS) (ejemplo 27, reivindicaciones 1 y 4). Ademas el copolimero tiene acoplado un antibidtico o agente
antimicrobiano como agentes hioactivos que combaten las posibles infecciones. Ejemplos de agentes bioactivos
son neomicina, vancomicina, estreptomicina o eritromicina. El procedimiento de obtenciéon del dispositivo
médico consiste en llevar a cabo la copolimerizacion en medio acuoso con Ce(IV) como iniciador v,
posteriormente, incorporar el agente bioactivo. Ver paginas 2-5; ejemplo 27; reivindicaciones 1, 4.

El documento D02 divulga una composicion de recubrimiento de dispositivos médicos (mallas) que permite la
liberacion controlada de un medicamento (antibiéticos tales como vancomicina, neomicina, eritromicina, etc). La
composicién esta formada por un copolimero que contiene, ademas de otros monémeros, entre el 30 y el 70%
de un ménomero hidrofilico (AMPS). Para la preparacion, el copolimero se disuelve en isopropanol, se recubre
el dispositivo médico por inmersidn y se seca. El agente bioactivo se incorpora posteriormente. Ver pagina 11,
lineas 15-26; pagina 13, lineas 6-8; pagina 16, lineas 4-pagina 18, lineal8.

Los documentos D03 y D04 recogen mallas quirlrgicas recubiertas con una composicién polimérica
biodegradable que contiene agentes bioactivos como antibidticos y su procedimiento de fabricacién por
inmersién en composiciones que contienen el polimero y el agente bioactivo. Ver D0O3: parrafos [0016], [0017],
[0067], [0068]; D04: parrafos [0005], [0012], [0067]-[0069], [0074].

Sin embargo, ninguno de los documentos citados (D01-D04), tomado solo o en combinacion con los otros,
revela ni contiene sugerencia alguna que dirija al experto en la materia hacia una prétesis de malla que tenga
entre el 5y el 40% de un recubrimiento de un copolimero acrilico con un agente bioactivo (0,01-50%) en el que
el copolimero esté formado entre un 30 y un 95% de uno o varios monémeros con grupos hidroxilos y entre un
5y un 55% de uno o varios monémeros con grupos sulfonicos como la malla recogida en la solicitud.

Por lo tanto, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1 a 29 cumple los requisitos de novedad,
actividad inventiva y aplicacién industrial, segun lo establecido en los Articulos 6.1. y 8.1. de la ley de patentes
11/1986.

Informe del Estado de la Técnica Pagina 4/4




	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos
	IET


