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DESCRIPCION
Entidades bioldgicas inmovilizadas.

Esta invencion se refiere a entidades bioldégicas inmovilizadas, superficies, por €j., de productos sanitarios,
recubiertas con tales entidades y procedimientos y compuestos intermedios para su produccion.

Antecedentes de la invencion

Cuando un producto sanitario se pone en el cuerpo, o en contacto con fluidos corporales, surge una serie de
reacciones diferentes, dando algunas de ellas como resultado la coagulacion de la sangre en contacto con la
superficie del dispositivo. Para contrarrestar este serio efecto adverso, el compuesto anticoagulante conocido
heparina se ha administrado de manera sistémica durante mucho tiempo a pacientes antes de ponerse en su cuerpo
el producto sanitario o cuando esta en contacto con sus fluidos corporales, para proporcionar un efecto
antitrombatico.

La trombina es uno de los diversos factores de coagulacion, todos los cuales actian juntos para dar como resultado
la formacién de trombos en una superficie en contacto con la sangre. La antitrombina (también conocida como
antitrombina Ill) (“AT”) es el inhibidor de la coagulacién mas prominente. Neutraliza la accion de la trombina y otros
factores de la coagulacion y asi restringe o limita la coagulacion de la sangre. La heparina mejora
espectacularmente la velocidad a la cual la antitrombina inhibe los factores de coagulacion.

Sin embargo, el tratamiento sistémico con altas dosis de heparina esta asociado con frecuencia a serios efectos
secundarios de los cuales la hemorragia es el predominante. Otra complicacion rara, pero seria, del tratamiento de
heparina es el desarrollo de una respuesta alérgica denominada trombocitopenia inducida por heparina que puede
conducir a trombosis (tanto venosa como arterial). El tratamiento con heparina sistémica de alta dosis, por ejemplo,
durante cirugia también requiere un control frecuente del tiempo de coagulaciéon activado (usado para controlar y
guiar el tratamiento con heparina) y los correspondientes ajustes de la dosis cuando sea necesario.

Por lo tanto, se han buscado soluciones en el caso de que la necesidad de una heparinizacion sistémica del
paciente no fuera necesaria o pueda estar limitada. Se pensaba que esto se podia conseguir por una modificacion
de la superficie de los productos sanitarios usando las propiedades anticoagulantes de la heparina. Asi, se ha
desarrollado una serie de tecnologias mas o menos exitosas en el caso de que una capa de heparina se una a la
superficie del producto sanitario que se pretende de ese modo para hacer la superficie no trombogénica. Para
dispositivos en los que se requiere bioactividad a largo plazo, la heparina deberia ser deseablemente resistente a
lixiviacion y degradacion.

La heparina es un polisacarido que soporta grupos sulfato y acido carboxilico cargados de manera negativa sobre
las unidades sacaridas. Se intentd asi la unién i6nica de heparina a superficies policatiénicas, pero estas
modificaciones de la superficie adolecieron de ausencia de estabilidad dando como resultado ausencia de funcién, a
medida que la heparina se lixiviaba de la superficie.

Se han preparado después diferentes modificaciones de la superficie en las que la heparina se ha unido mediante
enlaces covalentes a grupos sobre la superficie.

Técnica anterior

Uno de los procedimientos mas exitosos para hacer un producto sanitario no trombogénico ha sido la union
covalente de un fragmento de heparina a una superficie modificada del dispositivo. El método general y las mejoras
del mismo se describen en las patentes europeas: EP-B-0086186, EP-B-0086187, EP-B-0495820 y la patente de
EE.UU. 6.461.665.

Estas patentes describen la preparacion de substratos modificados superficialmente por primero, una escision
selectiva de la cadena polisacarida de heparina, por ejemplo, usando degradacién de acido nitroso, conduciendo a la
formacién de grupos aldehido terminales. En segundo lugar, la introducciéon de una o mas capas que modifican la
superficie soportando grupos amino primario en la superficie del producto sanitario y haciendo reaccionar después
los grupos aldehido sobre la cadena polisacarida con los grupos amino sobre las capas que modifican la superficie
seguido por una reduccion de las bases es Schiff intermedias para formar enlaces amino secundarios estables.

Sin embargo, aun hay un requerimiento de modificaciones de la superficie que sean mas facilmente manipuladas,
sean mas simples y mas eficaces para producir y/o en el caso de que sea mayor la biodisponibilidad del resto
heparina.

Baskin et al., QSAR Comb. Sci. 26, 2.007, N° 11-12, 1.211 — 1.219 describen el uso de la reaccién de las azidas con
alquinos para el etiquetado covalente de biomoléculas en células y organismos vivos, pero se minimiza su uso
debido a la naturaleza téxica del cobre usado para catalizar la reaccién.

Las solicitudes de patente de EE.UU. 20070020620, 20050032081 y 20050222427 se refieren al uso de una
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reaccion similar para unir biomoléculas a otras varias moléculas.

La patente internacional WO 2007/003054 (Shoichet) describe la inmovilizacion de biomoléculas sobre polimeros.
Especificamente, se mencionaron polimeros biodegradables (pagina 1, linea 13). Se ilustra la reaccién de un alquino
con una azida para formar un triazol. Sin embargo, no se prevé la aplicacion para la preparacion de composiciones
con funcién anticoagulante. Por otra parte, no se prevé tampoco el uso de un triazol para conseguir unién de una
biomolécula a la superficie de cualquier producto sanitario.

La patente europea EP1806373 (Cordis) describe un polimero tri-ramificado neutro para recubrir productos
sanitarios. El polimero tipicamente es recubierto por inmersiéon o por pulverizacion sobre el dispositivo que no es
tratado previamente de ninguna manera. La heparina preferida que se tiene que emplear es heparina de bajo peso
molecular (es decir, degradada). La descripcion parece especulativa y aunque se muestra un procedimiento para
union de heparina al andamiaje polimérico en el Esquema 1, el producto sugerido (mostrado como estructura Il)
parece improbable que se produzca puesto que el resto NHS de la molécula que se hacer reaccionar con heparina
deberia ser desplazada por un grupo amino primario no un grupo hidroxilo. La heparina contiene muy pocos grupos
amino primarios, a menos que se generen por tratamiento quimico, y ninguno se sitda en el punto del extremo de la
molécula.

La patente de EE.UU. 2009/0018646 (Zhao), publicada después de la fecha de prioridad reivindicada de esta
solicitud, describe un polimero neutro biodegradable o bioabsorbible que tiene restos heparina ligados al mismo por
un 1,2,3-triazol. El polimero es tipicamente recubierto por inmersiéon o por pulverizacion sobre el dispositivo que
puede soportar una primera capa polimérica que soporta farmaco pero no es tratada previamente de otro modo de
ninguna manera. La heparina empleada es tipicamente heparina de bajo peso molecular (véase la reivindicacion 3)
o heparina desulfatada (véase la reivindicacion 4) para poner de manifiesto grupos amino (que no estan en el punto
del extremo de la molécula) que se usan como el punto de unién al polimero. Esta reaccién no es adecuada
practicamente para uso con heparina natural que apenas contiene ningin grupo amino primario.

La patente de EE.UU. 2008/0089919 (Gore Enterprise Holdings, Inc.) describe entidades biolégicamente activas
inmovilizadas con actividad de union de cofactor Il de heparina. La patente de EE.UU. 2005/266038 (Glauser et al.)
describe heparina acoplada a un polimero biocompatible mediante un espaciador que tiene un agrupamiento que
hace accesible un sitio de unién de la molécula de heparina por una proteina de unién. Miura et al. (Thin Solid Films,
516 (2.008) pags. 2.443-2.449) describe la inmovilizacion de sacarido sobre un sustrato mediante quimica clic. La
patente de EE.UU. 2005/0032081 (Ju et al.) describe métodos para fijar mediante enlaces covalentes una
biomolécula a una segunda molécula o una superficie sélida usando quimica de cicloadicion 1,3-dipolar. La patente
internacional WO 2008/019450 (Organizacion para la Investigacion Cientifica e Industrial de la Commonwealth)
describe un recubrimiento de la superficie polimérica controlable que incluye una macromolécula, que se liga
mediante enlaces covalentes a la superficie de un sustrato, incluyendo la macromolécula una pluralidad de
iniciadores de la polimerizacién y una pluralidad de grupos de union a la superficie y polimeros colgantes injertados
a partir de al menos algunos de los iniciadores de la polimerizacion. La patente de EE.UU. 2004/0170752 (Luthra et
al.) describe un método de asociacion de una composicion con al menos una porcion de un producto sanitario para
formar una capa, en la que la composiciéon puede incluir un copolimero preparado a partir de una fusién a
temperatura ambiente de una pluralidad de unidades monoméricas que comprende una primera unidad de
monoémero y una segunda unidad de mondmero, en la que la segunda unidad de mondémero presenta una
temperatura de transicion vitrea que es al menos aproximadamente 30 °C mayor que la temperatura de transicion
vitrea de la primera unidad de mondémero, definiéndose una temperatura de transicion vitrea de una unidad de
mondmero como una temperatura de transicion vitrea de un homopolimero de esa unidad de monémero. La patente
europea EP2014308 (Zhao), publicada después de la fecha de prioridad reivindicada de esta solicitud, describe un
polimero bioabsorbible que tiene una composiciéon antitrombética conjugada con el mismo en la que puede estar
contenido un agente antireestenético dentro de la matriz polimérica del polimero bioabsorbible. Liu et al. (Journal of
Pharmaceutical Sciences, Vol. 83, N° 7, Julio 1.994) describe propuestas para preparar derivados de heparina con
hidrofobicidad mejorada por unién de sustituyentes lipdfilos a los términos reductores de las cadenas de heparina.
Poulin-Kerstien et al. (Journal of the American Chemistry Society, 125, 2.003, pags. 15.811-15.821) describe la
ligadura de las horquillas de unién de ADN mediante una reaccion de cicloadicion 1,3-dipolar de un acetileno y
azida. La patente europea EP1152013 (Netech Inc.) describe derivados de quitosan funcionalizados con un
carbohidrato y/o un grupo funcional fotorreactivo.

Ahora se ha encontrado un método simple de unién mediante enlaces covalentes de entidades capaces de
interaccionar con sangre de mamifero para evitar la coagulaciéon o formacion de trombo, por ejemplo, heparina, y
especialmente heparina de longitud completa en vez de la heparina degradada de la técnica anterior, a una
superficie.

Sumario de la invenciéon

Segun la invencion se proporciona, entre otros, un producto sanitario no trombogénico con una superficie que
comprende una capa de recubrimiento, siendo dicha capa de recubrimiento una composiciéon biocompatible que
comprende una capa externa de polimero catidnico funcionalizado segun lo cual un resto heparina se une mediante
enlaces covalentes de un punto del extremo a través de su extremo reductor a la capa externa de polimero catiénico
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mediante un enlace que comprende un 1,2,3-triazol.
Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra fotografias de ejemplos de tubos de PVC donde los lados luminales se recubren con heparina
degradada con acido nitroso o heparina natural en diversas condiciones segun la invencién como se describe en el
Ejemplo 1.5a.

La Figura 2 muestra fotografias de ejemplos de tubos de PVC donde se trata el lado luminal como se describe en el
Ejemplo 1.5b y que ilustra que estos tubos no estan recubiertos apropiadamente con heparina degradada con acido
nitroso.

La Figura 3 muestra fotografias de ejemplos de diversos sustratos diferentes recubiertos con heparina degradada
con acido nitroso segun la invencion como se describe en el Ejemplo 1.6.

Descripcion detallada de la invencién

Tales entidades son conocidas para los expertos en la materia y muchos de ellos son oligosacaridos o polisacaridos.
Algunas de las entidades son glucosaminoglucanos incluyendo compuestos que contienen glucosamina,
galactosamina y/o acido urénico. Los glucosaminoglucanos preferidos son “restos heparina” y especialmente
heparina de longitud completa (es decir, heparina natural).

El término “resto heparina” se refiere a una molécula de heparina, un fragmento de la molécula de heparina o un
derivado o analogo de heparina. Los derivados de heparina pueden ser cualquier variacion funcional o estructural de
heparina. Las variaciones representativas incluyen sales de metal alcalino o de metal alcalino-térreo de heparina,
tales como heparina sodica (por ejemplo, Hepsal o Pularin), heparina de potasio (por ejemplo, Clarin), heparina de
litio, heparina de calcio (por ejemplo, Calciparina), heparina de magnesio (por ejemplo, Cutheparina) y heparina de
bajo peso molecular (preparada por, por ejemplo, despolimerizacion oxidativa o escision desaminativa, por ejemplo,
Ardeparina sodica o Dalteparina). Otros ejemplos incluyen heparan sulfato, heparinoides, compuestos basados en
heparina y heparina con un contra-ién hidroéfobo. Otras entidades deseables incluyen composiciones de heparina
sintética referidas como composiciones "fondaparinux" que implican inhibicién mediada por antitrombina Il de factor
Xa. Los derivados adicionales de heparina incluyen heparinas y restos heparina modificados mediante, por ejemplo,
oxidacion de peryodato (patente de EE.UU 6.653.457) y otras reacciones de modificacion conocidas en la técnica.
Los restos heparina también incluyen tales restos ligados a un ligador o espaciador como se describe a
continuacién. La heparina desulfatada es menos preferida debido a su bioactividad reducida en relacién con otras
formas de heparina.

El resto heparina es unido a un solo punto, en el que el Unico punto es heparina unida a punto de extremo, que esta
conectado por su extremo reductor (a veces referido en la presente memoria como posiciéon C1 del terminal
reductor). La ventaja de la unién del punto de extremo, especialmente unién del punto de extremo reductor, es que
se espera que la actividad biolégica del resto heparina se maximice debido a la disponibilidad mejorada de los sitios
de interaccion de la trombina cuando se compara con la unién en otra parte en el resto heparina.

En el caso de que haya una multiplicidad de restos heparina es posible que algunos o todos ellos sean de un tipo
diferente; sin embargo, se prefiere que todos ellos sean del mismo tipo.

En su forma mas simple, el enlace consiste en el anillo de triazol solamente. Sin embargo, mas normalmente, el
anillo de triazol se separara por un espaciador de la superf|C|e o del resto heparina o de ambos. El Mw (peso
molecular) del enlace es convenientemente de 10% a 10° Da. La longitud del enlace es convenientemente de 10 a
10% A. Se prefiere que los enlaces y/o espaciadores sean cadena o cadenas lineales. También es posible (aunque
menos preferido) que se unan varias, es decir mas de una, por ejemplo, de 2 a 100, preferiblemente 30 a 100
entidades (por ejemplo, restos heparina) a un Unico enlace produciendo asi un enlace ramificado en el que hay
varias cadenas laterales de restos heparina. En algunas realizaciones, el ligador incluye uno o mas anillos
aromaticos. En otras realizaciones, el ligador no incluye ningun anillo aromatico excepto el anillo de triazol. En
algunas realizaciones, el ligador es hidroéfilo, por ejemplo, puede comprender una cadena de PEG. En un aspecto, el
enlace se puede visualizar como que tiene tres porciones - “enlace A” entre la superficie y el resto triazol, el resto
triazol y enlace B” entre el resto triazol y el resto heparina. En una realizacion, el peso molecular del enlace A esta
entre 10" y 10° Da. En otra realizacion, el peso molecular del enlace B esta entre 10" y 10° Da. En una realizacion, el
enlace A comprende uno o mas anillos aromaticos. En ofra realizacién, el enlace A no comprende ningin anillo
aromatico. En una realizacion, el enlace B comprende uno o mas anillos aromaticos. En otra realizacion, el enlace B
no comprende ningun anillo aromatico. En una realizacion, el enlace A es hidréfilo. En otra realizacion, el enlace B
es hidroéfilo. En una realizacién, el enlace A comprende una cadena de PEG. En otra realizacion, el enlace B
comprende una cadena de PEG. En una realizacion, las uniones A y B son ambas hidréfilas, por ejemplo cada una
comprende una cadena de PEG. Como se usa en la presente memoria, una cadena de PEG se refiere a una cadena
polimérica que se puede obtener por polimerizacion de éxido de etileno, tipicamente de peso entre 10? y 10° Da. En
otro aspecto, el enlace puede comprender dos o mas anillos de triazol. Por ejemplo, como se describe en los
Ejemplos, el uso de un resto ligador bifuncional (tal como una bis-azida) se puede conectar en cada extremo,
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respectivamente, a un resto heparina funcionalizada de alquino y una superficie funcionalizada de alquino dando
como resultado el enlace que contiene dos anillos de triazol. Alternativamente, el uso de un ligador de bis-alquino se
puede conectar en cada uno de los extremos, respectivamente, a un resto heparina funcionalizado de azida y una
superficie funcionalizada de azida dando como resultado también el enlace que contiene dos anillos de triazol. Asi,
en otra realizacion, el enlace se puede visualizar como con cinco porciones — “enlace A” entre la superficie y un
primer resto triazol, el primer resto triazol, “enlace B” entre el primer resto triazol y un segundo resto triazol, el
segundo resto triazol, y “enlace C” entre el resto triazol y el resto heparina. En una realizacion, el Eeso molecular de
enlace A esta entre 10" y 10° Da. En una realizacion, el peso molecular del enlace B esta entre 10° y 10° Da. En una
realizacion, el peso molecular del enlace C esta entre 10" y 10° Da. En una realizacion, el enlace A y/o enlace B y/o
enlace C es hidrofilo, por ejemplo, comprendiendo una cadena de PEG. Por ejemplo, el enlace B (al menos) puede
comprender una cadena de PEG.

Asi convenientemente el enlace entre el resto heparina y la superficie es un enlace no ramificado y especificamente
no incluye una ramificacion de un resto polimérico hidréfobo o hidrdéfilo. Si se tiene que incluir convenientemente una
ramificacion es solo una ramificacion que contiene otro resto heparina. El enlace puede ser biodegradable o no
biodegradable. Se prefiere que el enlace sea no biodegradable para que un producto sanitario recubierto sea no
trombogénico durante un periodo prolongado de tiempo.

En el caso de que haya una multiplicidad de enlaces es posible que algunos o todos ellos sean de un tipo diferente;
sin embargo, se prefiere que todos los enlaces sean del mismo tipo.

La superficie puede comprender una capa de recubrimiento sobre un objeto sdlido, por ejemplo, un objeto
conformado tal como un dispositivo y mas en particular un producto sanitario. El objeto sélido puede presentar una o
mas porciones que contengan espacios vacios o poros. Los poros pueden estar dentro del objeto y/o comprender al
menos una superficie del objeto. Un ejemplo de un objeto sélido poroso es politetrafluoroetileno expandido (ePTFE).

El objeto solido puede soportar una o mas, por ejemplo 2 o mas, o0 3 6 4 6 5, por ejemplo, hasta 20 capas de
recubrimiento de manera que deseablemente una porcién de la superficie (deseado que sea no trombogénica) o el
total de la superficie del objeto esté cubierta (Multilayer Thin Films ISBN: 978-3-527-30440-0). El nUmero 6ptimo de
capas dependera del tipo de material del que se fabrica el objeto sdlido y el uso considerado de la superficie. La
superficie se puede formar, si se desea, capa a capa. El nimero y la naturaleza de las capas necesarias para
proporcionar un recubrimiento total de la superficie se puede determinar faciimente por los expertos en la materia. La
capa o las capas de recubrimiento se pueden formar por adsorcion sobre la superficie del objeto sélido de un
polimero catiénico de peso molecular promedio alto, por ejemplo, una poliamina (por ejemplo, la conocida como
Polymin disponible en BASF, véase también la patente europea EP 0086187 Larsson y Gdlander) y si es necesario
reticulacion de la poliamina con, por ejemplo, un reticulador de aldehido tal como crotonaldehido y/o glutaraldehido,
seguido por la aplicacion de una disoluciéon de un polimero anidnico, por ejemplo, un polisacarido aniénico, por
ejemplo, sulfato de dextrano, para obtener al menos una capa adsorbida del polisacarido. Por lo tanto, la superficie
puede comprender una capa de poliamina de peso molecular promedio alto y una capa de polisacarido aniénico.
Mas en general, la superficie puede comprender una o mas bicapas de recubrimiento de polimero catiénico (por
ejemplo, poliamina) y polimero anidnico (por ejemplo, polisacarido aniénico), siendo la capa mas interna una capa
de polimero catidnico y siendo la capa mas externa una capa de polimero catiénico unida mediante enlaces
covalentes al resto heparina. Este procedimiento de recubrimiento se realiza esencialmente como se describe en la
patente europea EP-B-0495820. Asi, es sdélo la capa de recubrimiento externa la que se une al resto heparina.
Tipicamente, la capa de recubrimiento externa que esta unida al resto heparina no esta reticulada. El procedimiento
de la patente europea EP-B-0495820 se puede modificar sin embargo a fin de que la capa externa sea el
polisacarido aniénico que se hacer reaccionar después, como se describe a continuacién, con una poliamina a la
que se une el resto heparina o una azida o alquino.

Previamente a aplicar la primera capa de recubrimiento la superficie del objeto sodlido, por ejemplo el producto
sanitario, se puede limpiar para mejorar la adhesion y el recubrimiento de la superficie. Los agentes de limpieza
adecuados incluyen disolventes como etanol o isopropanol (IPA), disoluciones con alto pH como disoluciones que
comprenden una mezcla de un alcohol y una disolucion acuosa de un compuesto de hidréxido (por ejemplo,
hidroxido de sodio), disolucion de hidroxido de sodio como tal, disoluciones que contienen hidroxido de
tetrametilamonio (TMAH), disoluciones acidas como Piranha (una mezcla de &acido sulfarico y perdxido de
hidrégeno) y otros agentes oxidantes incluyendo combinaciones de acido sulfurico y permanganato de potasio o
diferentes tipos de acido peroxisulfurico o disoluciones de acido peroxidisulfurico (también como sales de amonio, de
sodio y de potasio).

Asi, un aspecto de la invencién es un producto sanitario con una superficie en la que la superficie comprende una o
mas bicapas de recubrimiento de polimero catiénico y polimero aniénico, siendo la capa mas interna una capa de
polimero cationico y siendo la capa mas externa una capa de polimero catidnico unida mediante enlaces covalentes
al resto de heparina.

La invencién proporciona un producto sanitario no trombogénico con una superficie que comprende una capa
externa de polimero catidnico funcionalizado segun lo cual se une un resto heparina a la capa externa de polimero
catiénico mediante un enlace que comprende un 1,2,3-triazol.
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Otro aspecto de la invencién es un producto sanitario no trombogénico que se puede obtener por un procedimiento
que comprende:

(a) tratar un producto sanitario para que presente una capa superficial de polimero catiénico que ha sido
funcionalizado para soportar grupos azido;

(b) hacer reaccionar dicha capa superficial de polimero catiénico que ha sido funcionalizado para soportar
grupos azido con un resto heparina que es funcionalizado en su extremo reductor para soportar un grupo
alquino;

para unir de ese modo el resto heparina al dispositivo a través de un enlace que comprende un 1,2,3-triazol.

Otro aspecto de la invencion es un producto sanitario no trombogénico que se puede obtener por un procedimiento
que comprende:

(a) tratar un producto sanitario para que presente una capa superficial de polimero catiénico que ha sido
funcionalizado para soportar grupos alquino;

(b) hacer reaccionar dicha capa superficial de polimero catiénico que ha sido funcionalizado para soportar grupos
alquino con un resto heparina que se funcionaliza en su extremo reductor para soportar un grupo azido;

para unir de ese modo el resto heparina al dispositivo a través de un enlace que comprende un 1,2,3-triazol.

Otro aspecto de la invencién es un producto sanitario no trombogénico que se puede obtener por un procedimiento
que comprende:

(a) tratar un producto sanitario para que presente una capa superficial de polimero cationico;

(b) asociar a dicha capa superficial de polimero catidnico un polimero cationico funcionalizado que soporta una
pluralidad de restos heparina cargados de manera negativa que se unen a la misma en sus extremos reductores via
un enlace que comprende un 1,2,3-triazol, soportando dicho polimero catiénico una pluralidad de restos heparina
cargados de manera negativa con una carga negativa neta.

Como se describié anteriormente, la superficie polimérica catidnica se puede preparar tratando el dispositivo con un
polimero catiénico de peso molecular promedio alto tal como una poliamina y si es necesario reticularlo con, por
ejemplo, un reticulador de aldehido. Las capas adicionales se pueden reforzar opcionalmente por sucesivas etapas
de: (i) aplicaciéon de una disolucién de polimero anidnico (por ejemplo, polisacarido anionico) para obtener una capa
absorbida del polimero aniénico y (ii) tratar después ademas eso con polimero cationico funcionalizado, tal como
una poliamina, para proporcionar una capa externa absorbida de polimero catidénico funcionalizado, siendo
funcionalizada la capa mas externa para soportar grupos azido o grupos alquino.

Tipicamente, la primera etapa del tratamiento del dispositivo con un polimero catiénico de peso molecular promedio
alto es precedido por la etapa de limpiar la superficie del dispositivo con agentes de limpieza adecuados (por
ejemplo, los mencionados anteriormente) u otros métodos de pretratamiento de la superficie conocidos en la técnica
para mejorar la adherencia y el recubrimiento de la primera capa, por ejemplo, capa de poliamina.

Otro aspecto de la invencién es un producto sanitario no trombogénico que se puede obtener por un procedimiento
que comprende:

(a) tratar un producto sanitario para que presente una capa superficial de polimero anionico;

(b) asociar a dicha capa superficial de polimero aniénico un polimero catiénico funcionalizado que soporta una
pluralidad de restos heparina cargados de manera negativa que se unen a la misma en sus extremos reductores via
un enlace que comprende un 1,2,3-triazol, soportando dicho polimero catiénico funcionalizado una pluralidad de
restos heparina cargados de manera negativa con una carga positiva neta.

Como se describidé anteriormente, el dispositivo que presenta una capa superficial polimérica aniénica se prepara
tipicamente por tratamiento del dispositivo con un polimero catiénico de peso molecular promedio alto, tal como una
poliamina, opcionalmente con reticulacion, seguido por tratamiento de la superficie de poliamina con una disolucion
de polimero anidnico (por €j., polisacarido aniénico) para obtener una capa externa absorbida del polimero aniénico.
Las capas adicionales se pueden reforzar por etapas sucesivas de: (i) aplicacion de un polimero cationico
(opcionalmente con reticulacion) para proporcionar una capa absorbida de polimero cationico y (ii) tratando después
eso con una disolucion de polimero anionico (por ejemplo, polisacarido anionico) para obtener una capa externa
absorbida del polimero aniénico.

Convenientemente, el polimero aniénico es un polisacarido tal como sulfato de dextrano o un derivado del mismo.

Como se usa en la presente memoria una “poliamina” es una molécula que tiene grupos amino colgantes libres
multiples (por ejemplo, 10, 100, 1.000 o mas) que contiene preferiblemente al menos algunos grupos amino
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primarios. Las poliaminas son tipicamente moléculas poliméricas con grupos amino multiples de alto peso molecular
promedio, por ejemplo teniendo un peso molecular promedio de 10% - 10° Da. Una poliamina ejemplar es una
polietilenimina tal como la conocida como Polymin disponible en BASF.

El polimero catiénico puede ser funcionalizado usando técnicas conocidas en la técnica. Como se ilustra en los
Ejemplos a continuacion, los grupos amino primarios sobre la poliamina se pueden usar como puntos de unién para
el grupo alquino o azido. Sin embargo, un experto conoceria como adaptar la quimica para usar grupos amino
secundarios sobre la poliamina como puntos de union para el grupo alquino o azido. Por lo tanto, las poliaminas
pueden ser funcionalizadas para soportar grupos alquino o azido por medios convencionales, por ejemplo, haciendo
reaccionar grupos amino primarios colgantes en la poliamina con un acido carboxilico activado (por ejemplo, un
derivado de N-hidroxisuccinimida de un acido carboxilico) cuyo acido soporta un grupo alquino o azido. Otra manera
es hacer reaccionar aminas secundarias con acidos carboxilicos con quimica de carbodiimida o hacer reaccionar
con cloruros de acido carboxilico en el caso de que la porcion de acido carboxilico soporte un grupo alquino o azido.

El resto heparina que soporta un grupo alquino o azido se puede preparar por métodos convencionales conocidos
de por si. Por ejemplo, la heparina que soporta un grupo alquino se puede preparar por la reaccion de una
alcoxiamina (es decir, molécula de férmula R-O-NHz) que soporta un grupo alquino o azido con un grupo aldehido o
hemi-acetal en el resto heparina usando técnicas convencionales conocidas de por si o por métodos analogos a
aquéllos proporcionados en los Ejemplos. La conexidn se forma por una funcion oxi-imina (R-O-N=R' en la que R' es
heparina). La heparina degradada con acido nitroso soporta un grupo aldehido y la heparina natural contiene una
funcion hemi-acetal en su extremo reductor que puede unirse de esta manera. El resto heparina que soporta un
grupo azido también se puede preparar haciendo reaccionar el resto heparina funcional de alquino con un exceso de
una azida difuncional (por ejemplo, una diazida de PEG). Un experto en la materia podra disefar otras maneras de
introducir una azida o un grupo funcional alquino al extremo reductor de una cadena de carbohidrato.

Cuando se usa una capa de recubrimiento, la superficie de todos y cualquier objeto sélido se transforma para
presentar la misma superficie externa funcionalizada para la uniéon posterior de un resto heparina capaz de
interaccionar con sangre de mamifero para evitar la coagulacion o formacion de trombo. Por lo tanto, una ventaja
especifica de los procedimientos descritos en la presente memoria es que en general se crea una superficie no
trombogénica muy uniforme (véanse las Figuras 1y 3).

El objeto sélido puede ser, por ejemplo, un polimero o material, organico o inorganico, sintético o que se encuentra
en la naturaleza, tal como polietileno, polipropileno, poliacrilato, policarbonato, poliamida, poliuretano (PU),
poli(cloruro de vinilo) (PVC), poliéter cetona (PEEK), celulosa, silicona o caucho (poliisopreno), materiales plasticos,
metales, vidrio, materiales ceramicos y otros materiales sanitarios conocidos o una combinacion de dichos
materiales. Otros materiales sustratos adecuados incluyen fluoropolimeros, por ej., politetrafluoroetileno expandido
(ePTFE), politetrafluoroetileno (PTFE), etileno-propileno fluorado (FEP), copolimeros de perfluorocarburos, por €j.,
copolimeros de tetrafluoroetileno perfluoroalquilvinil éter (TFE/PAVE), copolimeros de tetrafluoroetileno (TFE) y
perfluorometil vinil éter (PMVE), y combinaciones de lo anterior con y sin reticulacion entre las cadenas poliméricas.

Los metales adecuados incluyen aleacion de niquel-titanio (Nitinol), acero inoxidable, titanio, cobalto cromo, oro y
platino. Se prefieren nitinol y acero inoxidable. También se prefiere titanio.

El objeto solido es convenientemente un producto sanitario. El producto sanitario puede ser implantable o no
implantable. Los ejemplos de productos sanitarios implantables o no implantables incluyen catéteres, stents, injertos
stent, vasos sanguineos artificiales, dispositivos de control permanente sanguineo, valvulas cardiacas artificiales,
electrodos de marcapasos, alambres de guia, circuitos de derivacion cardiopulmonar, canulas, balones, dispositivos
de parche de tejidos, bombas de sangre, y dispositivos extracorpéreos, por ej., dispositivos de tratamiento
sanguineo extracorporeos y dispositivos de transfusion.

Se prefiere que la superficie recubierta a la que se une el resto heparina sea de manera que retenga propiedades no
trombogénicas después de esterilizacion, por ej., esterilizacion con 6xido de etileno (OE).

La esterilizacion se puede llevar a cabo por medios conocidos para los expertos en la materia. El método preferido
de esterilizacion es usar gas 6xido de etileno. Alternativamente, se pueden usar otros métodos tales como radiacion,
por ej., haz electrénico o radiacion gamma, en el caso de que tal radiacion no degrade el objeto o el recubrimiento o
ambos.

Una realizacién preferida de la presente invencion se refiere a un producto sanitario recubierto para implantacion,
por ej., implantaciéon permanente, u otra colocacion, en un sitio anatémico. Otras realizaciones preferidas incluyen
dispositivos de uso temporal tales como catéteres y circuitos extracorporeos. Son ejemplos productos sanitarios
estériles (por ejemplo, esterilizados) para colocacion en el interior de una estructura anatémica que delimite un
espacio vacio, o lumen, para reforzar la estructura anatémica o mantener el espacio vacio. Convenientemente, el
resto heparina unido, no eluye en ninguna extension sustancial y permanece con el dispositivo. Por ejemplo, la
actividad de unién de AT retenida se mantiene adecuada (por ej., mayor que 2 6 4 6 5 6 10 pmol/cm?) y cuando se
ensaya en el ensayo de evaluacion del ciclo de Sangre (véase el Ejemplo 1.5a) con 15 horas enjuague con NaCl
(0,15 M) previamente a ensayo con sangre fresca de un donador sano la reduccion en el recuento de plaquetas de
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la sangre después del ensayo disminuye sustancialmente para la sangre expuesta a la superficie recubierta que la
de un control no recubierto (por €j., la reduccién en recuento de plaquetas después del ensayo de la sangre
expuesta a la superficie recubierta es menor que 20%, preferiblemente menor que 15% y mas preferiblemente
menor que 10%).

Convenientemente, la composicion biocompatible de la invencidon es no biodegradable o bioabsorbible. Para
composiciones biodegradables o bioabsorbibles se puede esperar en general que las propiedades no trombogénicas
estén limitadas en el tiempo.

El caracter no trombogénico de los dispositivos segun la presente invencion se puede ensayar por una serie de
métodos. Por ejemplo, el caracter no trombogénico puede estar asociado a tener una alta actividad de unién de
antitrombina, especialmente cuando se compara con dispositivos que tienen superficies no tratadas.

Por ejemplo, se prefiere que la superficie, por ejemplo, del producto sanitario, tenga una actividad de unlon de
antitrombina (AT) de al menos 2, por ejemplo, al menos 5 picomoles de AT por centlmetro cuadrado (pmol/cm 2 de
superficie. En otras realizaciones, la act|V|dad de unién de AT es al menos 6 pmol/cm al menos 7 pmol/cm?, al
menos 8 pmol/cm al menos 9 pmol/cm o al menos 10 pmoI/cm de superficie. En algunas realizaciones, la
actividad de unién de AT es al menos 100 pmol/cm de superficie. La actividad de unién de AT se puede medir por
métodos conocidos en la técnica, por €j., los descritos en Pasche., et al., en "Binding of antithrombin to immobilized
heparin under varying flow conditions" Artif.- Organs 15: 481-491 (1. 991) y la patente de EE.UU. 2007/0264308.
Como comparacion se puede concluir de Sanchez et al (1.997) J. Blomed Mater. Res. 37 (1) 37-42, véase la Flgura
1, que los valores de unién de AT de alrededor de 2,7-4,8 pmol/cm (dependiendo del entorno experimental) o mas
no parecen dar lugar a actividad enzimatica trombogénica significativa en contacto con plasma.

Alternativamente o adicionalmente se prefiere que la superficie sea no trombogénica debido a alta capacidad para
suprimir la coagulacion y otros sistemas de defensa en el ensayo de evaluacion del ciclo de Sangre descrito en el
Ejemplo 1.5a. De acuerdo con ese ensayo, la superficie que se tiene que investigar se aplica a un tubo de PVC que
se enjuaga durante 15 horas con NaCl 0,15 M previamente a ensayo con sangre fresca. Se indica no
trombogenicidad por una reduccion en el recuento de plaquetas de la sangre medido después del ensayo que es
sustancialmente menor para la sangre expuesta a la superficie preparada de acuerdo con el método descrito en la
presente memoria que la de un control no recubierto (por ejemplo, la reduccion en el recuento de plaquetas después
del ensayo para la sangre expuesta a la superficie recubierta es menor que 20%, preferiblemente menor que 15% y
mas preferiblemente menor que 10%).

Otros métodos de evaluacion de la sangre similares diferentes del modelo de ciclo de Sangre pueden ser realizados
por los expertos en la materia para valorar la trombogenicidad/no trombogenicidad.

La cantidad del resto heparina ligado a una superficie particular se puede controlar y ajustar, por €j., ajustando la
cantidad de los reactivos usados en la sintesis de la composicion.

La distribucién del resto heparina sobre la superficie se puede determinar por técnicas de tincién convencionales que
son conocidas de por si, por €j., la distribucion de heparina se puede determinar usando azul de toluidina.

De acuerdo con la invencién también se proporciona un procedimiento para la produccion de un resto heparina
capaz de interaccionar con sangre de mamifero para evitar la coagulacion o formacion de trombo, resto heparina
que esta ligado mediante enlaces covalentes a una superficie a través de un enlace que comprende un 1,2,3-triazol,
procedimiento que comprende la reaccion de un correspondiente resto heparina que soporta un grupo alquino en su
extremo reductor con una correspondiente superficie que soporta un grupo azido o la reacciéon de un
correspondiente resto heparina que soporta un grupo azido en su extremo reductor con una correspondiente
superficie que soporta un grupo alquino.

Este procedimiento se puede llevar a cabo usando procedimientos conocidos de por si.

La superficie que soporta un grupo azido o un grupo alquino se puede preparar por métodos convencionales
conocidos de por si, por ejemplo, haciendo reaccionar una superficie, por ejemplo una superficie como se describe
en la patente europea EP-B-0086186 o la patente europea EP-B-0086187 que soporta grupos sulfato cargados
negativamente con una poliamina apropiada que soporta una azida o un grupo alquino, respectivamente.

De acuerdo con la invencion, también se proporciona una poliamina que soporta un resto heparina a través de un
enlace que comprende un 1,2,3-triazol.

En una realizacion en que se usa la reaccion la superficie soporta el grupo azido. En otra realizacién en que se usa
la reaccion el resto heparina soporta el grupo azido.

La reaccién se puede llevar a cabo en presencia de un catalizador de metal, por ejemplo un catalizador de cobre,
por ejemplo un catalizador de Cu (l) usando condiciones de reacciéon usadas convencionalmente en la cicloadicion
de Huisgen (la cicloadicién 1,3-dipolar de una azida y un alquino terminal para formar un 1,2,3-triazol). El catalizador
de Cu (l) se puede producir, si se desea, in situ, por €j., por reduccion de un correspondiente compuesto de Cu (ll)
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usando por ejemplo ascorbato de sodio. La reaccion también se puede llevar a cabo, si se desea, en condiciones de
flujo.

Como se indicé en la seccion Técnica Anterior en relaciéon a la descripcion de Baskin, otros han comentado sobre la
posible naturaleza toxica del catalizador de Cu (l) usado para catalizar esta reaccion. Sin embargo, como se muestra
en el Ejemplo 1.8, nuestro recubrimiento parece ser no toxico. Sin estar limitados por la teoria, es posible que
cualquier catalizador de Cu (1) residual se lave de la superficie de lo contrario la superficie de poliamina la compleja
haciéndola asi incapaz de ejercer ningun efecto toxico.

La reaccién se puede realizar, por ejemplo, a una temperatura de desde aproximadamente 5 a 80°C,
preferiblemente a aproximadamente temperatura ambiente. EI pH usado en la reaccidon puede ser de
aproximadamente 2-12, preferiblemente aproximadamente 4-9 y lo mas preferiblemente a aproximadamente 7. Los
disolventes adecuados incluyen aquéllos en que el resto heparina unido a la azida o alquino es soluble, por €;j.,
dimetilsulfoxido, dimetilformamida, tetrahidrofurano y preferiblemente agua o mezclas de agua con uno de lo
anterior. La proporcion del resto heparina a la superficie se puede ajustar para proporcionar la densidad deseada del
resto heparina sobre la superficie. Se prefiere usar una proporcién de los reactivos de manera que no queden
grupos azida o alquino libres sobre la superficie resultante.

Por este nuevo método el resto heparina, se puede ligar ventajosamente a la superficie por grupos superficiales que
no estan implicados en el desarrollo del recubrimiento de la superficie. Por el contrario, la técnica anterior descrita en
las patentes europeas EP-B-0086186, EP-B-0086187 y EP-B-0495820 usa el mismo tipo de grupos (aminas
primarias) en el procedimiento de recubrimiento de superficie capa a capa que los usados para unir la heparina al
recubrimiento.

Este nuevo procedimiento tiende a ser menos sensible al pH que los procedimientos de la técnica anterior, que es
también ventajoso.

De acuerdo con la invencion, también se proporciona un resto heparina, resto heparina que soporta un grupo alquino
o uno azido. También se proporciona un resto heparina capaz de interaccionar con sangre de mamifero para evitar
la coagulacién o formacion de trombo, resto heparina que soporta un grupo alquino o uno azido, grupo alquino o
azido que esta unido a un ligador, en el que el ligador esta unido en el punto de extremo al resto heparina a través
de su extremo reductor. El resto heparina es convenientemente un resto heparina de longitud total (es decir,
heparina natural).

También se describe una superficie de poliamina funcionalizada, por ejemplo, una superficie preparada
esencialmente como se describe en las patentes europeas EP-B-0086186, EP-B-0086187 y EP-B-0495820, pero
que soporta adicionalmente uno o mas grupos alquino en la capa mas externa de poliamina.

También se describe un producto sanitario que tiene una superficie de poliamina que soporta un grupo alquino, por
ejemplo, un grupo alquino que esta conectado a un grupo amino de la superficie de poliamina via un enlace.

Segun una caracteristica adicional de la invencién, también se proporciona un procedimiento para la produccion de
un resto heparina capaz de interaccionar con sangre de mamifero para evitar la coagulacion o formacion de trombo,
resto heparina que se liga mediante enlaces covalentes a una superficie a través de un enlace que comprende un
1,2,3-triazol, en el que la superficie comprende una o mas capas de polisacarido (es decir, polisacarido anionico) y
poliamina, procedimiento que comprende la reaccién de una correspondiente superficie que tiene una capa externa
de polisacarido (es decir, polisacarido anidnico, por ejemplo, soportando grupos sulfato cargados negativamente)
con una poliamina que soporta un correspondiente resto heparina a través de un enlace que comprende un 1,2,3-
triazol o la reacciéon de una correspondiente superficie con una capa externa de polisacarido (es decir, polisacarido
anionico, por ejemplo, soportando grupos sulfato cargados negativamente) con una poliamina que soporta una azida
o grupo alquino y haciendo reaccionar el producto resultante con un resto heparina que soporta un grupo alquino o
azido, respectivamente.

Este procedimiento para atribuir las capas de polisacarido y poliamina se puede llevar a cabo usando
procedimientos conocidos de por si, por ejemplo procedimientos analogos a los descritos en la patente europea EP-
B-0495820.

También se describe una poliamina funcionalizada, por ejemplo Polymin que soporta uno o mas grupos alquino, por
ejemplo, via un ligador.

De acuerdo con la invencién, también se proporciona una poliamina funcionalizada que soporta un resto heparina
unido a la misma a través de un enlace que comprende un 1,2,3-triazol. Esta poliamina se puede preparar por
procedimientos conocidos de por si, por ejemplo, analogos a los descritos en otra parte en esta memoria descriptiva.

Los productos de la invencion pueden presentar una o mas de las siguientes propiedades ventajosas:

El grado de sustitucion del resto heparina sobre la superficie puede ser controlado;
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Tanto la union en el punto de extremo (un punto) como la unién en puntos multiples del resto heparina, por ejemplo
heparina, se pueden conseguir, aunque se prefiere la unién del punto de extremo (especialmente punto de extremo
reductor);

La longitud de ligador entre el resto heparina y la superficie puede ser controlada;

Se puede usar la heparina de longitud completa evitandose asi la escisién de heparina y el desecho de partes del
producto escindido implicado en la degradacion de acido nitroso de la técnica anterior de heparina;

Cuando se escinde heparina, se puede destruir la secuencia de unién de antitrombina en algunos de los fragmentos,
usando por lo tanto heparina de longitud completa o la heparina ligada via un espaciador también puede mejorar la
biodisponibilidad de la heparina ligada;

Se puede obtener una distribucion uniforme del resto heparina sobre la superficie;

La biodisponibilidad del resto heparina se puede controlar, por ejemplo, por el uso de diferentes enlaces (longitud,
tipo);

Se puede obtener una superficie no trombogénica que no lixivie heparina y por lo tanto presente una vida
prolongada.

Se describe en la presente memoria una composicion biocompatible que comprende una entidad capaz de
interaccionar con sangre de mamifero para evitar la coagulaciéon o formacion de trombo, entidad que esta unida
mediante enlaces covalentes a una superficie a través de un enlace que comprende un 1,2,3-triazol.

El experto apreciara que la composicion biocompatible se puede aplicar a cualquier objeto sdlido, de la cual es un
ejemplo un producto sanitario. Por lo tanto, de acuerdo con otro aspecto de la invencién, se proporciona un objeto
soélido que tiene una superficie que comprende (por ejemplo, recubierto con) dicha composicién biocompatible. La
invencion se ilustra por los siguientes Ejemplos:

Ejemplo 1.1: Preparacion de una superficie no trombogénica sobre oro.

Una superficie que comprende capas de polimero aminado y polisacarido sulfatado con una capa externa de
polimero aminado funcionalizado esta conectada a heparina funcionalizada formando de ese modo un anillo de
triazol.

Se tratd previamente una superficie de oro (sobre un cristal de microbalanza de cristal de cuarzo (QCM, por sus
siglas en inglés)) usando el método descrito por Larm et al en las patentes europeas EP-B-0086186 y EP-495820
(capa a capa; interacciones de carga de polielectrdlito) terminando con una capa de polisacarido sulfatado. Las
superficies de oro se limpiaron primero con etanol. La imprimaciéon se acumulé por adsorciéon alternada de una
poliamina cargada positivamente (Polymin) y polisacarido sulfatado cargado negativamente (sulfato de dextrano). La
poliamina se reticula con un aldehido difuncional (crotonaldehido). Cada par de poliamina y polisacarido sulfatado se
denomina una bicapa. La superficie de oro se imprimé con 3 bicapas terminando con el polisacarido sulfatado. Se
diluyé Polymin SN (Lupasol SN; Lupasol es un nombre comercial alternativo para Polymin) con agua para preparar
una disolucion madre (se afiadieron 5 g de Polymin SN a 20 ml de agua purificada). (Polymin es un agente
tensioactivo catidnico de polietilenimina disponible en BASF).

El procedimiento completo se llevé a cabo a un caudal de 500 pl/min. en un sistema Q-Sense E4 (http://www.g-
sense.se/) con una bomba peristaltica (Ismatec IPC-N 4).

Se afadieron 100 pl de una disolucion al 5% de poliamina funcionalizada de azida (preparacion véase el Ejemplo
2a) a 100 ml de un tampdn borato/fosfato 0,04 M/0,04 M a pH 8,0. La adsorcion de la poliamina funcional de azida a
la superficie de sulfato se realiz6 durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se realizé un enjuague con agua de
dos minutos después de adsorcion para enjuagar el exceso de polimero.

Se disolvieron 50 mg de heparina degradada con nitrito, con funcionarizacién de alquino en C1 del terminal reductor
(preparado como en el Ejemplo 3a), en 200 ml de agua desionizada y 25 mg de CuSQO4x 5H,0, 50 mg de ascorbato
de sodio y se afiadieron 2,9 g de NaCl. El pH se midi6 que era 4,4.

La reaccion entre la disolucion de la heparina funcionalizada de alquino y la superficie funcionalizada de azida se
llevé a cabo a temperatura ambiente durante 1 h. Se realizé purificacion por enjuague de heparina ligada mediante
enlaces no covalentes durante 10 minutos usando un tampén de borato/fosfato 0,04 M/0,04 M a pH 8,0. Se realiz
un enjuague final con agua desionizada durante dos minutos para lavar los restos de sal de tampodn.
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Resultados analiticos:
Actividad de union de antitrombina de heparina ligada: 21 pmol/cm2

La actividad de unién de antitrombina de heparina ligada se midié6 esencialmente como se describe en Pasche., et
al., en "Binding of antithrombin to immobilized heparin under varying flow conditions" Artif.-Organs 15: 481-491
(1.991).

Ejemplo 1.2: Preparacion de una superficie no trombogénica sobre oro.

Una superficie que comprende capas de polimero aminado y polisacarido sulfatado con una capa externa de
polimero aminado funcionalizado esta conectada a heparina funcionalizada formando de ese modo un anillo de
triazol.

Se repitié el procedimiento del Ejemplo 1.1 con ligera variacion de los parametros como sigue:

Se emplearon 200 pl (2 mi/l) de una disolucién al 5% de poliamina funcionalizada de azida (preparada como en el
Ejemplo 2a);

La adsorcién de la poliamina con funciones azida a la superficie de sulfato se llevé a cabo durante 20 minutos a
temperatura ambiente;

Se emplearon 50 mg (250 mg/l) de CuSO4x 5H.0 y 100 mg (500 mg/l) de ascorbato de sodio;
El pH se midié que era 4,8.

Finalmente, se midi6 la actividad de unién de antitrombina de heparina ligada de la superficie de oro recubierta como
30 pmol/cmz.

Ejemplo 1.3 (comparacion)

Se recubrié otra superficie de oro idéntica de la exacta misma manera que se describio en el Ejemplo 1.2
anteriormente excepto que no se afiadi6 CuSO4 como catalizador en la etapa de acoplamiento de heparina. La
actividad de union de antitrombina de heparina ligada fue insignificante mostrando que si no tenia lugar
acoplamiento covalente la heparina se elimina por enjuague en la ultima etapa de enjuague de tampén.
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Ejemplo 1.4: Preparacion de una superficie no trombogénica sobre oro.

Se recubrié una superficie de oro como en el Ejemplo 1.2 usando heparina natural, con funcionalizacion de alquino
en C1 del terminal reductor (preparado como en el Ejemplo 3b) a pH 4,8 y también a pH 7 (pH ajustado con HCI 1 M
y NaOH 1 M, respectivamente).

La actividad de unién de antitrombina de heparina ligada de la superficie de oro recubierta se midid6 como 25
pmoI/cm2 para la superficie preparada a pH 4,8 y 44 pmol/cm2 cuando la preparacion se realizé a pH 7.

Ejemplo 1.5a: Preparacion de una superficie no trombogénica sobre PVC.

La superficie luminal de un tubo de PVC (D. I. 3 mm) se limpié con isopropanol y un agente oxidante. Después se
imprim6é como en el Ejemplo 1.1 con 3 bicapas terminando con polisacarido sulfatado. La imprimacion se hizo
reaccionar después como en el Ejemplo 1.2 primero con una poliamina funcionalizada de azida (preparada como en
el Ejemplo 2a) seguido por reaccion con heparina degradada con acido nitroso, con funcionalizaciéon de alquino en
C1 del terminal reductor (preparado como en el Ejemplo 3a) a pH 4,8 y, por separado, con heparina natural, con
funcionalizacion de alquino en C1 del terminal reductor (preparado como en el Ejemplo 3b) a pH 4,8 y, por separado,
a pH 7. La purificacion se realizé usando el mismo tampoén y un enjuague de agua como en el Ejemplo 1.1. En
ambos experimentos, el flujo usado durante el procedimiento completo se fij6 a 100 ml/min. La actividad de unién de
antitrombina de heparina ligada para las muestras se ensay6 y se encontré que era aceptable (es decir, por encima
de 2 pmol/cm?).

Se tifieron las muestras con azul de toluidina (“AT”) (200 mg/l en agua) por inmersion en la disoluciéon durante 2
minutos seguido por enjuague con agua extenso. El AT se une a la heparina via interaccion i6nica. Como se
muestra en la Figura 1, la coloracién es uniforme mostrando que la heparina se distribuye uniformemente sobre la
superficie.

Se analizaron las muestras recubiertas de nuevo después de almacenamiento a temperatura ambiente (mas de 8
meses) en una bolsa de hoja de aluminio con un desecador en el interior para mostrar estabilidad del recubrimiento.
Se ensayo la actividad de unién de antitrombina de heparina ligada para las muestras después de envejecimiento y
se encontré que era aceptable (es decir, por encima de 2 pmol/cmz).

Ensayo de evaluacion de ciclo de sangre.

Se realizd la evaluacion del ciclo de sangre en estas muestras almacenadas para mostrar la bioactividad de la
heparina preservada de la superficie no trombogénica. Primero se lavé el lado luminal de los tubos recubiertos con
NaCl 0,15 M durante 15 horas a un caudal de 1 ml/min., para asegurar que toda la heparina ligada ligeramente se
eliminara por aclarado y quedara una superficie estable. Después se incubaron los tubos lavados en un modelo de
ciclo de Chandler realizado esencialmente de acuerdo con Anderson et al. (Andersson, J.; Sanchez, J.; Ekdahl, K.
N.; Elgue, G.; Nilsson, B.; Larsson, R. J Biomed Mater Res A 2003, 67 (2), 458-466) a 2,1 rad/s (20 rpm). Las
plaquetas, de sangre fresca y de sangre recogida de los ciclos, se contaron en un contador de células para medir la
pérdida de plaquetas que indica trombosis. Como referencias se incluyé un control no trombogénico (es decir,
Carmeda BioActive Surface®applied a PVC, que se prepara esencialmente como se describe en la patente europea
EP-B-0495820), un tubo de PVC no recubierto y un control trombogénico (es decir, un recubrimiento de tres bicapas
con una capa externa de polisacarido sulfatado que no une antitrombina).

Como se observa en la tabla a continuaciéon no hay virtualmente pérdida de plaquetas (la pérdida de plaquetas
indica trombosis) observada para los recubrimientos preparados usando los recubrimientos de heparina degradada
almacenada y natural preparados en este ejemplo (Ejemplo 1.5a). El tubo de PVC no recubierto y la superficie con
una capa externa de polisacaridos sulfatados (antitrombina que no se une) muestra una trombosis significativa en
este experimento.

Superficies evaluadas Recuento de Pérdida en
plaguetas x 10°/1 recuento de
plaquetas %

Valor inicial, sangre antes de ciclo de Chandler 206

Superficies evaluadas segun la invencion Heparina degradada 203 1

Heparina natural 190 8

Superficies de referencia Control no trombogénico 195 5

Tubo de PVC no recubierto 116 44

Control trombogénico 3 99
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Estos resultados demuestran las propiedades no trombogénicas de la superficie estable preparada segun la
invencion.

Ejemplo 1.5b (comparacion)

Se realiz6 una variacién en el procedimiento descrito en el Ejemplo 1.5a pero usando ahora una poliamina que no
fue funcionalizada con azidas y una heparina degradada con acido nitroso sin un alquino. Se tifié la muestra con AT
y también con Ponceau S (PS) usando el procedimiento descrito anteriormente. La disolucion de agua de PS
contenia 200 mg/l de PS y 5,75 ml/l de acido acético. Como se muestra en la Figura 2 (panel superior) no se
observo tincion con AT después de este procedimiento alternativo. Sin embargo, en la Figura 2 (panel inferior) se
observa una coloracion roja del PS que indica la existencia de una capa aminada externa. Esto muestra que no se
unio heparina después del procedimiento alternativo y que toda la heparina no ligada mediante enlaces covalentes
se eliminé por lavado durante el aclarado con tampoén.

Ejemplo 1.6: Preparacién de una superficie no trombogénica en diversos sustratos diferentes.

Se limpiaron diferentes sustratos (FEP, PTFE, polimero de silicona, poliuretano (PU), acero inoxidable y titanio) con
isopropanol y un agente oxidante. Se imprimieron después como en el Ejemplo 1.1 con 4 bicapas terminando con
polisacarido sulfatado. Se hizo reaccionar después la imprimacion como en el Ejemplo 1.2 primero con poliamina
funcionalizada de azida (preparada como en el Ejemplo 2a) seguido por reacciéon con heparina degrada con acido
nitroso, con funcionalizacion de alquino en C1 del terminal reductor (preparado como en el Ejemplo 3a) a pH 7
(ajustado con HCI 1 M y NaOH 1 M). Se realiz6 purificacion usando el mismo tampén y aclarado con agua como en
el Ejemplo 1.1. Se realizé el recubrimiento sumergiendo los materiales en las disoluciones de recubrimiento.

Como se puede observar de la Figura 3, la tincion con AT (como se describié en el Ejemplo 1.5a) muestra una
distribucién uniforme de heparina sobre todos los sustratos (las pequefas pintas no tefiidas son debidas al montaje
de sujecion de los materiales).

La actividad de unién de antitrombina de heparina ligada para los diferentes sustratos recubiertos se muestra en la
tabla a continuacion medida después de esterilizacion mediante 6xido de etileno (OE). La esterilizacion con OE se
realiza usando una técnica de esterilizacion clasica usada para productos sanitarios.

Sustrato Absorciéon de AT después de esterilizacion
con OE (pmol/cm?)
FEP 19
PTFE 7,3
Titanio 12
Acero 13
Silicona 7,6
PU 14

Los datos muestran que a pesar de la exposicidon a condiciones rigurosas de esterilizacion la actividad retenida es
aun aceptable.

Ejemplo 1.7a: Preparacion de una superficie no trombogénica en un producto sanitario.

El lado luminal de un injerto Vascular Gore-Tex (pared delgada, diametro de 5 mm, ndmero de catalogo: VT05070L)
se limpid con isopropanol. Después se imprimié como en el Ejemplo 1.1 con 2 bicapas terminando con polisacarido
sulfatado. Después se hizo reaccionar la imprimacion como en el Ejemplo 1.2 primero con una poliamina
funcionalizada con azida (preparada como en el Ejemplo 2a) seguido por reaccién con heparina degrada con acido
nitroso, con funcionalizacion de alquino en C1 del terminal reductor (preparado como en el Ejemplo 3a) a pH 7
(ajustado con HCI 1 M y NaOH 1 M). Se realiz6 purificacion usando el mismo tapdn y enjuague con agua como en el
Ejemplo 1.1. El caudal usado durante el procedimiento completo se fij6 a 30 ml/min. La actividad de absorcion de
antitrombina de heparina después de esterilizacion con OE (condiciones como en el ejemplo 1.6) se midié como 8,7
pmoI/cmZ. Los datos muestran que a pesar de la exposicion a condiciones rigurosas de esterilizacion la actividad
retenida es aun aceptable.
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Ejemplo 1.7b: Preparacion de una superficie no trombogénica sobre un producto sanitario.

El método del Ejemplo 1.7a se puede repetir usando heparina natural, modificada con funcionalizaciéon de
alquino del terminal reductor (preparado como en el Ejemplo 3b o 3c) para proporcionar un injerto recubierto
con una superficie no trombogénica que comprende heparina natural modificada.

Ejemplo 1.8: Preparacién de una superficie biocompatible sobre un HDPE (Polietileno de Alta Densidad)

Se limpié una lamina de HDPE (30 cm?, patréon de referencia USP) por inmersion en una disolucion de KMnO,4
concentrado (2 g/l) en H2SO4 concentrado durante 2 minutos segin el método de la patente europea EP 0086186
(Larm et al). Se imprimi6é después la lamina como en el Ejemplo 1.1 con 3 bicapas terminando con polisacarido
sulfatado. Se hizo reaccionar después la imprimacion como en el Ejemplo 1.2 primero con una poliamina
funcionalizada con azida (preparada como en el Ejemplo 2a) seguido por reaccién con heparina degrada con acido
nitroso, con funcionalizacion de alquino en C1 del terminal reductor (preparado como en el Ejemplo 3a) a pH 7
(ajustado con HCI 1 My NaOH 1 M). Se realiz6 purificacion usando el mismo tampoén y enjuague con agua como en
el Ejemplo 1.1. Se realizé el recubrimiento sumergiendo los materiales en las disoluciones de recubrimiento. Se
encontré que el recubrimiento no era toxico en un ensayo de citotoxicidad usando el ensayo de elucién de Medio
Minimo Esencial (MEM) como se describe en 1ISO10993. Estos resultados demuestran la biocompatibilidad de la
superficie evaluada.

Ejemplo 1.9: Preparacién de una superficie biocompatible sobre PVC (funcionalidad inversa y espaciador de PEG)

La superficie luminal de un tubo de PVC (diametro interno de 3 mm) se limpid con isopropanol y un agente oxidante.
Después se imprimié con cuatro bicapas de una poliamina cargada de manera positiva (Polymin) y un polisacarido
sulfatado cargado de manera negativa (sulfato de dextrano) terminando con el polisacarido sulfatado.

Después en la siguiente etapa de recubrimiento se us6 una disolucidon de 2 ml de una disolucién al 5% de poliamina
funcionalizada de alquino (preparada como en el Ejemplo 2b) en 1.000 ml de un tampdn de borato/fosfato 0,04
M/0,04 M a pH 8,0. La adsorcién de poliamina con funciones azida a la superficie de sulfato se realiz6 durante 15
minutos a temperatura ambiente. Se realizd un enjuague con agua de dos minutos después de la adsorcion para
eliminar por enjuague el polimero en exceso.

Después se us6 una disolucion de 250 mg de heparina, con funcionalizacion de azida y un espaciador de
polietilenglicol (PEG) en C1 del terminal reductor, 250 mg de CuSO4x5H,0, 50 mg de ascorbato de sodio y 2,9 g de
NaCl en 1.000 ml de agua desionizada. Se ajusté el pH a 7 (ajustado con HCI 1 My NaOH 1 M).

El Ejemplo 1.9a us6 heparina degrada con acido nitroso con un grupo funcional azida y un espaciador de PEG
pequefio preparado segun el Ejemplo 4a.

El Ejemplo 1.9b usé heparina degrada con acido nitroso con un grupo funcional azida y un espaciador de PEG
grande preparado segun el Ejemplo 4b.

El Ejemplo 1.9c us6 heparina natural con un grupo funcional azida y un espaciador de PEG pequefio preparado
segun el Ejemplo 4c.

El Ejemplo 1.9d usé heparina natural con un grupo funcional azida y un espaciador de PEG grande preparado segun
el Ejemplo 4d.

La reaccion entre la disolucion y la heparina funcionalizada de azida y la superficie funcionalizada de alquino se
realizé a temperatura ambiente durante 1 h. Se realizé purificacion eliminando por enjuague heparina no ligada
mediante enlaces covalentes durante 10 minutos usando un tampén de borato/fosfato 0,04 M/0,04 M a pH 8,0. Se
realizé un enjuague final con agua desionizada durante dos minutos para lavar los residuos de sal de tampén.

Ejemplo 2a: Funcionalizacién de azida de Polymin SN

Poliamina
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Se diluyd Polymin SN (Lupasol SN; Lupasol es un nombre comercial alternativo para Polymin) con agua para
preparar una disolucion madre (se afadieron 5 g de Polymin SN a 20 ml de agua purificada). (Polymin es un
tensioactivo catidnico de polietilenimina disponible en BASF).

Una disolucion de azidobutirato de N-hidroxisuccinimida (Ref: Khoukhi; Vaultier; Carrie, - Synthesis and reactivity of
methyl [gammal-azido butyrates and ethyl [sigma]-azido valerates and of the corresponding acid chlorides as useful
reagents for the aminoalkylation. Tetrahedron 1.987, 43, (8), 1.811-1.822. y Malkoch, M.; Schleicher, K;
Drockenmuller, E.; Hawker, C. J.; Russell, T. P.; Wu, P.; Fokin, V. V., Structurally Diverse Dendritic Libraries: A
Highly Efficient Functionalization Approach Using Click Chemistry. Macromolecules 2.005, 38, (9), 3.663-3.678.
(véase también R. Kumar, A. El-Sagheer, J. Tumpane, P. Lincoln, L. M. Wilhelmsson, T. Brown, Journal of the
American Chemical Society, 2.007, 129 (21) 6.859 — 6.864) (1,7 g, 7,5 mmol) en 10 ml de agua purificada se mezclé
con 24 ml de Polymin SN (dando como resultado ~5 mmoles de aminas primarias en la disolucién acuosa) y se dejo
reaccionar durante la noche a 70°C. Se diluyé después la mezcla de reaccion con agua e isopropanol (min 99%,
calidad PhEur, Merck) hasta que precipitdé el polimero. Se separ6 por decantacién el isopropanol y se separé por
evaporacion el isopropanol residual de la suspen3|on resultante. Se analizé el polimero funcionalizado por RMN vy
FTIR. FTIR mostré una sefial tipica de -N3 a 2.100 cm™

Ejemplo 2b: Funcionalizacién de alquino de Polymin SN
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Se preparé poliamina funcional de alquino esencialmente como en el Ejemplo 2a pero usando (4-pentinoato) de N-
hidroxisuccinimida (Ref: Salmain, M.; Vessieres, A.; Butler, I. S.; Jaouen, G. Bioconjugate Chemistry 1.991, 2 (1), 13-
15) en vez de azidobutirato de N-hidroxisuccinimida.

Ejemplo 3a: Preparacion de heparina degradada de acido nitroso funcionalizada de alquino.

0S0y
0 o 080y 0S0y
AcHN & o H,0, AcOH wom 0805
/m/ W» OH cHN O&/
OH o Q

Reactivos:

(i) Heparina degrada con acido nitroso con grupos aldehido (preparada esencialmente como en el Ejemplo 2
de USP 4.613.665) 3,25 g en peso seco (0,65 mmoles)

(i) Hidrocloruro de O-(prop-2-inil)-hidroxilamina (Ref: Xu, R.; Sim, M. K.; Go, M. L, Synthesis and
pharmacological characterization of O-alkynyloximes of tropinone and N-methylpiperidinone as muscarinic
agonists. J Med Chem 1h998, 41, (17), 3.220-3.231) 0,70 g en peso seco (6,5 mmoles)

(iii) Acido acético (100% Merck) 3 ml
(iv) Agua purificada 50 ml

Se disolvieron los compuestos en los disolventes mezclados y se ajusté el pH a 4,5 con NaOH 4 M. Se continué la
reaccion durante 3 dias a temperatura ambiente. Se dializé el producto resultante contra agua purificada con una
membrana de dialisis SpectraPor PML (limite de peso molecular) 1 kD (ancho plano 45 mm).

Se analizé el producto funcionalizado por FTIR que mostré una sefal tipica del alquino a 3.100 cm™. La actividad de
la heparina funcionalizada fue 96 Ul/mg que indica que la actividad de la heparina funcionalizada no resulta afectada
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sustancialmente por funcionalizacion.

Ejemplo 3b: Preparacién de heparina natural funcionalizada de alquino
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La heparina natural (SPL, Scientific Protein Laboratories, lote n° 1.037) se funcionaliz6 segun los procedimientos
descritos en el Ejemplo 3a. La actividad de la heparina funcionalizada fue 211 Ul/mg que indica que la actividad
5 de la heparina funcionalizada no se ve afectada sustancialmente por funcionalizacion.

Ejemplo 3c: Preparacion de heparina natural funcionalizada de alquino con un espaciador aromatico.

W
0805
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o] ta, 16h OH
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Se disolvié la heparina natural (SPL, Scientific Protein Laboratories, lote n°® 1.037) (20 mg) en 250 yl de acido

10 acético (100% Merck) y se afiadieron 250 pl de agua purificada y 6 pl de N-(4-(2-(aminoxi)etil)fenil)pent-4-inamida
de disolucion madre (véase el Ejemplo 5 a continuacion). La reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente
durante 16 h. Se concentraron los productos de reaccién y se evaporaron conjuntamente con tolueno (3x2 ml)
para proporcionar un solido amarillento (~20 mg).

Ejemplo 4: Preparacion de heparina degradada con acido nitroso funcionalizada con azida y heparina natural con
15 enlace de cadena de PEG.
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Preparacién de compuestos intermedios
4-azidobutirato de N hidroxisuccinimidilo

Se preparo6 el derivado de acido 4-azidobutirico segun procedimientos publicados (N. Khoukhi, M. Vaultier, R. Carrie,
Tetrahedron, 1.987, 43 (8) 1.811 — 1.822) seguido por activacion de N-hidroxisuccinimida (R. Kumar, A. EI-Sagheer,
J. Tumpane, P. Lincoln, L. M. Wilhelmsson, T. Brown, Journal of the American Chemical Society, 2.007, 129 (21)
6.859 -6.864).

Espaciador de PEG largo bifuncionalizado de o-Azido (x ~ 40, véase anteriormente)

A una disolucion de PEG funcionalizado de diamino (O,0'-Bis(2-aminopropil)polipropilenglicol-bloque-polietilenglicol-
bloque-polipropilenglicol 1900) (7,2 g; ~3,8 mmoles; x ~ 40) en 15 ml de diclorometano (DCM) se afadié 4-
azidobutirato de N-hidroxisuccinimidilo (2,0 g, ~8,85 mmoles). Se agité una mezcla de reaccién a temperatura
ambiente durante la noche, después se diluyd con DCM y se lavéd con posterioridad con HCI 1 M, NaHCO3 (sat.) y
salmuera. Secando (MgSOQ.), la concentracion y secado a vacio produjo aproximadamente 8 g de un sdlido
ligeramente amarillo. La identificacion del producto de reaccion con TLC y MALDI mostro los resultados esperados.

Espaciador de PEG pequefio bifuncionalizado de w-Azido (x ~ 11, véase anteriormente)

A una disolucion de PEG funcionalizado de diamino (O,0'-Bis(2-aminopropil)polipropilenglicol-bloque-polietilenglicol-
bloque-polipropilenglicol 500) (2,4 g; ~3,9 mmoles; x ~ 11) en 10 ml de diclorometano (DCM) se afiadi6 4-
azidobutirato de N-hidroxisuccinimidilo (2,0 g, ~8,85 mmoles). Se agité la mezcla de reaccion a temperatura
ambiente durante la noche, después se diluyd con DCM y se lavéd con posterioridad con HCI 1 M, NaHCO3 (sat.) y
salmuera. Secando (MgSOQ.), la concentracion y secado a vacio produjo aproximadamente 3,1 g de un producto
oleoso. La identificacion del producto de reaccion con TLC y MALDI mostré los resultados esperados.

Preparacion de heparina funcionalizada de azido con espaciador (funcionalidad inversa).

Ejemplo 4a: ElI PEG pequefio bifuncionalizado de w-azido (800 mg, ~1,0 mmol) se disolvid en agua desionizada (35
ml), después se afiadidé heparina degradada con acido nitroso funcionalizada de alquino (500 mg, ~0,1 mmoles),
véase el Ejemplo 3a, junto con CuSO4x5H20 (100 mg) y ascorbato de sodio (160 mg). Se agité después la mezcla
de reaccion durante 2 dias seguido por dialisis durante 3 dias contra agua purificada con una membrana de dialisis
SpectraPor PML 1 kD (anchura plana 45 mm longitud 50 cm). Se filtr6 el producto dializado en aproximadamente
200 ml de agua por una placa de filtro de 20 ym y se liofilizé para proporcionar 620 mg. La actividad de la heparina
degradada con acido nitroso funcionalizada de azida con espaciador PEG pequefio fue 96 Ul/mg (calculado
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basandose en la parte carbohidrato) que indica que la actividad de la heparina funcionalizada no se ve afectada
sustancialmente por funcionalizacion.

Ejemplo 4b: El PEG largo bifuncionalizado de w-azido (2,0 g, ~1,0 mmol) se disolvié en agua desionizada (20 ml),
después se anadioé heparina degradada con acido nitroso funcionalizada de alquino (500 mg, ~0,1 mmol), véase el
Ejemplo 3a, junto con CuSO4x5H,0 (100 mg) y ascorbato de sodio (160 mg). Se agitd6 después la mezcla de
reaccion durante 2 dias seguido por dialisis durante 3 dias contra agua purificada con una membrana de dialisis
SpectraPor PML 1 kD (anchura plana 45 mm longitud 50 cm). Se liofilizé el producto dializado en aproximadamente
600 ml de agua para proporcionar 1,8 g. La actividad de la heparina degradada con acido nitroso funcionalizada de
azida con espaciador PEG largo fue 93 Ul/mg (calculado basandose en la parte carbohidrato) que indica que la
actividad de la heparina funcionalizada no se ve afectada sustancialmente por funcionalizacion.

Ejemplo 4c: El PEG pequefio bifuncionalizado de w-azido (800 mg, ~1,0 mmol) se disolvié en agua desionizada (35
ml), después se afnadié heparina natural funcionalizada de alquino (1,0 g, ~0,1 mmol), véase el Ejemplo 3b, junto
con CuSO4x5H20 (100 mg) y ascorbato de sodio (160 mg). Se agité después la mezcla de reaccion durante 2 dias
seguido por didlisis durante 3 dias contra agua purificada con una membrana de dialisis SpectraPor PML 1 kD
(anchura plana 45 mm longitud 50 cm). Se filtr6 el producto dializado en aproximadamente 200 ml de agua por una
placa de filtro de 20 ym y se liofilizé para proporcionar 900 mg. La actividad de la heparina natural funcionalizada de
azida con espaciador PEG pequefio no se midi6.

Ejemplo 4d: El PEG largo bifuncionalizado de w-azido (1,0 g, ~0,5 mmoles) se disolvié en agua desionizada (15 ml),
después se afadioé heparina natural funcionalizada de alquino (450 mg, ~0,05 mmoles), véase el Ejemplo 3b, junto
con CuSO4x5H,0 (50 mg) y ascorbato de sodio (80 mg). Se agité después la mezcla de reaccion durante 2 dias
seguido por didlisis durante 3 dias contra agua purificada con una membrana de dialisis SpectraPor PML 1 kD
(anchura plana 45 mm longitud 40 cm). Se liofilizé el producto dializado en aproximadamente 100 ml de agua para
proporcionar 840 mg. La actividad de la heparina natural funcionalizada de azida con espaciador de PEG largo fue
181 Ul/mg (calculado basandose en la parte carbohidrato) que indica que la actividad de la heparina funcionalizada
no se ve afectada sustancialmente por funcionalizacion.

Ejemplo 5: Ligador bifuncional
5 a) N-(4-(2-(hidroxi)etil)fenil)pent-4-inamida

Se disolvieron (4-pentinoato) de N-hidroxisuccinimida (Ref: Malkoch, M.; Schleicher, K.; Drockenmuller, E.; Hawker,
C. J.; Russell, T. P.; Wu, P.; Fokin, V. V., Structurally Diverse Dendritic Libraries: A Highly Efficient Functionalization
Approach Using Click Chemistry. Macromolecules 2.005, 38, (9), 3.663-3.678.) (200 mg, 1,0 mmol) y p-
aminofeniletanol (125 mg, 0,9 mmoles) en 2 ml de diclorometano junto con trietilamina (140 pl, 1,0 mmol) y 5 gotas
de dimetilformamida. Se agitd la mezcla de reaccidon a temperatura ambiente durante 2 horas. Se concentré el
producto de reaccion bruto, se disolvié en 10 ml de acetato de etilo y se lavd con 5 ml de agua seguido por 5 ml de
HCI (ac.) 0,5 M, 5 ml de 10 NaHCOs3 (ac.) y finalmente 5 ml de agua. Se seco la fase organica con MgSO., se filtrd y
se evaporo el disolvente. Se purific6 ademas el producto por cromatografia de columna sobre gel de silice eluyendo
con un gradiente de tolueno (T) y acetato de etilo (E) de 4:1 a 1:2 (T:E). El producto N-(4-(2-(hidroxi)etil)fenil)pent-4-
inamida se caracterizdé por RMN y MALDI-TOF.

5 b) N-(4-(2-(metanosulfonato)etil )fenil)pent-4-inamida

Se disolvié N-(4-(2-(hidroxi)etil)fenil)pent-4-inamida (210 mg, 1,0 mmol) en 4 ml de piridina. Se afiadi6 cloruro de
metanosulfonilo (MsCl) (100 ul, 1,3 mmoles) a 0°C. Se volvio a llevar la reaccién agitada a temperatura ambiente y
se hizo reaccionar a temperatura ambiente durante 5 min. Se evaporo6 el disolvente y se volvié a disolver el residuo
en 10 ml de acetato de etilo y se lavd con 5 ml de agua seguido por 5 ml de HCI (ac.) 0,1 M y finalmente 5 ml de
agua. Se seco la fase organica con MgSOs, se filtré y se evaporé el disolvente para proporcionar el producto N-(4-(2-
(metanosulfonato)etil)fenil)pent-4-inamida.

5 c) N-(4-(2-(N-oxiftalimido)etil )fenil)pent-4-inamida

Se disolvio la N-(4-(2-(metanosulfonato)etil ffenil)pent-4-inamida en 6 ml de acetonitrilo y se afiadié a una disolucion
de N-hidroxiftalimida (200 mg, 0,9 mmoles) y trietilamina (250 ul, 1,8 mmoles) en 2 ml de acetonitrilo. Se agit6 la
mezcla de reaccion a 50°C durante 2 dias. Después se diluyd la mezcla de reaccion con 40 ml de acetato de etilo y
se lavo con 20 ml de HCI (ac.) 0,5 M, 5x30 ml de 10 NaHCOs3 (ac.) para eliminar el color rojo, y finalmente 5 ml de
agua. Se seco la fase organica con MgSQOs, se filtré y se evaporo el disolvente. Se volvié a cristalizar el producto
bruto de 10 ml de tolueno para obtener N-(4-(2-(N-oxiftalimido)etil )fenil)pent-4-inamida que se caracterizé por RMN y
MALDI-TOF.

5 d) N-(4-(2-(aminoxi)etil )fenil)pent-4-inamida

Se disolvié N-(4-(2-(N-oxiftalimido)etil)fenil)pent-4-inamida (20 mg, 5,5 pmoles) y etilendiamina (200 pl, 3,0 mmoles)

en 2 ml de etanol. Se agit6 la reaccion a 75°C durante 2 horas. Se evaporo el disolvente y se purifico el producto

bruto por cromatografia de columna sobre gel de silice eluyendo con un gradiente de tolueno (T) y acetato de etilo
18
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(E) de 2:1 a 1:3 (T:E). El producto N-(4-(2-(aminoxi)etil )fenil)pent-4-inamida se caracterizé por RMN y MALDI-TOF.

o 9 " /\)OL
NONij EtsN, DCM (DMF) & NH@\/\
—_—»
o ta ,2h, ~40% OH
MsCl, piridina
NH, 0°C -ta 52%

Q HONPhth, Et3N,

0]
MeCN, 50 °C, 2 d, 75%

EDA, EtOH
75°C, 2 h, 93%
o)

/\)LNHQ\/\
O—-NH,

Preparacioén de disolucién madre:

Se puso N-(4-(2-(aminoxi)etilffenil)pent-4-inamida (2,5 mg) en un matraz métrico y se afadié acetonitrilo (1.000 pl)
para disolver el ligador.
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REIVINDICACIONES

1. Un producto sanitario no trombogénico que tiene una superficie que comprende una capa de recubrimiento,
siendo dicha capa de recubrimiento una composicién biocompatible que comprende una capa externa de polimero
catiénico funcionalizado, segun lo cual un resto heparina esta unido al punto del extremo mediante enlaces
covalentes a través de su extremo reductor a la capa externa de polimero catiénico mediante un enlace que
comprende un 1,2,3-triazol.

2. Un dispositivo segun la reivindicacion 1, en el que el resto heparina es una heparina de longitud total.

3. Un dispositivo segun la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en el que la superficie comprende dos o mas capas
de recubrimiento, estando unida sélo la capa de recubrimiento externa al resto heparina.

4. Un dispositivo seguin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la superficie comprende una
0 mas bicapas de recubrimiento de polimero catiénico y polimero anidnico, siendo la capa mas interna una capa de
polimero catidnico y siendo la capa mas externa una capa de polimero catidnico unida mediante enlaces covalentes
al resto heparina.

5. Un dispositivo seguin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende una multiplicidad de
enlaces del mismo tipo.

6. Un dispositivo segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que mas de un resto heparina
esta unido a cada enlace.

7. Un dispositivo segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el recubrimiento comprende
una poliamina como polimero catiénico.

8. Un dispositivo segun la reivindicacién 7, en el que el recubrimiento comprende una capa de una poliamina de
peso molecular promedio alto y una capa de un polisacarido aniénico como polimero aniénico.

9. Un dispositivo segun las reivindicaciones 7 u 8, en el que la poliamina es reticulada.

10. Un dispositivo segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, dispositivo que presenta una actividad
de unién de antitrombina Ill de al menos 2 picomoles de antitrombina Il por centimetro cuadrado (pmol/cmz) de
superficie.

11. Un producto sanitario no trombogénico segun la reivindicacién 1, que se puede obtener por un procedimiento
que comprende:

(a) tratar un producto sanitario para presentar una capa de superficie de polimero catiénico que ha sido
funcionalizado para soportar grupos azido;

(b) hacer reaccionar dicha capa superficial de polimero catiénico que ha sido funcionalizado para soportar
grupos azido con un resto heparina que es funcionalizado en su extremo reductor para soportar un grupo alquino;

para unir de ese modo el resto heparina al dispositivo a través de un enlace que comprende un 1,2,3-triazol.

12. Un producto sanitario no trombogénico segun la reivindicacién 1, que se puede obtener por un procedimiento
que comprende:

(a) tratar un producto sanitario para que presente una capa superficial de polimero catiénico que haya sido
funcionalizado para soportar grupos alquino;

(b) hacer reaccionar dicha capa superficial de polimero catidnico que ha sido funcionalizado para soportar
grupos alquino con un resto heparina que es funcionalizado en su extremo reductor para soportar un grupo
azido;

para unir de ese modo el resto heparina al dispositivo a través de un enlace que comprende un 1,2,3-triazol.
13. Un producto sanitario no trombogénico segun la reivindicacion 1 que se puede obtener:

(I) por un procedimiento que comprende:

(a) tratar un producto sanitario para que presente una capa superficial de polimero catiénico;

(b) asociar a dicha capa superficial de polimero catiénico un polimero catiénico funcionalizado que soporta una
pluralidad de restos heparina cargados de manera negativa que estan unidos al mismo en sus extremos reductores
via un enlace que comprende un 1,2,3-triazol, soportando dicho polimero catiénico funcionalizado una pluralidad de
restos heparina cargados de manera negativa con una carga negativa neta;
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o]
() por un procedimiento que comprende:
(a) tratar un producto sanitario para que presente una capa superficial de polimero aniénico;

(b) asociar a dicha capa superficial de polimero anionico un polimero catiénico funcionalizado que soporta una
pluralidad de restos heparina cargados de manera negativa que estan unidos al mismo en sus extremos
reductores via un enlace que comprende un 1,2,3-triazol, soportando dicho polimero catidnico
funcionalizado una pluralidad de restos heparina cargados de manera negativa con una carga positiva neta;

14. Un producto sanitario no trombogénico segun la reivindicacién 13, en el que en el procedimiento (ll), el polimero
anionico de sulfato de dextrano o un derivado del mismo.

15. Un producto sanitario no trombogénico segun la reivindicacion 13 o la reivindicacion 14, en el que el polimero
catiénico es una poliamina.

16. Un producto sanitario no trombogénico segun una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15, en el que el resto
heparina es un resto heparina de longitud completa.

17. Un procedimiento para la produccién de un producto sanitario segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
16, procedimiento que comprende la reaccion de un resto heparina que soporta un grupo alquino en su extremo
reductor con una correspondiente superficie que soporta un grupo azido o la reaccion de un resto heparina que
soporta un grupo azido en su extremo reductor con una correspondiente superficie que soporta un grupo alquino.

18. Un procedimiento segun la reivindicacion 17, en el que el dispositivo presenta una superficie que comprende
una o mas capas de polisacarido y poliamina, procedimiento que comprende la reaccion de una superficie que tiene
una capa externa de polisacarido con una poliamina que soporta resto heparina unido a la poliamina en su extremo
reductor a través de un enlace que comprende un 1,2,3-triazol o la reacciéon de una superficie que tiene una capa
externa de polisacarido con una poliamina que soporta un grupo azida o alquino y haciendo reaccionar el producto
resultante con resto heparina que soporta un grupo alquino o azido, respectivamente, en su extremo reductor.

19. Un resto heparina capaz de interaccionar con sangre de mamifero para evitar la coagulacion o formacion de
trombo, cuya entidad soporta un alquino o un grupo azido, grupo alquino o azido que esta unido a un ligador, en el
que el ligador esta unido en el punto del extremo al resto heparina a través de su extremo reductor.

20. Una poliamina funcionalizada que soporta un resto heparina, en la que el resto heparina esta unido en su
extremo reductor a la poliamina a través de un enlace que comprende un 1,2,3-triazol.
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Figura 1

Heparina degradada, pH 4,8

Heparina natural, pH 4,8

Heparina natural, pH 7
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Figura 2

Azul de toluidina
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Figura 3
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