ES 2 388 248 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPANA @Namero de publicacion: 2 388 248
@Int. Cl.

A61K 31/335 (2006.01)
A61L 31/16 (2006.01)
A61P 7/00 (2006.01)
A61F 2/06 (2006.01)
A61K 31/16 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

NUmero de solicitud europea: 10175858 .9
Fecha de presentacién: 31.03.1998

Numero de publicacion de la solicitud: 2292225
Fecha de publicacion de la solicitud: 09.03.2011

Tl’tulo: Forma de dosificacion que comprende taxol en forma cristalina

Prioridad: @ Titular/es:

31.03.1997 US 829685 BOSTON SCIENTIFIC SCIMED LIMITED
31.03.1997 US 827991 The Corporate Centre Bush Hill, Bay Street
St. Michael, BB

Fecha de publicacién de la mencién BOPI: @ Inventor/es:

11.10.2012 Kunz, Lawrence L.;

Klein, Richard A.y
Reno, John M.

Fecha de la publicacion del folleto de la patente: Agente/Representante:

11.10.2012 Carvajal y Urquijo, Isabel

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencion de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerard como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 388248 T3

DESCRIPCION
Forma de dosificacion que comprende taxol en forma cristalina

Antecedentes de la Invencién

La angioplastia coronaria transluminal percutanea (PTCA) se usa ampliamente como la principal modalidad de
tratamiento en muchos pacientes con enfermedad de las arterias coronarias. La PTCA puede aliviar la isquemia
miocardica en pacientes con enfermedad de las arterias coronarias al reducir la obstruccién de la luz y mejorar el
flujo coronario. El uso de esta operacion quirlrgica ha crecido rapidamente, con 39.000 operaciones realizadas en
1983, casi 150.000 en 1987, 200.000 en 1988, 250.000 en 1989, y mas de 500.000 PTCA por afio se estiman para
1994 (Popma et al., Amer. J. Med., 88: 16N-24N (1990); Fanelli et al., Amer. Heart Jour, 119: 357-368 (1990);
Johnson et 4l., Circulation, 78 (Supl. II): 11-82 (1988)). La estenosis después de PTCA sigue siendo un problema
significativo, de 25% a 35% de los pacientes desarrollaron reestenosis en de 1 a 3 meses. La reestenosis da como
resultado una morbidez y mortalidad significativas y frecuentemente necesita intervenciones adicionales tales como
angioplastia repetida o cirugia de baipas coronario. Hasta 1993, ninguna intervencion quirargica o tratamiento
posquirdrgico ha resultado eficaz para prevenir la reestenosis.

Los procesos responsables de la estenosis después de PTCA no se entienden completamente pero pueden resultar
de una compleja interaccion entre varios agentes biolégicos y rutas diferentes. Vistas en secciones histolégicas, las
lesiones reestendticas pueden tener un sobrecrecimiento de células del musculo liso en las capas intimas de los
vasos (Johnson et al., Circulation, 78 (Supl. 11): 11-82 (1988)). Se han sugerido varios mecanismos posibles para la
proliferacién de células del musculo liso después de PTCA (Popma et al., Amer. J. Med., 88: 16N-24N (1990); Fanelli
et al, Amer, Heart Jour., 119: 357-368 (1990); Liu et al., Circulation, 79: 1374-1387 (1989); Clowes et al., Circ. Res.,
56: 139-145 (1985)).

Los compuestos que segun se informa suprimen la proliferacion de musculo liso in vitro (Liu et al., Circulation, 79:
1374-1387 (1989); Goldman et al., Atherosclerosis, 65: 215-225 (1987); Wolinsky et al., JACC, 15 (2): 475-481
(1990)) pueden tener efectos secundarios farmacolégicos no deseables cuando se usan in vivo. La heparina es un
ejemplo de uno de tales compuestos, que segun se informa inhibe la proliferacion de células del muasculo liso in vitro
pero cuando se usa in vivo tiene el efecto secundario adverso potencial de inhibir la coagulacién. Los péptidos de
heparina, aunque tienen una actividad anticoagulante reducida, tienen la propiedad farmacolégica no deseable de
tener una corta semivida farmacolégica. Se han realizado intentos de solucionar tales problemas al usan un catéter
de globo doble, es decir, para el aporte regional del agente terapéutico en la zona de la angioplastia (p. ej., Nabel et
al., Science, 244: 1342-1344 (1989); Patente de EE. UU. N° 4.824.436), y al usar materiales biodegradables
impregnados con un farmaco, es decir, para compensar problemas de semivida corta (p. €., Middlebrook et al.,
Biochem. Pharm., 38 (18): 3101-3110 (1989); Patente de EE. UU. N° 4.929.602).

Al menos cinco consideraciones, por su parte, parecen excluir el uso de farmacos inhibidores para evitar la estenosis
resultante del sobrecrecimiento de células del musculo liso. En primer lugar, los agentes inhibidores pueden tener
toxicidad sistémica que podria crear un nivel inaceptable de riesgo para pacientes con enfermedad cardiovascular.
En segundo lugar, los agentes inhibidores podrian interferir con la curacién de heridas vasculares después de la
cirugia y podrian bien retardar la curacion o bien debilitar la estructura o la estabilidad de la pared de vasos
recientemente curados. En tercer lugar, los agentes inhibidores que destruyen las células del musculo liso podrian
dafiar el endotelio circundante y/u otras células del musculo liso de la media. Las células muertas y moribundas
también liberan agentes mitogénicos que podrian estimular la proliferacién de células del mudsculo liso adicionales y
exacerbar la estenosis. En cuarto lugar, el aporte de niveles terapéuticamente eficaces de un agente inhibidor puede
ser problematico desde varios puntos de vista: a saber, a) puede ser necesario el aporte de un gran nimero de
moléculas a los espacios intercelulares entre células del musculo liso, es decir, para establecer condiciones
favorables para permitir que una dosis terapéuticamente eficaz de moléculas cruce la membrana celular; b) dirigir un
farmaco inhibidor al compartimento intracelular apropiado, es decir, donde se ejerce su accion, puede ser dificil de
controlar; y, c) puede ser dificil optimizar la asociacién del farmaco inhibidor con su diana intracelular, p. €j., un
ribosoma, mientras se minimiza la redistribucién intercelular del farmaco, p. €j. a células vecinas. En quinto lugar,
debido a que la proliferacién de células del misculo liso tiene lugar durante varias semanas, pareceria a priori que
los farmacos inhibidores también deberian administrarse durante varias semanas, quizas continuamente, para
producir un efecto beneficioso.

Como es evidente a partir de lo precedente, muchos problemas contindian sin estar resueltos en el uso de farmacos
inhibidores para tratar eficazmente la proliferacion de células del masculo liso. Asi, hay una necesidad de un método
para inhibir o reducir la estenosis debida a la proliferaciéon de células del musculo liso vascular después de una
lesiéon traumética a los vasos tal como se produce durante la cirugia vascular. También hay una necesidad de
aportar compuestos a células del musculo liso vascular que ejerzan efectos inhibidores durante periodos de tiempo
prolongados.

WO 92/11890 Al divulga catéteres de globo que incluyen sobre el exterior del globo un revestimiento de productos
guimicos que afectan al cuerpo.
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WO 94/16706 Al y WO 96/25176 Al divulgan métodos para inhibir la estenosis que comprenden administrar un
agente terapéutico que inhibe una actividad celular para el huésped. El taxol se menciona como un posible agente
terapéutico.

Sumario de la Invencién

La presente invencion se refiere a taxol cristalino que tiene un tamafio de los cristales de 0,1 micras a 1 mm para el
uso en la inhibicién o la reduccién de la disminuciéon en el volumen de la luz del vaso en un vaso sanguineo de
mamifero traumatizado de forma operatoria, en particular en donde el taxol se administra in situ por medio de un
dispositivo implantable, en donde el taxol esta, de forma liberable, embebido en, revestido sobre o embebido en y
revestido sobre el dispositivo implantable. La presente invencién también se refiere a una forma de dosificacién que
comprende un taxol para el uso en la inhibicién o la reduccién de la disminucién en el area de la luz del vaso de un
vaso sanguineo de mamifero, en la que el taxol esta en forma sustancialmente cristalina y en la que el tamafio de
los cristales del taxol es de 0,1 micras a 1 mm.

Dicha forma de dosificacion puede usarse en un método para inhibir o reducir la disminucién en el volumen de la luz
del vaso en un vaso sanguineo de mamifero traumatizado de forma operatoria. El método comprende administrar al
vaso sanguineo de un mamifero una cantidad eficaz de taxol, en donde el taxol esta en forma sustancialmente
cristalina sustancialmente pura y en donde los cristales son de un tamafio que da como resultado la liberacion
mantenida de taxol. Preferiblemente, los cristales son de un tamafio de aproximadamente 0,1 micras a
aproximadamente 10 mm, preferiblemente de aproximadamente 1 micra a aproximadamente 25 micras, de tamafio.
Métodos para determinar el tamafio de cristales Utiles para la liberacion mantenida son muy conocidos en la técnica.
Preferiblemente, el taxol se administra in situ, por medio de un dispositivo implantable, en donde el inhibidor
citoesquelético estd, de forma liberable, embebido en, revestido sobre o embebido en y revestido sobre el dispositivo
implantable. Preferiblemente, el inhibidor citoesquelético cristalino esta embebido o dispersado de forma liberable en
una envuelta de la adventicia, p. €j., una membrana de silicona. Un dispositivo implantable terapéutico preferido de
la invencion comprende de aproximadamente 1 a aproximadamente 70, preferiblemente de aproximadamente 2 a
aproximadamente 50, y mas preferiblemente de aproximadamente 3 a aproximadamente 10, por ciento en peso de
taxol por porcentaje en peso de la envuelta adventicia. Alternativamente, un dispositivo implantable terapéutico
preferido de la invencion comprende de aproximadamente 30 a aproximadamente 70, preferiblemente de
aproximadamente 30 a aproximadamente 60, y mas preferiblemente de aproximadamente 30 a aproximadamente
50, por ciento en peso de taxol por porcentaje en peso de la envuelta de la adventicia. Alternativamente, el taxol
puede suspenderse en un vehiculo que da una solucidon que comprende los cristales, es decir, es una solucion
saturada.

La invencion también proporciona dispositivos terapéuticos que comprenden la forma de dosificacién de la invencion
en una cantidad eficaz para inhibir la estenosis o reducir la reestenosis.

Breve Descripcién de los Dibujos

La FIGURA 15 es un grafico que representa la inhibicién de la proliferacion de células del musculo liso en vasos
traumatizados a lo largo del tiempo mediante citocalasina B (CB) o taxol (TAX) administrados en envueltas de
silicona (SW).

La FIGURA 16 es un gréafico que representa la inhibicién de la proliferacion de células del masculo liso en vasos
traumatizados a lo largo del tiempo mediante 10% o 30% p/p de CB en SW 0 5% p/p de TAX en SW.

La FIGURA 17 es un gréafico que representa la inhibicién de la proliferacion de células del muasculo liso en vasos
traumatizados a lo largo del tiempo mediante CB o TAX en silicona, CB en un gel de coldgeno soportado por una
malla de colageno bovino (CG-CM) o CB en un gel Pluronic soportado por una malla de colageno bovino (PG-CW).

Descripcion Detallada de la Invencion

Definiciones

"Agente terapéutico” incluye cualquier resto capaz de ejercer un efecto terapéutico o profilactico en el presente
método.

Segun se usa en la presente memoria, "sustancialmente” puro significa al menos aproximadamente 90%,
preferiblemente al menos aproximadamente 98%, y mas preferiblemente al menos aproximadamente 99%, libre de
contaminantes cuando se ensaya mediante métodos empleados convencionalmente por la técnica.

Segun se usa en la presente memoria, "sustancialmente" sélido o cristalino significa al menos aproximadamente
90%, preferiblemente al menos aproximadamente 98%, y mas preferiblemente al menos aproximadamente 99%,
libre de formas o fases no sélidas o no cristalinas cuando se ensaya mediante métodos empleados
convencionalmente por la técnica.
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"Migracion" de células del musculo liso significa movimiento de estas células in vivo desde las capas medias de un
vaso a la intima, que también puede estudiarse in vitro al seguir el movimiento de una célula de un lugar a otro (p.
ej., usando cromatografia con el paso del tiempo o una videograbadora y conteo manual de la migracién de células
del misculo liso fuera de un area definida en el cultivo tisular a lo largo del tiempo).

"Proliferacion” significa un incremento en el nimero de células, es decir, mediante mitosis de las células. Segun se
usa en la presente memoria "células del musculo liso" no se refiere a células del misculo liso vascular neoplasticas,
es decir, células cancerosas.

"Dispositivo implantable" significa cualquier material que sea capaz de retener y liberar un agente terapéutico a fin de
aportarlo in situ de un modo controlado a un vaso de mamifero. Un dispositivo implantable incluye dispositivos que
se colocan en la luz del vaso, p. €j., un catéter o una endoprétesis ("stent") permanente, o sobre el exterior de un
vaso, p. €., una envuelta, malla o cobertura de la adventicia, 0 que se convierten en una parte del propio vaso, por
ejemplo para reemplazar una porcién de un vaso enfermo o traumatizado, p. €j., un injerto sintético. El dispositivo
implantable puede comprender el agente terapéutico en una forma que esta, de forma liberable, embebida en y/o
revestida sobre el dispositivo. El agente terapéutico también puede estar, de forma liberable, embebido en y/o
revestido sobre una matriz portadora de liberacién farmacéuticamente aceptable, que puede aplicarse a y/o
embeberse en el dispositivo o administrarse directamente a un vaso. Por ejemplo, una matriz Gtil en la préactica de la
invencién incluye, pero no se limita a, microparticulas, nanoparticulas, un gel, una pasta o una membrana
permeable. Un dispositivo implantable puede implantarse durante una cantidad de tiempo limitada, p. €j., un aporte
con catéter o aguja de infusién de un agente terapéutico, o durante un periodo de tiempo prolongado, p. €j., una
endoprétesis 0 un injerto. Vasos, en los que puede insertarse el dispositivo implantable de la invencion, incluyen,
pero no se limitan a, vasos coronarios, femorales, carétidos y periféricos.

"Liberaciéon mantenida" significa una forma de dosificacion disefiada para liberar un agente terapéutico desde la
misma durante un periodo de tiempo de aproximadamente 0,0005 a aproximadamente 180, preferiblemente de
aproximadamente 1-3 a aproximadamente 150, y mas preferiblemente de aproximadamente 30 a aproximadamente
120, dias. La liberacion a lo largo de un periodo de tiempo mas largo también se contempla como "liberacion
mantenida" en el contexto de la presente invencién. Por otra parte, se contempla que la invencién pueda ponerse en
practica con una forma de dosificacion de liberacion mantenida administrada localmente o sistémicamente.

"Forma de dosificacion" incluye una formulacion que comprende un agente terapéutico libre (no dirigido o no
asociado a un miembro de unién), asi como una formulacién de liberacion mantenida que comprende un agente
terapéutico. Por ejemplo, las formulaciones de liberacion mantenida pueden comprender microparticulas o
nanoparticulas, microemulsiones, materiales poliméricos biodegradables o no biodegradables, o cualquiera de sus
combinaciones, que comprenden un agente terapéutico dispersado en los mismos, asi como formas cristalinas del
agente terapéutico. Una forma de dosificacién dirigida o asociada a un miembro de unién de la invencién incluye una
formulacion terapéutica de liberacion mantenida que comprende microparticulas o nanoparticulas, microemulsiones,
y/lo materiales poliméricos biodegradables o no biodegradables. La forma de dosificacion de liberacién mantenida
esta conectada a uno 0 mas proteinas o péptidos de unién, a fin de aportar un agente terapéutico dispersado en la
misma a una poblacion de células diana que se une a la proteina o péptido de unién.

Segun se menciona en la presente memoria, "taxol" incluye taxol asi como analogos funcionales, equivalentes o
derivados del mismo. Por ejemplo, derivados y analogos de taxol incluyen, pero no se limitan a, taxotere, bacatina,
10-desacetiltaxol, 7-xilosil-10-desacetiltaxol, cefalomanina, 10-desacetil-7-epitaxol, 7-epitaxol, 10-desacetilbacatina
I, 10-desacetilcefalomanina y anélogos o derivados divulgados en Kingston et al. (New Trends in Nat Prod. Chem.,
26, 219 (1986)), Bringli et &l. (WO 93/17121), Golik et &l. (EPA 639577), Kelly et &l. (WO 95/20582) y Cassady y
Dourous (eds., En: Anticancer Agents Based on Natural Product Models, Academic Press, NY (1980)). Métodos para
preparar taxol y numerosos analogos y derivados del mismo son muy conocidos en la técnica.

Segun se menciona en la presente memoria, células del mdsculo liso y pericitos incluyen las células derivadas de las
capas medias de vasos y vasos adventicios que proliferan en sitios vasculares hiperplasticos de la intima después
de una lesion, tal como la provocada durante una PTCA. Caracteristicas de células del musculo liso incluyen una
morfologia histologica (bajo examen microscopico 6ptico) de una conformacién ahusada con un ndcleo oblongo
situado centralmente en la célula con nucleolos presentes y miofibrillas en el sarcoplasma. Bajo examen
microscopico electronico, las células del musculo liso tienen mitocondrias esbeltas largas en el sarcoplasma
yuxtanuclear, unos pocos elementos tubulares del reticulo endoplasmico granular y numerosos aglomerados de
ribosomas libres. Un complejo de Golgi pequefio también puede estar situado cerca de un polo del nicleo. La
mayoria del sarcoplasma esta ocupada por miofilamentos paralelos delgados que pueden estar, en gran parte,
orientados hacia el eje largo de la célula muscular. Estas miofibrillas que contienen actina pueden disponerse en
haces con mitocondrias intercaladas entre ellos. Dispersas a través de la sustancia contractil de la célula también
puede haber areas densas ovaladas, con areas densas similares distribuidas a intervalos a lo largo de las caras
internas de la membrana plasmatica.

Caracteristicas de los pericitos incluyen una morfologia histolégica (bajo examen microscopico Optico) caracterizada
por una conformacion celular irregular. Los pericitos se encuentran dentro de la membrana basal que rodea las
células endoteliales vasculares y su identidad puede confirmarse mediante inmunotincion positiva con anticuerpos
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especificos para actina del musculo liso alfa (p. ej., anti-alfa-sm1, Biomakor, Rehovot, Israel), HMW-MAA y
antigenos gangliosidicos p. ej.,, MAb 3G5 (Schlingemann et al., Am. J. Pathol., 136: 1393-1405 (1990)); e
inmunotincion negativa con anticuerpos para citoqueratinas (es decir, marcadores epiteliales y fibroblasticos) y factor
de von Willdebrand (es decir, un marcador endotelial). Tanto las células del musculo liso vascular como los pericitos
son positivos mediante inmunotincion con el anticuerpo monoclonal NR-AN-01.

Segun se usa en la presente memoria, el término "traumatismo vascular operatorio” incluye los efectos de
intervenciones quirdrgicas/mecéanicas en la vasculatura de mamiferos, pero no incluyen un traumatismo vascular
debido a las patologias vasculares organicas, es decir, enfermedades e infecciones.

Asi, traumatismos vasculares operatorios dentro del alcance del presente método de tratamiento incluyen (1)
trasplante de érganos, tales como corazén, rifién, higado y similares, p. €j., que implica anastomosis de los vasos;
(2) cirugia vascular, p. €j., cirugia de baipas coronario, biopsia, sustitucién de valvulas cardiacas, aterectomia,
trombectomia y similares; (3) terapias vasculares transcatetéricas (TVT) incluyendo angioplastia, p. €j., angioplastia
laser y operaciones de PTCA, que emplean catéteres de globo y catéteres permanentes; (4) injerto vascular usando
materiales naturales o sintéticos, tales como en injertos de baipas coronario de la vena safena, Dacron e injertos
venosos usados para la reconstruccion arterial periférica, etc.; (5) colocacién de una derivacién mecanica, p. €j., una
derivacion de hemodialisis de PTFE usada para comunicaciones arteriovenosas; y (6) colocacién de una
endoprétesis intravascular, que puede ser metalica, plastica o un polimero biodegradable. Véase la solicitud de
patente de EE. UU. N° de Serie 08/389.712, presentada el 15 de febrero de 1995, que se incorpora mediante
referencia en la presente memoria. Para un analisis general de dispositivos implantables y biomateriales de los que
pueden estar formados, véase H. Kambic et al., "Biomaterials in Artificial Organs", Chem Eng. News, 30 (14 de abril
de 1986), cuya divulgacion se incorpora mediante referencia en la presente memoria.

Formas de Dosificacién de Liberacién Mantenida

Las formas de dosificacion de liberacion mantenida de la invencién pueden comprender microparticulas,
nanoparticulas o microemulsiones que tienen un agente terapéutico dispersado en las mismas o pueden
comprender el agente terapéutico en forma sélida pura, preferiblemente cristalina. Para la administraciéon con
liberacion mantenida, se prefieren las formas de dosificacion en microparticulas que comprenden agentes
terapéuticos puros, preferiblemente cristalinos. Las formas de dosificacion terapéuticas de este aspecto de la
presente invencion pueden ser de cualquier configuracion adecuada para la liberacién mantenida. Las formas de
dosificacion terapéuticas de liberacién mantenida preferidas exhiben una o mas de las siguientes caracteristicas:

- microparticulas (p. ej., de aproximadamente 0,01 micrémetros a aproximadamente 200 micrometros de
diametro, preferiblemente de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 50 micrometros, y mas
preferiblemente de aproximadamente 2 a aproximadamente 15 micrometros) o nanoparticulas (p. €j., de
aproximadamente 0,01 nandémetros a aproximadamente 1000 nanémetros de diametro, preferiblemente de
aproximadamente 50 a aproximadamente 200 nandmetros), estructura de polvo que fluye libremente;

- una estructura biodegradable disefiada para biodegradarse a lo largo de un periodo de tiempo
preferiblemente entre de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 180 dias, preferiblemente de
aproximadamente 1-3 a aproximadamente 150 dias, o una estructura no biodegradable para permitir que se
produzca la difusion del agente terapéutico a lo largo de un periodo de tiempo de entre aproximadamente 0,5
y aproximadamente 180 dias, mas preferiblemente de aproximadamente 30 a aproximadamente 120 dias;

- biocompatibles con el tejido diana y el ambiente fisiologico local en el que ha de administrarse la forma de
dosificacidn, incluyendo dar productos de biodegradacion biocompatibles;

- facilitar una dispersion estable y reproducible de agente terapéutico en las mismas, preferiblemente para
formar una matriz de agente terapéutico-polimero, produciéndose la liberacion de agente terapéutico activo
mediante una o ambas de las siguientes rutas: (1) difusion del agente terapéutico a través de la forma de
dosificacion (cuando el agente terapéutico es soluble en el polimero o la mezcla de polimeros conformados
gue definen las dimensiones de la forma de dosificacion); o (2) liberacion del agente terapéutico a medida
gue la forma de dosificacion se biodegrada; y/o

- para formas de dosificacion dirigidas, tener, preferiblemente, de aproximadamente 1 a aproximadamente
10.000 enlaces de proteina/péptido de unién a la forma de dosificacion y, mas preferiblemente, un maximo de
aproximadamente 1 enlace de péptido de union a la forma de dosificaciéon por 150 angstroms cuadrados de
superficie especifica de particulas. El nUmero total de enlaces de proteina/péptido de unién a la forma de
dosificacion depende del tamafio de particula usado. Las proteinas o péptidos de unién son capaces de
acoplarse a las particulas de la forma de dosificacion terapéutica a través de las modalidades tipo sandwich
con ligando covalente o no covalentes segun se indica en la presente memoria.

Las formas de dosificacion terapéuticas de liberacion mantenida en nanoparticulas son preferiblemente
biodegradables, opcionalmente, se unen a las células del musculo liso vascular y se introducen en esas células,
principalmente mediante endocitosis. La biodegradacién de las nanoparticulas se produce a lo largo del tiempo (p.
ej., de 30 a 120 dias) en vesiculas prelisosdmicas y lisosomas. Las formas de dosificacién terapéuticas en
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microparticulas mas grandes preferidas de la presente invencién liberan los agentes terapéuticos para la
subsiguiente captacion por células diana entrando solo unas pocas de las microparticulas mas pequefias en la célula
mediante fagocitosis. Un médico experto apreciara que el mecanismo preciso por el que una célula diana asimila y
metaboliza una forma de dosificacion de la presente invencién depende de la morfologia, la fisiologia y los procesos
metabdlicos de esas células. El tamafio de las formas de dosificacion terapéuticas de liberacion mantenida en
particulas también es importante con respecto al modo de asimilacién celular. Por ejemplo, las nanoparticulas mas
pequefias pueden fluir con el fluido intersticial entre las células y penetrar en el tejido infundido. Las microparticulas
mas grandes tienden a ser atrapadas intersticialmente mas facilmente en el tejido primario infundido, y asi son Utiles
para aportar agentes terapéuticos antiproliferativos.

Las formas de dosificacion de liberacion mantenida preferidas de la presente invencion comprenden microparticulas
0 nanoparticulas biodegradables. Mas preferiblemente, las microparticulas o nanoparticulas biodegradables estan
formadas por una matriz que contiene polimero que se biodegrada mediante escision hidrolitica no enzimatica
aleatoria para liberar agente terapéutico, formando de ese modo poros dentro de la estructura en particulas.

Polimeros derivados de la condensacion de acidos alfa-hidroxicarboxilicos y lactonas relacionadas se prefieren para
el uso en la presente invencién. Un resto particularmente preferido esta formado por una mezcla de poliésteres
termoplasticos (p. €j., polilactido o poliglicélido) o un copolimero de componentes de lactido y glicolido, tal como
poli(lactido-co-glicélido). Una estructura ejemplar, un poli(DL-lactido-co-glicdlido) aleatorio, se muestra
posteriormente, siendo los valores de x e y manipulables por un médico experto para alcanzar propiedades
deseables de las microparticulas o nanoparticulas.

H
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Otros agentes adecuados para formar formas de dosificacién en particulas de la presente invencién incluyen
poliortoésteres y poliacetales (Polymer Letters, 18:293 (1980) y poliortocarbonatos (Patente de EE. UU. N°
4.093.709) y similares.

Las particulas de matriz que contienen polimero de acido lactico/acido glicélico preferidas de la presente invencion
se preparan mediante procedimientos basados en emulsion, que constituyen procedimientos de extraccion con
disolventes modificados, véanse, por ejemplo, los procedimientos descritos por Cowsar et al., "Poly(Lactide-Co-
Glycolide) Microcapsules for Controlled Release of Steroids”, Methods Enzymology, 112:101-116, 1985
(atrapamiento de esteroides en microparticulas); Eldridge et al., "Biodegradable and Biocompatible Poly(DL-Lactide-
Co-Glycolide) Microspheres as an Adjuvant for Staphylococcal Enterotoxin B Toxoid Which Enhances the Level of
Toxin-Neutralizing Antibodies", Infection and Immunity, 59:2978-2986, 1991 (atrapamiento de toxoides); Cohen et al.,
"Controlled Delivery Systems for Proteins Based on Poly(Lactic/Glycolic Acid) Microspheres”, Pharmaceutical
Research, 8 (6):713-720, 1991 (atrapamiento de enzimas); y Sanders et al., "Controlled Release of a Luteinizing
Hormone-Releasing Hormone Analogue from Poly(D,L-Lactide-Co-Glycolide) Microspheres”, J. Pharmaceutical
Science, 73(9): 1294-1297,1984 (atrapamiento de péptidos).

En general, el procedimiento para formar formas de dosificacion en particulas de la presente invencion implica
disolver el polimero en un disolvente hidrocarbonado halogenado, dispersar una solucién (preferiblemente acuosa)
de agente terapéutico en el mismo, y afadir un agente adicional que actia como un disolvente para el disolvente
hidrocarbonado halogenado pero no para el polimero. El polimero precipita en la soluciéon de polimero-hidrocarburo
halogenado sobre goticulas de la solucién que contienen agente terapéutico y atrapa el agente terapéutico.
Preferiblemente, el agente terapéutico esta sustancialmente dispersado de forma uniforme dentro de la forma de
liberacion mantenida de la presente invencién. Después de la formacién de las particulas, se lavan y se endurecen
con un disolvente organico. Siguen etapas de lavado con agua y lavado con tensioactivos no iénicos acuosos, antes
de secar a temperatura ambiente bajo vacio.

Con propésitos de biocompatibilidad, las formas de dosificacién en particulas, caracterizadas por un agente
terapéutico dispersado en la matriz de las particulas, se esterilizan antes del envasado, el almacenamiento o la
administracion. La esterilizacion puede efectuarse de cualquier modo conveniente para la misma. Por ejemplo, las
particulas pueden irradiarse con radiacion gamma, con tal de que la exposicion a tal radiaciébn no afecte
adversamente a la estructura o la funcién del agente terapéutico dispersado en la matriz de agente terapéutico-
polimero o la proteina/el péptido de union ligados a la misma. Si el agente terapéutico o la proteina/el péptido de
unién estj asi afectado adversamente, las formas de dosificacion en particulas pueden producirse bajo condiciones
estériles.
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La liberacion del agente terapéutico de las formas de dosificacion en particulas de la presente invencion puede
producirse como resultado tanto de difusion como de erosion de la matriz de particulas. La velocidad de
biodegradacion afecta directamente a la cinética de liberaciébn del agente terapéutico. La velocidad de
biodegradacion es regulable mediante la alteracion de la composicion o la estructura de la forma de dosificacion de
liberacion mantenida. Por ejemplo, la alteracion de la relacion lactido/glicolido en formas de dosificacion preferidas
de la presente invencion puede efectuarse, segun se describe por Tice et al., "Biodegradable Controlled-Release
Parenteral Systems", Pharmareutical Technology, pp. 26-35, 1984; mediante inclusién de agentes que alteran la
velocidad de hidrdlisis del polimero, tales como &cido citrico y carbonato sddico, segun se describe por Kent et al.,
"Microencapsulation of Water Soluble Active Polypeptides," Patente de EE. UU. N° 4.675.189; mediante alteracion
de la carga de agente terapéutico en el polimero de lactido/glicélido, siendo la velocidad de degradacién
inversamente proporcional a la cantidad de agente terapéutico contenida en el mismo, mediante la seleccion
acertada de un analogo apropiado de una familia coman de agentes terapéuticos que exhiben diferentes potencias a
fin de alterar dichas cargas centrales; y mediante la variacion del tamafio de particula, segun se describe por Beck et
al., "Poly(DL-Lactide-Co-Glycolide)/Norethisterone Microcapsules: An Injectable Biodegradable Contraceptive”, Biol.
Reprod., 28:186-195, 1983, o similares. Todos los métodos mencionados anteriormente para regular la velocidad de
biodegradacién influyen en la viscosidad intrinseca de la matriz que contiene polimero, alterando de ese modo la
velocidad de hidratacion de la misma.

La estructura de lactido/glicélido preferida es biocompatible con el ambiente fisiolégico de los mamiferos. Ademas,
estas formas de dosificacion de liberacién mantenida preferidos tienen la ventaja de que la biodegradacién de las
mismas forma &cido lactico y acido glicélico, ambos productos metabdlicos normales de los mamiferos.

Para preparar una realizacion de la invencion, el taxol se incorpora en microparticulas o en nanoparticulas de
poli(DL-lactido-coglicolido) biodegradables. Las microparticulas tienen de aproximadamente 1 a aproximadamente
50 pum, preferiblemente de 4 pm a aproximadamente 15 pum, y mas preferiblemente de aproximadamente 2 a
aproximadamente 15 um, de diametro. Las nanoparticulas tienen de aproximadamente 5 a aproximadamente 500
nanémetros, preferiblemente de aproximadamente 10 a aproximadamente 250 nanémetros, y mas preferiblemente
de aproximadamente 50 a aproximadamente 200 nandémetros, de didmetro. Las microparticulas o nanoparticulas
gue comprenden taxol pueden embeberse ademas en o sobre un dispositivo implantable, p. €j., en un revestimiento
de endoprétesis, o aportarse en un vehiculo liquido adecuado mediante un dispositivo implantable, p. €j., a través de
un catéter de infusion. Preferiblemente, la forma de dosificacién de liberacion mantenida es biodegradable v,
preferiblemente, se biodegrada a lo largo de aproximadamente 30-120 dias. La forma de dosificacién de liberacion
mantenida se administra preferiblemente durante el traumatismo vascular operatorio.

Una forma de dosificacion de liberacion mantenida preferida de la invencién comprende microparticulas
biodegradables, preferiblemente de aproximadamente 2 a aproximadamente 15 pm de didmetro, que son
compatibles con los tejidos y fisicamente compatibles con un dispositivo implantable, p. ej., un catéter de infusién
con aguja o un catéter de microinfusion. Otra forma de dosificacién de liberacion mantenida preferida de la invencion
comprende nanoparticulas biodegradables, preferiblemente de aproximadamente 50 a aproximadamente 200
nanometros de diametro, que son compatibles con los tejidos y fisicamente compatibles con un dispositivo
implantable, p. ej., un catéter de infusidn con aguja o un catéter de microinfusion. Para aportar las formas de
dosificacion de liberacion mantenida mediante catéter, los tamafios de los poros u orificios del catéter son
preferiblemente de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 8 um, mas preferiblemente de aproximadamente 0,2 a
aproximadamente 0,8 um, de didmetro.

La concentracion celular del inhibidor citoesquelético que se alcanza en la tlnica media y/o la intima del vaso tratado
es eficaz para inhibir la proliferacion y la migracion de células del musculo liso vascular. La inhibicién de las células
del musculo liso da como resultado una reendotelizacién mas rapida y completa después de un traumatismo
vascular operatorio, p. ej., colocacion intravencionista de la endoproétesis. La velocidad de reendotelizacion
incrementada reduce la pérdida en el area transversal o el diametro luminal y reduce las disminuciones en el flujo
sanguineo.

La forma de dosificacion de liberacion mantenida de la invencién comprende una forma cristalina sélida pura de
taxol.

La forma de dosificacion de liberacion mantenida de la presente invencion comprende ademas preferiblemente un
portador de matriz farmacéuticamente aceptable compatible con el tejido que proporciona una estructura de soporte
para los cristales, p. ej., un cuerpo de silicona conformado, gel de colageno atrapado en una malla de colageno, gel
de Pluronic retenido en una malla de colageno, o manitol retenido en un cuerpo de silicona conformado. Las formas
de dosificacion de liberacion mantenida que comprenden taxol y un portador de matriz farmacéutica comprenden
preferiblemente de aproximadamente 1 a aproximadamente 70%, mas preferiblemente de aproximadamente 2 a
aproximadamente 50%, y aln mas preferiblemente de aproximadamente 3 a aproximadamente 8%, por ciento en
peso de taxol/porcentaje en peso de la forma de dosificacion de liberacion mantenida total de portador de matriz-
agente terapéutico.
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Dosificaciones, Formulacion y Rutas de Administracién de los Agentes Terapéuticos

La cantidad de taxol administrada se ajusta para tratar traumatismos vasculares de diferente gravedad. Por ejemplo,
dosis inferiores son suficientes para tratar un traumatismo vascular menor, p. €j., para prevenir el rechazo vascular
después de un injerto o trasplante, mientras que dosis superiores son suficientes para tratar un traumatismo vascular
mas intensivo, p. ej., para tratar la reestenosis después de angioplastia.

La administracion de un taxol de acuerdo con la presente invencion puede ser continua o intermitente, dependiendo,
por ejemplo, de la condicion fisiologica del receptor, ya sea terapéutico o profilactico el propésito de la
administracion, y otros factores conocidos para los médicos expertos. La administracion de la forma de dosificacion
de la invencidn puede ser esencialmente continua a lo largo de un periodo de tiempo preseleccionado o puede ser
en una serie de dosis espaciadas, p. €., bien antes, bien durante o bien después del traumatismo vascular
operatorio, antes y durante, antes y después, durante y después, o antes, durante y después del traumatismo
vascular operatorio. Por otra parte, la administracion de la forma de dosificacion se selecciona a fin de no dafiar mas
el vaso traumatizado.

El aporte local de taxol puede ser mediante una variedad de técnicas que administran el agente en o cerca de la
zona vascular traumatizada. Ejemplos de técnicas de aporte especifico para la zona o local dirigido no pretenden ser
limitativos sino ilustrativos de las técnicas disponibles. Ejemplos incluyen catéteres de aporte local, tales como un
catéter de infusion, un catéter permanente, o un catéter de aguja, endoproétesis, injertos sintéticos, envueltas de la
adventicia, derivaciones y endoprétesis u otros dispositivos implantables, portadores especificos para una zona,
inyeccion directa o aplicaciones directas.

El aporte local mediante un implante describe la colocacién quirlrgica de una matriz que contiene el agente
terapéutico en la lesion o el area traumatizada. La matriz implantada libera el agente terapéutico mediante difusion,
reaccion quimica o activadores del disolvente. Véase, por ejemplo, Lange, Science, 249, 1527 (1990).

Un ejemplo de aporte local dirigido mediante un implante es el uso de una endoprotesis. Las endoprétesis estan
disefiadas para evitar mecanicamente el colapso y la reoclusion de las arterias coronarias u otros vasos. La
incorporacion de un agente terapéutico en la endoproétesis puede aportar el agente terapéutico directamente a la
lesion. El aporte local de agentes mediante esta técnica se describe en Koh, Pharmaceutical Technology (octubre de
1990).

Por ejemplo, se emplea una endoprétesis intravascular metalica, plastica o biodegradable que comprende el agente
terapéutico. La endoprétesis comprende preferiblemente un revestimiento biodegradable, un revestimiento no
biodegradable poroso o permeable o una membrana o un revestimiento similar a una vaina de injerto sintético
biodegradable o no biodegradable, p. ej., PTFE, que comprende el agente terapéutico. Una realizacion mas
preferida de la invencion es una endoprétesis revestida en la que el revestimiento comprende la forma de
dosificacion de liberacion mantenida de taxol. En una realizacion alternativa, una endoprotesis biodegradable
también puede tener taxol impregnado en la misma, es decir, en la matriz de la endoprotesis.

Una endoprétesis biodegradable con el agente terapéutico impregnado en la misma puede revestirse adicionalmente
con un revestimiento biodegradable o con un revestimiento no biodegradable poroso que tiene la forma de
dosificacion de liberacion mantenida del agente terapéutico dispersada en el mismo. Esta endoprotesis puede
proporcionar una velocidad de liberacion diferencial del agente terapéutico, es decir, puede haber una velocidad de
liberacion inicial mas rapida del agente terapéutico desde el revestimiento, seguido por la liberacién retardada del
agente terapéutico impregnado en la matriz de la endoprétesis, durante la degradacion de la matriz de la
endoproétesis. La endoprotesis intravascular también proporciona un medio mecanico para proporcionar un
incremento en el area luminal de un vaso.

Otro ejemplo de aporte local dirigido mediante un implante es el uso de una envuelta de la adventicia. La envuelta
comprende una matriz portadora farmacéuticamente aceptable, p. €j., un gel Pluronic que esta libre, o contenido
mediante una malla de colageno, gel que tiene dispersado en el mismo un agente terapéutico. Una realizacion de la
invencion es un gel Pluronic (F-127, BASF) que es soluble a 4°C pero se solidifica a 37°C, p. €j., en contacto con
fluido o tejido en un ser humano. Para preparar una envuelta que contiene gel Pluronic, 4 ml de tampdn de fosfato,
pH 7,0 (Circ. Res, vol. 76, abril de 1995), se afiadieron a 1 g de gel Pluronic F-127, que se mezclé durante la noche
a 4°C. El taxol se afiadio a la mezcla antes de la administracion local. La mezcla puede aplicarse directamente a una
pared arterial expuesta quirdrgicamente, o puede aplicarse a la superficie de una placa de coldgeno bovino
(BioCore, Inc., Topeka, KS), que a continuaciéon se envuelve alrededor de la arteria y los bordes se ligan mediante
suturas.

Otra realizacién de la invencién es la incorporacion de taxol en los espacios nodales expandidos de una membrana
similar a un injerto vascular de PTFE (Impra, Inc., Tempe, AZ) que puede rodear a, o puede colocarse sobre el
interior o sobre la superficie exterior de, una endoprotesis vascular interluminal, que comprende metal o un polimero
biodegradable o no biodegradable. La forma de dosificacion de liberacion mantenida llena los espacios nodales de la
pared de la membrana de PTFE y/o reviste las superficies interna y/o externa de la membrana.
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Otra realizacion més de la invencion es una mezcla de una forma cristalina de taxol en un gel de coldgeno bovino
(BioCore, Inc., Topeka, KS). Los cristales variaban de tamafio de aproximadamente 0,1 micras a aproximadamente
1 mm. Generalmente, los cristales se pulverizaban para generar cristales de tamafio menor. Esta mezcla se aplica
directamente a la superficie de la arteria, y los tejidos subcutaneos circundantes se suturan alrededor del vaso y la
piel se cierra. Colageno bovino (BioCore, Inc., Topeka, KS) se disuelve en solucion salina estéril (1:1) y se afiade el
agente terapéutico cristalino. Alternativamente, el gel de colageno se aplica a una malla de colageno bovino que a
continuacion se envuelve alrededor del vaso y los bordes se suturan para mantener la malla en su lugar. La malla de
colageno bovino (BioCore, Inc.) se corta hasta un tamafio, p. ej.,, 1 cm x 1 cm, y la mezcla de agente terapéutico-gel
de colageno se aplica a la superficie de la malla.

Una realizacion adicional de la invencion comprende el atrapamiento de taxol cristalino en membrana de silicona
gruesa de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 3, preferiblemente de aproximadamente 0,5 a
aproximadamente 0,7, mm, p. €j., polimero de silicona Q-7 4840 (Dow Coming, Midland, MI). El polimero (parte A 'y
B, 1:1) se mezcla con una espatula. Una carga inerte, p. €j., manitol, se reduce a polvo y se tamiza hasta un tamafio
de malla de fraccion 53-75. Se mezclan manitol y taxol en proporciones predeterminadas y a continuacion se levigan
con el polimero para formar un material compuesto. El material compuesto se carga en un molde para planchas y se
comprime hasta 344,8 bar (5000 psi). A continuacion, el material compuesto se cura a 80°C durante 2 horas. A
continuacion, la membrana de material compuesto se corta hasta un tamafio, p. €j.,, 1 cm x 1 cm, se envuelve
alrededor de la arteria y se mantiene en su lugar al suturar los bordes de la membrana entre si.

El taxol también puede revestirse sobre el exterior de la envuelta. La envuelta y/o el revestimiento preferiblemente es
biodegradable.

Otro ejemplo es el aporte mediante selladura endoluminal polimérica. Esta técnica usa un catéter para aplicar un
implante polimérico a la superficie interior de la luz. La forma de dosificacion de la invencion se incorpora en el
implante polimérico biodegradable y de ese modo se libera en el sitio quirdrgico. Esta técnica se describe en PCT
WO 90/01969 (Schindler, 23 de agosto de 1989).

Afecciones Susceptibles de Tratamiento mediante la Forma de Dosificacién de la Invencién

Las formas de dosificacion de la invencion son Utiles para tratar o inhibir una disminucién en el volumen, el area y/o
el diametro de la luz de un vaso asociada con un traumatismo vascular operatorio. Segln se usa en la presente
memoria, "vasos" incluye vasos de mamifero, p. €j., vasos coronarios asi como vasos periféricos, femorales y
cardtidos. Se identificara que las formas de dosificacion de la invencion no se restringen al uso para la terapia
después de angioplastia; en cambio, la utilidad de las formas de dosificacion estara proscrita por su capacidad para
inhibir las actividades celulares de células del muisculo liso y pericitos en la pared vascular. Asi, un traumatismo
vascular incluye, pero no se limita a, traumatismo asociado con una operacion intervencionista, tal como
angioplastia, colocacién de una endoprétesis, derivacion, injerto sintético o natural, envuelta de la adventicia, catéter
permanente u otros dispositivos implantables. Los injertos incluyen injertos sintéticos tratados con agente
terapéutico, p. €j., injertos impregnados o revestidos. Puede alcanzarse un efecto antiproliferativo o antimigratorio en
un solo protocolo de dosificacion.

La forma de dosificacion de la invencion puede usarse en un método para tratar a un mamifero que tiene, o con
riesgo de, disminucién en el volumen, el area o el diametro de la luz de un vaso, p. €j., estenosis o reestenosis de un
vaso sanguineo. El método comprende la administracion de al menos taxol en una cantidad eficaz para expandir
biolégicamente un vaso, inhibir o reducir la remodelacion vascular de un vaso, inhibir o reducir la proliferacién de
células del musculo liso vascular, o cualquiera de sus combinaciones.

Para la prevencién de la disminucion de la luz de un vaso asociada con un traumatismo vascular operatorio, puede
administrarse taxol antes, durante y/o después de la operacion, o cualquiera de sus combinaciones. Por ejemplo,
para la prevencién de la reestenosis, una serie de dosis espaciadas de taxol se administra preferiblemente antes,
durante y/o después de la operacion traumatica (p. €j., angioplastia). La dosis también puede aportarse localmente,
a través de un dispositivo implantable, p. ej., un catéter, introducido en el vaso afectado durante la operacion.
Preferiblemente, la forma de dosificacion de liberacion mantenida se administra a través del dispositivo implantable
durante la operacion traumatica. Después de que se efectle la operacion traumatica, puede administrarse una serie
de dosis de seguimiento a lo largo del tiempo, preferiblemente en una forma de dosificaciéon de liberacién mantenida,
durante un tiempo suficiente para reducir sustancialmente el riesgo de, o para prevenir, la reestenosis. Una duracién
del protocolo terapéutico preferida con este propdsito implica la administracion de aproximadamente 3 a
aproximadamente 26 semanas después de la angioplastia.

Seré identificado por los expertos en la técnica que las dosis terapéuticamente/profilacticamente eficaces de taxol
dependeran de varios factores, incluyendo, p. ej.: a) la presién atmosférica y la duracion de la presion aplicada
durante la infusion; b) el tiempo a lo largo del cual el taxol administrado permanece en la zona vascular; c) la
naturaleza del traumatismo vascular y la terapia deseada; d) para formas de dosificacion de liberacién mantenida, la
velocidad de liberacion del agente terapéutico desde la forma de dosificacién, y/o e) para formas de dosificacion de
liberacion mantenida, la localizacion intercelular y/o intracelular de la forma de dosificacion. Los médicos expertos
entrenados para aportar farmacos en dosificaciones terapéuticamente eficaces (p. e€j., al verificar los niveles de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 388248 T3

farmaco y observar los efectos clinicos en los pacientes) determinardn la dosificaciébn Optima para un paciente
individual basandose en la experiencia y el juicio profesional. Los expertos en la técnica identificaran que la
infiltracién de taxol en las capas intimas de una pared de vaso traumatizada en forma libre o de dosificacion de
liberacion mantenida esta sometida a variacion y necesitara ser determinada individualmente.

Una dosificacién terapéuticamente eficaz de taxol se alcanzara tipicamente cuando la concentracion de taxol en el
espacio de fluido entre los globos del catéter esté en el intervalo de aproximadamente 10 a 10™ M. Se identificara
a partir de los Ejemplos proporcionados con la presente memoria que los agentes terapéuticos y las formas de
dosificacion de la invencién pueden necesitar solo ser aportados en una dosificacion terapéutica antiproliferativa
suficiente para exponer al agente terapéutico el 10% mas interno, preferiblemente el 20% mas interno, y mas
preferiblemente el 99% mas interno, de las células de la tinica media que recubren la luz. Esta dosificacion puede
determinarse empiricamente, p. €j., al a) infundir los vasos a partir de sistemas modélicos animales adecuados y
usar métodos inmunohistoquimicos, fluorescentes o de microscopia electrénica para detectar el agente y sus
efectos; y b) efectuar estudios in vitro adecuados.

Por ejemplo, con respecto al aporte con catéter, sera identificado por los expertos en la técnica que las
dosificaciones terapéuticamente/profilacticamente eficaces de los agentes terapéuticos y las formas de dosificacion
dependeran de factores que incluyen: a) la presion atmosférica aplicada durante la infusién; b) el tiempo a lo largo
del cual el agente administrado permanece en la zona vascular; c¢) la forma del agente terapéutico o profilactico
empleado; y/o d) la naturaleza del traumatismo vascular y la terapia deseada. Catéteres que pueden ser Utiles en la
practica de la invencion incluyen catéteres tales como los divulgados en Just et al. (Patente de EE. UU. N°
5.232.444), Abusio et al. (Patente de EE. UU. N° 5.213.576), Shapland et al. (Patente de EE. UU. N° 5.282.785),
Racchini et &l. (Patente de EE. UU. N° 5.458.568), Wolinsky (Patente de EE. UU. N° 4.824.436), Spears (Patente de
EE. UU. N° 4.512.762) y Shaffer et al. (Patente de EE. UU. N° 5.049.132), cuyas divulgaciones se incorporan
mediante referencia en la presente memoria.

Una dosificacion terapéuticamente eficaz es generalmente la dosificacion de agente pericelular en cultivo tisular de
células del musculo liso, es decir, una dosificacién a la que una exposicion continua da como resultado un efecto
terapéutico entre las dosis toxica y minima eficaz. Este nivel terapéutico se obtiene in vivo al determinar el tamafio,
el nimero y la concentracion de taxol y la velocidad de liberacion requerida para que las particulas infundidas entre
las células del muasculo liso de la pared arterial mantengan esta dosificacion terapéutica pericelular. La forma de
dosificacion debe liberar el agente terapéutico a una velocidad que se aproxime a la dosis pericelular de
aproximadamente 0,001 a aproximadamente 100 microgramos/ml de taxol.

La invencion se entendera mejor al hacer referencia a los siguientes ejemplos especificos.
Ejemplos
EJEMPLO 17

Formulaciones de Liberacién Mantenida de Citocalasina B y Taxol

Para determinar la eficacia de las formas de dosificacion de liberacién mantenida local de citocalasina B o taxol para
inhibir la reestenosis, citocalasina B o taxol en una estructura de soporte, p. €j., una "envuelta”, se aplicé al tejido de
la adventicia que rodea una arteria carétida de conejo traumatizada con globo (Grupos 1-11) o una arteria femoral de
cerdo traumatizada con globo (Grupo 12) (Tabla 16).

Las arterias de los animales del Grupo la y 1b se trataron con 20 mg de citocalasina B en 1 g de gel de colageno
bovino (BioCore, Inc., Topeka, KS) que estaba soportado por, o encerrado en, una envuelta de malla de colageno
bovino (Skin Temp-Biosynthetic Skin Dressing, BioCore, Inc., Topeka, KS). 1 semana después del tratamiento, la
arteria tratada con citocalasina B en el animal 1233 no mostraba proliferacién de la intima o adventicia. Habia una
muerte celular notable en la zona externa de la tinica media con heterdéfilos que infiltran la tinica media. Estaban
presentes heterofilos fuera de la envuelta, pero la citocalasina B inhibia la infiltracion de heteréfilos y macréfagos en
la envuelta. La arteria del animal de control (1249) tenia una proliferaciéon de la intima moderada, y heterdfilos e
histiocitos estaban infiltrdndose en la envuelta. La muerte celular en la tinica media era minima.

2 semanas después del tratamiento, habia una proliferacién minima de la intima y la adventicia en el area de la
arteria tratada con envuelta de citocalasina B (animal 1224). La intima estaba dispuesta laxamente y habia una
infiltracién de heteréfilos minima. Estaban presentes células gigantes sincitiales. En la arteria del animal con
envuelta de control (animal 1222), habia una proliferacion de la intima moderada con heterdéfilos y macrofagos en el
area de la envuelta. Estas células eran visibles en la tinica media.

Tres semanas después del tratamiento, no habia proliferacion de la intima observada en el area de la arteria tratada
con envuelta de citocalasina B (1244). Heterdfilos y células gigantes sincitiales estaban presentes alrededor de la
envuelta. No habia una necrosis significativa de las células en la tinica media con heterofilos y macrofagos
infiltrantes. No habia endotelio presente. En la arteria de control (animal 1232), habia una proliferacion de la intima
notable, con tejido de la adventicia y perivascular bien organizado. Heterdéfilos y macréfagos se estaban infiltrando
en la envuelta. Las células de la tinica media eran viables y habia un trombo mural en la luz del vaso. Asi, se
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observaba inhibicién de la proliferacion de la intima en las arterias de animales del Grupo 1a y 1b tratados con
citocalasina B, sin embargo, habia una reaccién significativa hacia el material de la envuelta.

Las arterias de los animales del Grupo 2a y 2b se trataron con citocalasina B (30% p/p; 300 mg de citocalasina B/g
de silicona) en una envuelta de silicona (Q-7 4840, Dow Corning, Midland, MI). Una semana después del
traumatismo, no habia proliferacion significativa de la intima o la adventicia de células del musculo liso (SMC) o
tejido mesenquimal (animal 1229). No habia necrosis significativa de las SMC en la zona externa de la tdnica media.
En areas que parecian haber sido minimamente traumatizadas por el globo torsionable, habia una necrosis celular
minima o inexistente. Esto indicaba que las células traumatizadas eran mas tendentes a morir cuando se exponian a
esta dosis de citocalasina B pero que esta dosis no era citocida para SMC minimamente traumatizadas o normales.
Habia una infiltracion minima de células mononucleares y polimorfonucleares en la tinica media. Se observé que
unos pocos heterdfilos se infiltraban desde la luz del vaso.

En el animal de control (1228), habia menos necrosis celular en la tdnica media, y la necrosis presente estaba
situada en la zona interna en vez de en la zona externa de la pared arterial. Asi, la inhibicion por citocalasina B de la
reparacion celular parece incrementar la necrosis de la tinica media. El control también carecia de proliferacion en
la tinica media o la adventicia y organizacion del coagulo perivascular. La infiltracién celular en cualquier area era
minima.

Dos semanas después de iniciar el tratamiento con citocalasina B habia una inhibicion completa de la proliferacién
de la intima y una organizacion del coagulo perivascular solo minima que se debia principalmente a la formacion de
fibrina y no a la proliferacién mesenquimal (animal 1227). Habia una infiltracién leve de células polimorfonucleares y
una infiltracion minima de células mononucleares en la tinica media y la adventicia. No estaba presente endotelio en
el area de la envuelta, excepto para unos focos aislados muy pequefios. La arteria de control (animal 1226) tenia
proliferacion de la intima y proliferacion de la adventicia moderadas con organizacion mesenquimal del area del
coagulo perivascular. Los focos de proliferacion endotelial eran mayores y mas intensivos en el animal de control en
comparacion con el vaso tratado con citocalasina B.

Con 3 semanas de exposicion (animal 1212) a citocalasina B en una envuelta de silicona, el vaso mostraba una
notable pérdida de células en la tlnica media que era el mas intenso en la zona externa. La infiltracién celular en la
tunica media y la adventicia era minima y la endotelizacion solo estaba presente en una pocas areas focales. Habia
una proliferacion de la intima irregular moderada; sin embargo, las células de la intima y las pocas células
endoteliales que estaban presentes estaban desorganizadas y carecian de polaridad. La inhibicién de la migracion
por citocalasina B daba como resultado esta pérdida de organizacién o polaridad. La proliferacion de la intima
también era leve en el vaso de control (1230); sin embargo, la intima estaba bien organizada y estaba casi
completamente endotelizada. Habia una pérdida celular minima desde la tdnica media. Asi, se observaba una
inhibicion de la intima significativa en las dos primeras semanas en animales tratados del Grupo 2.

Los vasos de los animales del Grupo 3a y 3b se trataron con 8 mg de citocalasina B en 100 mg de un gel Pluronic
(F-127, BASF) que estaba soportado por una envuelta de malla de colageno bovino de 1 cm x 1 cm. Una semana
después del tratamiento, la arteria tratada con citocalasina B del animal 1250 tenia una proliferacién de la intima leve
gue era de grosor irregular. Habia aproximadamente 30% de reendotelizacion y las células de la tinica media eran
viables, siendo la pérdida mas significativa (leve) en la zona interna de la tdnica media. Habia una notable reaccion
piogranulomatosa con el gel Pluronic en la regién perivascular y de la adventicia. La trombosis completa de la arteria
de control del animal 1261 impedia su evaluacion.

A las dos semanas, el gel Pluronic gel con citocalasina B estimulaba una notable reaccion piogranulomatosa en el
tejido de la adventicia y perivascular. Habia una proliferacién de la intima irregular leve y una endotelizacién
completa. Las células de la tinica media eran viables. Parecia haber una pérdida celular leve desde la zona interna
de la tunica media. La arteria del animal de control (1247) tenia una proliferacién de la intima irregular leve, una
endotelizacion completa con células endoteliales gruesas y células viables en la tinica media. Habia una notable
reaccion inflamatoria piogranulomatosa para restos del gel Pluronic.

A las tres semanas, las arterias de los animales 1248 y 1246 mostraban restos de la envuelta de colageno; sin
embargo, la envuelta estaba menos descompuesta en el animal tratado con citocalasina B (1248) que en el control
(1246). Este retardo de la reabsorcion de la envuelta puede resultar de la inhibicion por citocalasina B de la
migracion y la funcién de los macréfagos. Tanto el tratado como el control tenian una cantidad moderada de
hiperplasia de la intima a las 3 semanas, de modo que no habia una cantidad significativa de inhibicién de la intima
por citocalasina B cuando se administraba en el gel Pluronic. Se veian focos de mineralizacion distrofica en la arteria
tratada con citocalasina B. Asi, no se observaba un efecto inhibidor sobre la intima en estos animales (Grupo 3) a
las 1, 2 o 3 semanas después del inicio del tratamiento.

Las arterias de los animales del Grupo 4a y b que se trataban con 100 mg de citocalasina B (10% p/p) en una
envuelta de silicona de 1 g tenian una inhibicion significativa de la proliferacion de la intima en todos los puntos
temporales. En la arteria tratada con envuelta de citocalasina B del animal 1259, no estaban presentes proliferacion
de la intima o fibrosis de la adventicia una semana después del tratamiento. Estaban presentes vasos ectaticos en la
adventicia y el coagulo perivascular estaba desorganizado y compuesto sélo por fibrina. Habia una notable pérdida
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celular desde la tunica media, especialmente en la zona externa. Se observaron heterdfilos infiltrando la tunica
media. En la arteria de control (1206), no habia proliferacion de la intima en 1 semana; sin embargo, habia una
organizacion fibrosa temprana del coagulo perivascular. La pérdida celular desde la tlnica media era mas difusa que
en la envuelta de citocalasina B que era mas intensa en la zona externa.

La arteria tratada con envuelta de citocalasina B del animal 1253 tenia una proliferacion de la intima minima a las
dos semanas, en comparacion con la arteria tratada con envuelta de control (1258) que tenia una proliferacion de la
intima maxima. La proliferacién de la intima en la arteria tratada con envuelta de citocalasina B era irregular y
parecia ser el resultado de organizar trombos murales al infiltrar SMC. Solo habia capas delgadas sueltas de
plaquetas en la arteria tratada con envuelta de citocalasina B, con marginacion de heterdéfilos. No habia
endotelizacién en la arteria tratada con envuelta de citocalasina B y <20% de endotelizacién en la arteria de control.
El coagulo perivascular estaba desorganizado y permanecia fibrinoso en la arteria tratada con citocalasina B y bien
organizado en la arteria de control. La arteria de control tenia una pérdida de células minima desde la tinica media
mientras que la arteria tratada con envuelta de cirocalasina B tenia una notable pérdida de células.

A las tres semanas, la arteria tratada con citocalasina B (1251) mostraba una proliferacion de la intima minima o
nula. La proliferacion de la intima parecia producirse donde habia menos pérdida de células desde la tinica media.
Habia una reendotelizacion temprana en la arteria tratada con citocalasina B, pero las células a menudo eran
redondeadas, estaban ligadas laxamente y solo estaban presentes unos pocos focos dispersados (<10%). El
coagulo perivascular en la arteria tratada con citocalasina B estaba desorganizado y todavia consistia en fibrina,
mientras que la arteria de control estaba bien organizada con fibroblastos y matriz de colageno. La arteria de control
estaba completamente trombosada, habia una notable produccion de la intima en areas distales del trombo que
estaban organizadas menos completamente.

Las arterias de los animales del Grupo 5a y b se trataron con 50 mg de taxol en 1 g de una envuelta de silicona (5%
p/p). Este tratamiento mostraba una notable inhibiciébn de la proliferacién de la intima en todos los puntos
temporales. La arteria tratada con envuelta de taxol (animal 1278 en 1 semana) no tenia proliferacion de la intima o
la adventicia y el coagulo perivascular era fibrinoso y desorganizado. Habia una notable pérdida de células de la
tunica media y no habia recubrimiento endotelial presente. El control (1279) tenia una proliferacion de la intima leve
con fibrosis muy temprana del coagulo perivascular fibrinoso. La luz estaba aproximadamente 85% reendotelizada.
Tanto las arterias tratadas como las de control tenian una infiltracion de heterdfilos leve en la tanica media y la
adventicia.

La arteria del animal 1281, que se habia tratado durante al menos dos semanas con taxol, no tenia proliferacion de
la intima, tenia fibrosis de la adventicia minima y necrosis celular notable en la tinica media con leve infiltracion de
heterofilos. Estaban presentes areas focales de necrosis y mineralizacion distréfica en la adventicia y el tejido del
coagulo perivascular. La arteria del animal de control (1280) tenia proliferacién de la intima moderada, con una
notable organizacion de la adventicia y el coagulo perivascular. La luz estaba 100% reendotelizada y las SMC de la
tunica media eran viables en la arteria de control.

A las tres semanas, la arteria tratada con envuelta de taxol (1242) no tenia proliferacion de la intima y estaba 50%
reendotelizada con células endoteliales que parecian hinchadas. Habia una organizacién minima del coagulo
perivascular y notable pérdida celular de la tlnica media. Habia una infiltracion leve de heterdfilos en la tlnica media
y marginal sobre la superficie luminal del vaso. La arteria de control (1234) tenia proliferacion de la intima vy fibrosis
de la adventicia y el coagulo perivascular notables. Las células de la tinica eran viables.

En el Grupo 6ay 6b, las arterias tratadas con taxol también tenian una notable inhibicion 2 semanas después de que
la envuelta se retirara. El animal 1276 tenia una envuelta de taxol durante 2 semanas, a continuacion la envuelta se
retiraba y el animal se sacrificaba 3 semanas mas tarde. Después del periodo de recuperacion de la retirada de taxol
de 3 semanas (1276), solo habia una proliferacién de la intima minima, excepto en una pocas areas focales que
parecian estar engrosadas debido a la organizacion de SMC de trombos murales, en esta arteria. La adventicia
estaba bien organizada y habia una pérdida celular significativa en la tinica media pero las células presentes eran
viables. La luz estaba aproximadamente 90% reendotelizada. La arteria de control (1277) tenia una notable
proliferacion de la intima, tejido perivascular y de la adventicia bien organizado y estaba 100% reendotelizada.

Los resultados observados para los animales del Grupo 7a demostraban que las arterias tratadas con citocalasina B
(10% p/p) no mostraban proliferacién de la intima durante 2 semanas. Sin embargo, la disminucion en la velocidad
de liberacion de la citocalasina B daba como resultado una proliferacion de la intima leve para la semana tres
después de la colocacién de la envuelta. En una semana (1257), las arterias no mostraban proliferacion de la intima,
y mostraban una notable necrosis de SMC de la tdnica con infiltracién de heterdéfilos moderada. No habia endotelio y
los heterdfilos y los macréfagos estaban marginados a lo largo de la superficie de la luz. Por otra parte, no habia
evidencia de agregados de plaquetas que se adhirieran a la pared del vaso. A las dos semanas (1265), las arterias
eran similares morfolégicamente a las arterias de una semana. Para las tres semanas (1266), las arterias
mostraban una proliferacion de la intima irregular leve. Ademas, los heterdfilos eran escasos en la tlnica media, la
luz estaba 70% reendotelizada y habia fibrosis temprana en la adventicia con coagulo perivascular desorganizado
todavia presente, en las arterias tratadas. Esto indicaba que para las 3 semanas el nivel de agente terapéutico habia
caido por debajo del nivel terapéutico dentro de la pared de la arteria; sin embargo, todavia habia suficiente farmaco
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para tener un efecto inhibidor sobre la organizacion del coagulo inmediatamente adyacente a la envuelta.

Las arterias de los animales del Grupo 8a, que se trataban con citocalasina B al 10% durante 2 semanas, a
continuacion la envuelta se retiraba y los vasos se evaluaban 2 semanas mas tarde, tenian una proliferacion de la
intima variable dentro y entre los animales. La arteria del animal 1254 tenia una proliferacion de la intima variable
gue oscilaba de nula a leve, con fibrosis de la adventicia bien desarrollada, notable pérdida celular en la tunica
media y areas focales de mineralizacion distréfica en la tinica media externa y la adventicia. Las areas de
proliferacion de la intima leve estaban en los extremos del area de la envuelta, sugiriendo una infiltracién desde las
regiones arteriales no tratadas adyacentes. La luz estaba aproximadamente 60% reendotelizada. La arteria del
animal 1255 tenia una proliferacién de la intima de leve a moderada, células viables en la tliinica media y tejido bien
organizado en la adventicia. La luz estaba 100% reendotelizada. La arteria del animal 1256 estaba completamente
trombosada. Proximal al trombo crénico en el area de la envuelta habia un trombo agudo y habia una proliferacion
de la intima moderada.

Aunque habia una proliferacién de la intima moderada en las arterias de algunos animales, la proliferacion en estas
arterias era todavia menor que los controles en el Grupo 9b. Las envueltas de silicona de control de manitol
estuvieron sobre la arteria durante dos semanas después de un traumatismo por globo y a continuacion se retiraban
y el animal se sometia a necropsia y la arteria se evaluaba histolégicamente 1 semana después de la retirada de la
envuelta. Dos de las arterias (1267 y 1268) tenian una proliferacion de la intima moderada con 100% de
reendotelizacion y una tenia una proliferacion maxima. Aquella con una proliferacién de la intima méxima tenia
presenre un trombo oclusivo agudo.

Las arterias de los animales de los Grupos 10 y 11 se trataron con 10 mg de citocalasina B cargados en 1 g de una
envuelta de silicona (1% p/p) que se aplicaba a la arteria durante 2 semanas, se retiraba quirirgicamente y se
evaluaban histoldgicamente 2 o 4 semanas mas tarde, respectivamente. No se observaba una diferencia
significativa mediante evaluacién cualitativa entre los animales de prueba y control. Los animales 1304 y 1305 tenian
una envuelta de citocalasina B (1%) durante 2 semanas que a continuacion se retiraba. Dos semanas después de la
retirada el animal se sacrificaba. La arteria del animal 1304 mostraba una proliferacion de la intima moderada en la
mayoria de las areas de la envuelta, en areas de necrosis notable de la tinica media y mineralizacion distréfica de la
pared. La proliferacion era leve. Habia 100% de reendotelizacion y no habia heteréfilos presentes en la intima o la
tunica media. La adventicia y el area del coagulo perivascular estaban bien organizadas. La arteria del animal 1305
era similar morfolégicamente a la arteria del animal 1304. La arteria del animal 1306 mostraba una proliferacion de la
intima notable, no mostraba heterdfilos infiltrantes en la intima o la tinica media y estaba 100% reendotelizada.

Los animales 1307, 1308 y 1309 se expusieron a envuelta de citocalasina B (1%) durante 2 semanas, que a
continuacion se retir6. Cuatro semanas después de la retirada los animales fueron sacrificados. La arteria del animal
1307 tenia una proliferacion de la intima moderada con &reas focales de engrosamiento debido a la organizacion de
un trombo mural por SMC. Habia una pérdida significativa de células desde la tlinica media y la lamina elastica
aparecia colapsada. Unos pocos heteréfilos estaban presentes en la adventicia. Habia areas o secciones en el area
de la envuelta con una minima proliferacion de la intima. La arteria del animal 1308 mostraba una proliferacién de la
intima moderada con areas de notable pérdida celular en la tdnica media y mineralizacion distréfica en la zona
externa de la tinica media. El vaso estaba 100% reendotelizado. La arteria del animal 1309 tenia una notable
proliferacion de la intima con una regiéon de la adventicia y perivascular bien organizada. El animal 1311 no se
evaluaba debido a trombosis. Los resultados de la arteria del animal 1312 eran bastante variables, con secciones
que mostraban una gama de proliferacion de la intima, de leve a moderada. La endotelizacién parecia ser completa
en estas arterias.

Las arterias de los animales del Grupo 12 (arterias femorales de cerdo) que se trataban con envueltas de silicona
cargadas con 30% p/p de citocalasina B mostraban una proliferacion de la intima significativamente inhibida durante
las primeras dos semanas. Aunque habia proliferacion de la intima en las arterias 3 semanas mas tarde, la
proliferacion todavia era menor que la proliferacion observada para los controles.
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TABLA 16
ANIMAL | GRUPO TRATAMIENTO FECHA DE FECHA DE TIEMPO DESPUES GRADO
Ne Ne CIRUGIA NECROPSIA DEL TRATAMIENTO

1233 la CitoB+Gel col. 2/28/96 3/7/96 1 sem. 1
bov.+placa col.

1249 1b Control+Gel col. 2/28/96 3/7/96 1 sem. 3
bov.+placa col.

1224 la CitoB+Gel col. 2/28/96 3/15/96 2 sem. 2
bov.+placa col.

1222 1b Control+Gel col. 2/28/96 3/15/96 2 sem. 3
bov.+placa col.

1244 la CitoB+Gel col. 2/28/96 3/20/96 3 sem. 1
bov.+placa col.

1232 1b Control+Gel col. 2/28/96 3/20/96 3 sem. 3
bov.+placa col.

1229 2a CitoB 30%-+silicona 2/22/96 2/28/96 1 sem. 0

1228 2b Control + silicona 2/22/96 2/28/96 1 sem. 2

1227 2a CitoB 30%-+silicona 2/22/96 3/7/96 2 sem. 0

1226 2b Control + silicona 2/22/96 3/7/96 2 sem. 3

1212 2a CitoB 30%-+silicona 2/22/96 3/15/96 3 sem. 2

1230 2b Control + silicona 2/22/96 3/15/96 3 sem. 2
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(continuacién)

ANIMAL | GRUPO TRATAMIENTO FECHA DE FECHA DE TIEMPO DESPUES | GRADO
Ne Ne CIRUGIA NECROPSIA DEL TRATAMIENTO
1250 3a CitoB+gel 3/7/96 3/15/96 1 sem. 2
Pluronic+envuelta
col.
1261 3b Control+gel 3/7/96 3/15/96 1 sem. NE
Pluronic+envuelta
col.
1245 3a CitoB+gel 3/7/96 3/20/96 2 sem. 2
Pluronic+envuelta
col.
1247 3b Control+gel 3/7/96 3/20/96 2 sem. 2
Pluronic+envuelta
col.
1248 3a CitoB+gel 3/7/96 3/28/96 3 sem. 3
Pluronic+envuelta
col.
1246 3b Control+gel 3/7/96 3/28/96 3 sem. 3
Pluronic+envuelta
col.
1259 4a CitoB 10%- 4/8/96 4/15/96 1 sem. 0

manitol+silicona

1260 4b Control- 4/8/96 4/15/96 1 sem. 0
manitol+silicona

1253 4a CitoB 10%- 4/8/96 4/22/96 2 sem. 1
manitol+silicona

1258 4b Control- 4/8/96 4/22/96 2 sem. 4
manitol+silicona

1251 4a CitoB 10%- 4/8/96 4/29/96 3 sem. 0
manitol+silicona

1252 4b Control- 4/8/96 4/29/96 3 sem. 4
manitol+silicona

1278 5a Taxol + silicona 3/20/96 3/2/196 1 sem. 0
1279 5b Control-silicona 3/20/96 3/28/96 1 sem. 2
1281 5a Taxol + silicona 3/20/96 4/4/96 2 sem. 1
1280 3b Control-silicona 3/20/96 4/4/96 2 sem. 3
1242 5a Taxol + silicona 3/7/196 3/28/96 3 sem. 0
1243 5b Control-silicona 3/7/96 3/28/96 3 sem. 4
1276 6a Taxol + silicona 3/20/96 4/23/96 2 sem. - 3 sem. 1

15




ES 2 388248 T3

(continuacién)

ANIMAL | GRUPO TRATAMIENTO FECHA DE FECHA DE TIEMPO DESPUES | GRADO
Ne Ne CIRUGIA NECROPSIA DEL TRATAMIENTO

1277 6b Control-silicona 3/20/96 4/23/96 2 sem. - 3 sem. 4

1237 7a CitoB 10%- 5/16/96 5/23/96 1 sem. 0
manitol=silicona

1265 7a CitoB 10%- 5/16/96 5/29/96 2 sem. 0
manitol=silicona

1266 7a CitoB 10%- 5/16/96 6/5/96 3 sem. 2
manitol=silicona

Nota: véanse casos 1260=1sem. 1258=2sem. 1252=3sem.
de control
1254 8a CitoB 10%- 5/16/96 6/11/96 2 sem.- 2 sem. 0-2

manitol+silicona

1255 8a CitoB 10%- 5/16/96 6/11/96 2 sem. - 2 sem. 2-3
manitol+silicona

1256 8a CitoB 10%- 5/16/96 6/11/96 2 sem. - 2 sem. 3
manitol+silicona

1267 9b Control- 3/23/96 6/4/96 2 sem. - 1 sem. 3
manitol+silicona

1268 9b Control- 5/23/96 6/14/96 2 sem.- 1 sem. 3
manitol+silicona

1269 9b Control- 5/23/96 6/14/96 2 sem. - 1 sem. 4
manitol+silicona

1304 10a CitoB 1%- 6/10/96 7/9/96 2 sem.-2 sem. 3
manitol+silicona

1305 10a CitoB 1%- 6/10/96 7/9/96 2 sem.-2sem. 3
manitol+silicona

1306 10a Cito B 1%- 6/10/96 7/9/96 2 sem. - 2 sem. 4
manitol+silicona

1307 1la Cito B 1%- 6/10/96 7/22/96 2 sem.-4 sem. 3
manitol+silicona

1308 1la CitoB 1%- 6/10/96 7122/96 2 sem. - 4 sem. 3
manitol+silicona

1309 11la CitoB 1%- 6/10/96 7122196 2 sem. - 4 sem. NE
manitol+silicona

1310 11b Control- 6/10/96 7/22/96 2 sem. - 4 sem. 4
manitol+silicona

1311 11b Control- 6/10/96 7122196 2 sem. - 4 sem. NE
manitol+silicona
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(continuacién)

ANIMAL | GRUPO TRATAMIENTO FECHA DE FECHA DE TIEMPO DESPUES | GRADO
Ne Ne CIRUGIA NECROPSIA DEL TRATAMIENTO
1312 11b Control- 6/10/96 7/22/96 2 sem. - 4 sem. 3
manitol+silicona
1029LF 12e CitoB 30%-envuelta 2/1/96 2/22/96 3 sem. 2
silicona
1020RF 12f Envuelta silicona 2/1/96 2/22/96 3 sem. 3
control
1030LF 12e CitoB 30%-envuelta 2/7/96 2/22/96 2 sem. 1
silicona
1030RF 12d Envuelta silicona 2/7/96 2/22/96 2 sem. 4
control
1036LF 12a CitoB 30%-envuelta 2/1/96 217196 1 sem. 1
silicona
1036RF 12b Envuelta silicona 2/1/96 2/7/96 1 sem. 1
control

En resumen, la proliferacion de la intima de arterias de cerdo traumatizadas era inhibida significativamente tanto con
citocalasina B como con taxol en forma de dosificacion de liberacion mantenida. La liberacién mantenida mejor
controlada de agente terapéutico, sin la estimulacion de una reaccién inflamatoria secundaria, se obtuvo con un
material de envuelta de la adventicia que comprendia silicona. Las envueltas de silicona inhibian la proliferacion de
la intima con cargas de 30% y 10% de citocalasina B; sin embargo, a medida que el nivel de liberacion cae entre las
2 y 3 semanas, habia un inicio de proliferacion de la intima. Cuando las envueltas se dejaban en su lugar durante 2
semanas, entonces se retiraban quirirgicamente y las arterias se examinaban de 1 a 4 semanas después, parecia
haber un efecto rebote de proliferacion de la intima. El efecto rebote se producia cuando la proliferacién de la intima
de la arteria tratada con el agente terapéutico se aproxima, pero todavia es menor que, la proliferacién de la intima
en la arteria de control. El animal tratado con taxol parecia tener menor efecto rebote que las arterias tratadas con
citocalasina B.

EJEMPLO 18

Aporte de Citocalasina B o Taxol Cristalinos

La distribucion tisular in vivo de citocalasina B administrada en forma cristalina se evalu6 en arterias femorales
porcinas traumatizadas con globo después del aporte local. Una arteria femoral de un cerdo Yorkshire cruzado se
traumatizé con globo mediante el sobreinflado y la rotacion de un catéter de embolectomia de silicona Vascu-Flo™.
El traumatismo con globo fue seguido inmediatamente por el aporte intravascular de 10 pug/ml de cristales de 3h-
citocalasina B (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) en solucién salina (saturada) durante tres minutos bajo 1 atm. de
presion. El flujo sanguineo se reanud6 en la arteria durante cinco minutos antes del sacrificio del animal. Un andlisis
de la distribucion tisular de ®H-citocalasina B mostraba que este método era eficaz al aportar 31 pg de *h-
citocalasina B que se localizaban predominantemente en la adventicia. La ®H-citocalasina B se visualizaba
histolégicamente por la presencia de granos de plata en una emulsion autorradiografica. Asi, estos resultados
mostraban que la citocalasina B cristalina puede aportarse localmente a una pared de vaso in vivo.

Otro estudio empleaba veinte ratas Sprague-Dawley macho. Las ratas sufrian traumatismo por globo en su arteria
carétida izquierda, seguido por infusién interarterial de una solucién que contenia 1 mg de citocalasina B cristalina
en 300 ml de vehiculo (solucién salina estéril de Hank con 0,5% de Cremophor) o un control (de solucion salina)
diluyente. Los animales fueron sacrificados inmediatamente después de la infusién, y 2, 4, 7 y 14 dias después del
traumatismo y la infusion. Después del sacrificio, las arterias carétidas izquierda y derecha (control) se retiraron. Se
obtuvieron muestras de arterias para la cuantificacion de ®H-citocalasina B mediante oxidacion y conteo por
centelleo, histopatologia, autorradiografia y morfometria vascular. La histopatologia documentaba un traumatismo
por globo circunferencial uniforme en la pared arterial de las arterias carotidas izquierdas.

Autorradiograficamente, estaban presentes cristales de citocalasina B el dia 0 en los coagulos de fibrina
intraluminales, adherentes para la intima pero raramente presentes en la adventicia. Para el dia 2, el nimero de
cristales disminuia en comparacion con el dia 0, y para el dia 4 los cristales no eran detectables mediante
autorradiografia. Los resultados autorradiograficos se correlacionaban estrechamente con la determinacion
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cuantitativa de ®H-citocalasina B mediante oxidacion y conteos de centelleo en los que aproximadamente 8 ug de
citocalasina B estaban presentes sobre la longitud tratada de la arteria el dia 0 y ligeramente menos de 2 ng estaban
presentes para el dia 2. Sin embargo, uno de los dos animales sacrificados el dia 4 todavia tenia niveles de
citocalasina B por encima del fondo. El analisis morfométrico de las arterias carétidas izquierdas de ratas tratadas
con citocalasina B cristalina comparadas con ratas tratadas con diluyente no mostraba una reduccion
estadisticamente significativa en la formacion de la neointima. Sin embargo, las cinco ratas tratadas tenian un area
luminal media superior y un area de la neointima menor que el control tratado con diluyente.

La citocalasina B y el taxol se administraron periadventiciamente. Tres grupos de siete ratas macho adultas sufrian
traumatismo por globo de la arteria carétida izquierda seguido inmediatamente por la colocacidn periadventicia bien
de cristales de citocalasina B (7,8 - 11,8 mg/rata), bien de cristales de taxol (3,4 - 6,5 mg/rata) o bien sin farmaco
(control). Los cristales de citocalasina B y taxol se colocaron con un patrén uniforme que cubria la superficie
expuesta quirirgicamente de la arteria carotida, seguido por cierre de la piel subcutanea y los tejidos circundantes
mediante suturas. Catorce dias mas tarde las ratas fueron sacrificadas y sus arterias carétidas se procesaron para
los analisis histolégicos y morfométricos.

Dos animales tratados con citocalasina B morian debido a hemorragia aguda en el sitio quirdrgico y choque
hipovolémico antes del punto de sacrificio el dia 14. Dos animales tratados con citocalasina B adicionales y uno
tratado con taxol se sacrificaron con hinchazén subcutdnea y hemorragia rapidamente crecientes en la zona
quirdrgica antes del punto de sacrificio el dia 14. Todos los animales tratados con cristales bien de citocalasina B o
bien de taxol tenian una toxicidad significativa en la zona quirlrgica que se caracterizaba por grados variables de
hemorragia, necrosis de la pared del vaso, necrosis de muisculo esquelético e inflamacion. Ademas, los animales
tratados tanto con taxol como con citocalasina B tenian un retardo en la ganancia de peso posquirdrgica.

Los tres animales tratados con citocalasina B, los 6 tratados con taxol y los 7 de control que sobrevivian al punto de
sacrificio el dia 14 se evaluaron morfométricamente. Los animales tratados con taxol tenian areas luminales
estadisticamente significativamente mayores y no tenian una proliferacién de la neointima cuando se comparaban
con los animales de control no tratados traumatizados con globo en una prueba t bilateral con p < 0,05. Los animales
tratados con citocalasina B no mostraban una diferencia estadistica con los controles en el &rea luminal, el &rea de
la neointima, el area de la media, las areas unidas por la lamina externa interna y externa o la relacién de la intima a
la media.

Para evaluar adicionalmente la eficacia del taxol cristalino para inhibir la formacién de la neointima en ratas, cuatro
grupos de 5-6 ratas macho adultas sufrian traumatismo por globo de la arteria carétida izquierda seguido
inmediatamente por aporte periadventicio de 1, 0,1, 0,01 o 0 mg de cristales de taxol en 500 mg de un polimero
Pluronic en matriz de gel. Catorce dias mas tarde, las ratas se sacrificaban, el suero se recogia y sus arterias
carotidas se procesaban para el andlisis histol6gico y morfométrico.

Cinco animales (3-1 mgy 2 - 0,01 mg) morian posquirdrgicamente debido a dificultades técnicas. A grandes rasgos,
estaba presente mionecrosis del misculo esquelético adyacente (regiones blancas apagadas de la musculatura) en
3/3, 1/5, 0/4 y 0/5 animales en los grupos de 1 mg, 0,1 mg, 0,01 mg y de control, respectivamente. Histolégicamente,
la mionecrosis se confirmaba en el masculo esquelético adyacente y en algunas regiones de la tinica media de la
arteria carotida izquierda en el grupo de tratamiento de 1 mg pero no en los otros grupos. Morfométricamente, no
habia una significacién estadistica en el area luminal, el area de la neointima, el area unida por la lamina elastica
interna, el area de la tinica media, el area unida por la lamina elastica externa o la relacion de la neointima/la media
cuando se comparaba mediante el analisis de la varianza usando el paquete de software de andlisis de datos Excell.

El tratamiento periadventicio de arterias car6tidas de rata con 1 mg de cristales de taxol en 500 mg de un gel
Pluronic daba como resultado mionecrosis a gran escala de la musculatura adyacente. Aunque el ndmero de
animales que sobrevivia en este grupo era demasiado bajo para determinar la significacion estadistica en la
reduccion de la formacion de la neointima, el area de la neointima era 38% menor que la de los animales de control.

Para animales tratados con 0,1 y 0,01 mg de taxol, se observaba una reduccion en su area de la neointima y la
relacion neointima/media cuando se comparaba con los animales de control, aunque esta no alcanzaba la
significacion estadistica dado el pequefio nimero de animales por grupo. Por otra parte, los animales en los grupos
de dosis inferior no mostraban toxicidad (0,01 mg), mostraban toxicidad minima (0,1 mg) o limitada (1,0 mg),
indicando que las dosis inferiores pueden ser eficaces y exhibir menos efectos secundarios adversos que dosis
mayores de 1,0 mg.
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REIVINDICACIONES

1. Una forma de dosificacién que comprende un taxol para el uso en la inhibicién o la reduccion de la disminucién en
el area luminal del vaso de un vaso sanguineo de mamifero, en la que el taxol estd en forma sustancialmente
cristalina y en la que el tamafio de los cristales del taxol es de 0,1 micras a 1 mm.

2. La forma de dosificacion de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el tamafio de los cristales es de 1 micra a
25 micras.

3. La forma de dosificacion de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en la que el taxol se administra a través de un
dispositivo implantable.

4. La forma de dosificacién de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que el taxol est4, de forma liberable, embebido
en, revestido sobre o embebido en y revestido sobre el dispositivo implantable.

5. La forma de dosificacién de acuerdo con la reivindicacién 3, en la que el taxol estd embebido de forma liberable
en microparticulas, nanoparticulas o una de sus mezclas.

6. La forma de dosificacién de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que las microparticulas o nanoparticulas estan,
de forma liberable, embebidas en, revestidas sobre o embebidas en y revestidas sobre el dispositivo implantable.

7. La forma de dosificacion de acuerdo con una de las reivindicaciones 3 a 6, en la que el dispositivo es una envuelta
de la adventicia, un injerto artificial, un catéter, una endoprotesis o una derivacion.

8. La forma de dosificacion de acuerdo con una de las reivindicaciones 3 a 6, en la que el dispositivo implantable es
un catéter que estd implantado durante una cantidad de tiempo limitada.

9. La forma de dosificacion de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en la que el taxol esta, de forma liberable,
embebido en, revestido sobre o embebido en y revestido sobre una matriz no liquida.

10. La forma de dosificacion de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, en la que la administracion es
antes, durante o después de un traumatismo vascular operatorio, o cualquiera de sus combinaciones.

11. La forma de dosificacion de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, en la que la forma de
dosificacién se aporta localmente mediante un catéter que se introduce en el vaso afectado durante la intervencién.

12. La forma de dosificacion de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, en la que el vaso esta
traumatizado por angioplastia, colocacion de una endoproétesis, colocacién de una derivacién, o un injerto natural, o
cualquiera de sus combinaciones.

13. La forma de dosificacion de acuerdo con la reivindicacién 11, en la que el choque traumatico resulta del
sobreestiramiento de un vaso por un catéter de globo durante una angioplastia.

14. La forma de dosificacion de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, en la que la administracion es
local.

15. La forma de dosificacién de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, en la que el vaso esta
traumatizado de forma operatoria.

16. Taxol cristalino que tiene un tamafio de los cristales de 0,1 micras a 1 mm para el uso en la inhibicién o la
reduccién de la disminucién en el volumen de la luz del vaso en un vaso sanguineo de mamifero traumatizado de
forma operatoria.

17. Taxol cristalino que tiene un tamafio de los cristales de 0,1 micras a 1 mm para el uso en la inhibicién o la
reduccion de la disminucién en el volumen de la luz del vaso en un vaso sanguineo de mamifero traumatizado de
forma operatoria, en el que el taxol se administra in situ por medio de un dispositivo implantable, en donde el taxol
estd, de forma liberable, embebido en, revestido sobre o embebido en y revestido sobre el dispositivo implantable.
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