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DESCRIPCION
Poliuretano que tiene un revestimiento antitrombogénico

La invencién se refiere a un poliuretano (PUR) que tiene un revestimiento antitrombogénico, en el que el
revestimiento antitrombogénico comprende al menos una sustancia antitrombogénica covalentemente unida a una
superficie del PUR.

Desde la direccidn http://publica.fraunhofer.de/documents/N-141596.html se sabe que los policarbonato-uretanos se
utilizan en la tecnologia médica debido a su bio- y hemocompatibilidad, bioestabilidad, dureza y propiedades de
deslizamiento en implantes sometidos a grandes esfuerzos. Un alto grado de capacidad para modificar la superficie
permite la aplicacion de revestimientos antimicrobianos o antitrombogénicos.

Trzaskowski M., et al.,, The Challenges of Modern Technology 2 (1), 2011, paginas 19 a 22 desvelan un
revestimiento de hidrogel de polivinilpirrolidona en una superficie de poliuretano para un implante de corazon
artificial. La polivinilpirrolidona es un polimero muy hidréfilo que forma hidrogeles en agua. Se espera que aumente
la biocompatibilidad del material revestido y evite que la sangre se coagule en la superficie del PUR. Ademas, se
desvela que previamente la hemocompatibilidad se ha mejorado por revestimiento de las superficies de PUR con
proteinas que evitan activamente que la sangre se coagule, p. e€j., heparina, uroquinasa o trombomodulina. La
durabilidad insuficiente de estas modificaciones se menciona como su principal desventaja.

Sask, K. N., et al., Langmuir 2012, 28, paginas 2.099 a 2.106 desvelan la modificacion de la superficie de poliuretano
con un complejo antitrombina-heparina para el contacto de la sangre. Se describe el uso de la quimica de isocianato
para el acoplamiento covalente de 6xido de polietiieno (OPE) a la superficie del poliuretano. Posteriormente, el
complejo antitrombina-heparina se acopla covalentemente al OPE.

Un revestimiento covalente de catéteres de poliuretano con un complejo antitrombina-heparina por medio de OPE se
conoce a partir de Du, Y. J., et al., Journal of Biomedical Materials Research Part A, volumen 80 A, Edicién 1, 2007,
paginas 216 a 225.

Del documento US 6.491.965 B1, se conoce un dispositivo médico que comprende conjugados de
glicosaminoglicano-antitrombina lll/cofactor 1l de la heparina. Los conjugados se fijan covalentemente a un polimero
del dispositivo. El polimero puede ser poliuretano o policarbonato-poliuretano. El dispositivo puede ser un catéter
cardiaco, un circuito de derivacién cardiopulmonar, un circuito de dialisis o una protesis in vivo.

El documento WO 2011/147409 describe un revestimiento de endoprétesis con un revestimiento que consiste en
una malla apretada de fibras poliméricas. El polimero puede ser poliuretano. Las endoprotesis pueden comprender
una sustancia activa anti-reestenosis, tal como un antitrombético, p. €j., antitrombina. La sustancia activa puede
estar contenida en la malla de fibras poliméricas en forma unida covalentemente, adhesivamente o i6nicamente.

Del documento WO 03/034944 Al se conoce un revestimiento de prétesis endovasculares (stents) para la
prevencion de la reestenosis. El revestimiento puede contener una sustancia activa antitrombética, tal como
antitrombina. La prétesis endovascular (stent) se recubre con un primer revestimiento hemocompatible y al menos
un segundo revestimiento que comprende la sustancia activa. El revestimiento hemocompatible puede consistir en
heparina, oligo- y polisacaridos, acido poliacrilico, polivinilpirrolidona y otros polimeros.

De la tesis doctoral "Oberflachenmodifizierung von Polyvinylidenfluorid zur Minimierung der Proteinadsorption”,
Ademovic Zahida 2002, Institute of Technology Aachen, ésta es conocida por unir acido poliacrilico a la superficie de
PVDF y por unir polietilenimina (PEI) a los grupos carboxi del acido poliacrilico por medio del uso de carbodiimida.
Posteriormente, aldehidos de polietilenglicol, dextrano carboximetilado o hidroxietil almiddén carboximetilado se
acoplaron covalentemente a los grupos amino de PEI. El objetivo de este revestimiento era generar un revestimiento
superficial que redujese o evitase la unidn no especifica a proteinas y la adhesién celular resultante. El revestimiento
con acido poliacrilico requiere una incubacion a largo plazo a aproximadamente 90 °C. Esto puede resultar en un
cambio de las propiedades del sustrato revestido. Una temperatura inferior resulta en un revestimiento ineficaz.

Del documento US 4.521.564, se conoce un polimero de poliuretano antitrombogénico. El polimero comprende un
sustrato de poliuretano, una amina polimérica covalentemente unida a dicho sustrato de poliuretano y un agente
antitrombogénico covalentemente unido a dicha amina polimérica. La amina polimérica puede ser una
polietilenimina.

Del documento US 5.132.108, se conoce un dispositivo médico que tiene una superficie polimérica biocompatible.
Dicha superficie polimérica biocompatible comprende una superficie que ha sido modificada sometiendo la superficie
polimérica a un tratamiento con descarga por radiofrecuencia en un medio plasmatico que tiene un porcentaje en
volumen de vapor de agua entre aproximadamente 40 y aproximadamente 90, el balance de ese medio plasmatico
tiene un porcentaje en volumen de oxigeno entre aproximadamente 10 y aproximadamente 60 basado en el volumen
total de medio plasmatico. El tratamiento con plasma es seguido por el tratamiento con un agente de acoplamiento y
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un componente espaciador que tiene grupos amina que forman vinculos covalentes con las superficies poliméricas
que se habian sometido a un tratamiento con descarga por radiofrecuencia con dicho medio plasmatico, y luego a un
tratamiento con un agente antitrombogénico, fibrinolitico o trombolitico que tiene una funcionalidad acida en contacto
y la unién covalente con la superficie polimérica tratada con el componente espaciador. La superficie polimérica
puede ser una superficie de poliuretano. La molécula espaciadora que proporciona sitios reactivos para la fijacion del
agente antitrombogénico puede ser una polietilenimina. Los vinculos covalentes entre los sitios reactivos en la
superficie polimérica y los grupos amina de la molécula espaciadora pueden proporcionarse mediante el uso de un
agente de acoplamiento adecuado, tal como hidrocloruro de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) o
diciclohexilcarbodiimida (DCC). El medio plasmatico se proporciona en una camara. El aire u otro gas se evacua
primero desde la cadmara de tratamiento por radiofrecuencia hasta que practicamente no quede en la misma aire u
otro gas. A continuacion, el vapor de agua se bombea o se inyecta de otro modo a la camara y un campo eléctrico
de radiofrecuencia se genera en la camara del reactor, induciendo, de este modo, el tratamiento de la superficie
polimérica.

El problema a resolver por la presente invencién es proporcionar un material alternativo adecuado para la
produccién de un dispositivo médico que se inserte temporal o permanentemente en el torrente sanguineo o en el
cuerpo de un mamifero, en particular, de un ser humano. Ademas, se proporcionara un uso del material médico, un
dispositivo médico y un método para producir el material.

El problema de la presente invencion se resuelve mediante la materia objeto de las reivindicaciones 1, 8, 9, 10 y 11.
Las realizaciones de la invencion se desvelan en las reivindicaciones 2 a7y 12 a 15.

De acuerdo con la invencién, se proporciona PUR con un revestimiento antitrombogénico. El revestimiento
antitrombogénico comprende al menos una sustancia antitrombogénica covalentemente unida a una superficie del
PUR por al menos dos enlaces, en el que uno primero de dichos enlaces es un enlace amida entre la superficie del
PUR y una polietilenimina (PEI) y un segundo de dichos enlaces esta entre la PEIl y la sustancia antitrombogénica.
El segundo enlace puede ser también un enlace amida. La superficie del PUR se habia activado por el uso de un
plasma antes de que se forme el primero de dichos enlaces. El plasma es un plasma de didxido de carbono o un
plasma modificado por adicién de dioxido de carbono. La modificacion del plasma no soélo resulta en una mayor
cantidad de PEI que se une a la superficie de PUR, sino también en un mayor efecto antitrombogénico. El motivo de
este efecto es desconocido. Con respecto a la mayor cantidad de PEI unida, se supone que la adicion de dioxido de
carbono resulta en la formacién de grupos carboxi adicionales en la superficie del PUR. Los grupos carboxi pueden
utilizarse para la unién covalente de la PEl. Ademas, se ha descubierto que la combinacién de PEI y la sustancia
antitrombogénica resulta muy ventajosa. PEI forma un hidrogel cuando entra en contacto con agua o con un fluido
corporal. En combinacién con la PEI y la sustancia antitrombogénica, el tratamiento con plasma muestra un efecto
antitrombogénico positivo y un efecto anti-adhesivo en trombocitos, asi como un efecto soporte para la adhesion en
células endoteliales.

El plasma de dioxido de carbono y el plasma modificado por adicién de diéxido de carbono puede ser un plasma de
baja presion, en particular, un plasma a presién atmosférica, es decir, un plasma en el que la presion coincide o
coincide de forma aproximada con la de la atmésfera circundante. Puede generarse por medio de una descarga de
alta tensién a una frecuencia de 10 a 250 kHz. El plasma a modificar mediante la adicion de diéxido de carbono
puede ser un plasma de nitrégeno (plasma de N2) o un plasma de argon.

El PUR, de acuerdo con la invencién, supera los problemas de la formacién de trombos causados por los
dispositivos médicos que se implantan. Se ha descubierto que es muy eficaz en la inhibicién del desencadenamiento
de la coagulacion sanguinea, la adhesion de los trombocitos y la activacion de los trombocitos y leucocitos. Ademas,
se ha descubierto que inhibe la colonizaciéon con bacterias y la formacién resultante de biopeliculas en los
dispositivos médicos que se implantan. La formacién de biopeliculas, en particular, causada por la colonizacion por
Staphylococcus epidermidis, es una causa principal de infecciones crénicas asociadas al uso de implantes. Dado
que estas infecciones crénicas no pueden ser tratadas con éxito con antibiéticos, en la mayoria de los casos existe
una urgente necesidad de superficies de implantes que impidan o inhiban la formacién de biopeliculas. El PUR, de
acuerdo con la invencion, es muy eficaz en la inhibicién de la adhesion de bacterias, el crecimiento de bacterias y la
formacion de biopeliculas.

El PUR puede ser un elastomero de PUR. Los elastémeros de PUR son copolimeros en bloque de multiples fases
que consisten en bloques de segmentos "duros" y "blandos" alternos y por tanto se hace referencia como polimeros
segmentados. En particular, el PUR puede ser un PUR a base de policarbonato elastomérico. Un PUR de este tipo
puede sintetizarse a partir de poliol policarbonato, diisocianato de metileno, etilendiamina, y diaminociclohexano. El
poliol policarbonato puede ser glicol policarbonato. EI PUR puede sintetizarse en dimetilacetamida (DMAC) como
disolvente. DMAC también puede utilizarse para disolver el PUR para darle la forma que se desee. El PUR
elastomérico puede adquirirse en AdvanSource Biomaterials, 229 Andover Street, Wilmington, MA 01887, EE. UU.
bajo los nombres ChronoFlex AR®, ChronoFlex AR-LT®, ChronoFlex C® o ChronoSil®. También se puede adquirir en
The Lubrizol Corporation, 29400 Lakeland Boulevard, Wickliffe, Ohio 44092, EE. UU., bajo el nombre Carbothane®
TPU o en DSM Biomedical B.V., Koestraat 1, 6167 RA Geleen, Holanda, bajo los nombres Carbosil® TSPCU,
BioSpan® SPU, Bionate® PCU y Elasthane™ TPU. Un PUR adicional que puede utilizarse es Vasomer® de B. Braun
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Melsungen AG.

En una realizacion, la PEI esta ramificada o es un dendrimero. En este caso, el nimero de enlaces, en particular
enlaces amida, mediante los cuales la sustancia antitrombogénica puede unirse y con ello el efecto antitrombogénico
puede aumentarse enormemente.

La sustancia antitrombogénica puede ser heparina modificada para comprender un grupo reactivo en estado no
unido o antitrombina 11l (AT Ill) o cualquier otra sustancia antitrombogénica que tiene al menos un grupo carboxi, un
grupo cetona, un grupo aldehido o un grupo amino en estado no unido. El grupo reactivo de la heparina modificada
puede ser un grupo carboxi, un grupo cetona, un grupo aldehido o un grupo amino. La heparina puede modificarse
por reaccion con NaNOy/HCI. En esta reaccion, la molécula de heparina se acorta y se forma un grupo aldehido.
Esta molécula de heparina modificada puede unirse por medio del grupo aldehido a un grupo amino de la PEI por
aminacion reductora por medio de NaBH3CN. Si la sustancia antitrombogénica comprende un grupo amino, la unién
a un grupo amino de la PEI puede lograrse por un acoplamiento por medio de glutardialdehido. El experto en la
materia conoce otros métodos y mecanismos para acoplar los grupos reactivos mencionados a un grupo amino de la
PEI. En combinacién con PEI, heparina, asi como AT Ill son muy eficaces en la inhibicion de la formacién de
trombos.

La invencion también se refiere a un PUR, de acuerdo con la invencion, para su uso como un medicamento.

La invencion también se refiere a un PUR, de acuerdo con la invencion, para su uso en el tratamiento de la
trombosis o de un riesgo de desarrollar trombosis. El PUR, de acuerdo con la invencion, puede inhibir la formacion
de trombos y el desencadenamiento de la coagulacién sanguinea. También puede inhibir la adhesion de los
trombocitos y la activacion de los trombocitos y leucocitos.

La invencion también se refiere a un dispositivo médico que se inserta 0 se pone en contacto temporal o
permanentemente en 0 con un torrente sanguineo o que se inserta temporal o permanentemente en un cuerpo de
un mamifero o de un ser humano, en el que una superficie de dicho dispositivo médico comprende el PUR de
acuerdo con la invencién. El dispositivo médico puede ser un catéter, un tubo para el flujo a través de la sangre, una
véalvula cardiaca artificial, un corazoén artificial, o un sustituto de un hueso o una articulacion o una parte de un hueso
o de una articulacion.

La invencion también se refiere a un método para producir PUR de acuerdo con la invencién que comprende las
siguientes etapas:

a) activacion de la superficie de PUR,
b) primer acoplamiento, en el que la PEI se acopla a la superficie de PUR, y
¢) segundo acoplamiento, en el que la sustancia antitrombogénica se acopla a la PEI.

El primer acoplamiento y/o el segundo acoplamiento puede ser en cada caso un acoplamiento mediado por
carbodiimida. El acoplamiento mediado por carbodiimida requiere en cada caso la presencia de un grupo amino y un
grupo carboxi. En el caso del primer acoplamiento y del segundo acoplamiento, el grupo amino se proporciona por la
PEI. La activacion de la superficie comprende la formacion de radicales en la superficie del PUR seguido de la
formacion de grupos carboxi. Esto puede ocurrir por reaccion con O, o CO; presente en el aire. El método permite
un acoplamiento covalente de sustancias a PUR sin la desventaja de exponerse a una temperatura relativamente
alta segln procediera para un acoplamiento eficaz de acido poliacrilico.

La activacion se realiza mediante el uso de un plasma, es decir, un gas ionizado. El plasma puede ser un plasma
frio. Un plasma frio es un plasma en el cual sélo se ioniza una pequefia fraccion de las moléculas de gas.

Se ha demostrado que la activacion de la superficie de PUR es suficiente para generar grupos carboxi suficientes en
la superficie a la que PEI puede unirse covalentemente por medio de enlaces amida. El plasma puede ser un plasma
de dioéxido de carbono, un plasma de nitrégeno o un plasma de argén. Si el plasma no es un plasma de diéxido de
carbono, se modifica por adicién de diéxido de carbono. El diéxido de carbono puede afiadirse simplemente por
adicion de aire o por adicion de didxido de carbono de calidad pura o médica. La modificacion del plasma aumenta la
cantidad de PEI que puede unirse a la superficie de PUR. Se supone que la adicién de dioxido de carbono resulta en
la formacién de grupos carboxi adicionales en la superficie del PUR. Los grupos carboxi pueden utilizarse para la
uniéon covalente de la PEIl. Ademas, se ha descubierto que la modificacion del plasma aumenta el efecto
antitrombogénico del PUR de acuerdo con la invencion.

De acuerdo con una realizacion adicional del método, la superficie de PUR se expone al aire o al oxigeno entre las
etapas a) y b). Esta exposicion permite la unién covalente adicional a la superficie de PUR. Se supone que el efecto
de esta incubacion es que se generen hidroperéxidos en la superficie del PUR.
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La superficie de PUR puede incubarse en agua, un tampén, o una solucién salina, en particular, una solucién salina
isotdnica, entre las etapas a) y b). En caso de que la superficie de PUR se exponga al aire o al oxigeno entre las
etapas a) y b), la superficie de PUR se incuba en el agua, en el tampon, en la solucién salina, o en la solucion salina
isotonica entre las etapas a) y b) y tras la exposicion al aire o al oxigeno. Por esta incubacién, la superficie de PUR
cambia y se hincha el PUR. El PUR se vuelve turbio en una etapa posterior de lavado en agua desionizada. La
superficie modificada permite una mayor unién de la PEI. La incubacion puede realizarse a temperatura ambiente,
pero el efecto se potencia si la temperatura se eleva ligeramente, p. €j., a aproximadamente 50 °C.

Para aumentar la cantidad de PEI unida covalentemente, la etapa b) puede realizarse al menos dos veces.

El primer y/o el segundo acoplamiento pueden realizarse mediante el uso de H-hidroxisuccinimida (NHS) y N,N'-
diciclohexilcarbodiimida (DCC) o 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC). La EDC puede obtenerse y
aplicarse como hidrocloruro de EDC. Se ha demostrado que este acoplamiento mediado por carbodiimida es muy
eficaz. Los inventores descubrieron que el PUR puede secarse después de la etapa c), en particular, después del
enjuague con agua desmineralizada. Después de volver a humedecer el PUR seco, aun tiene una muy buena
actividad antitrombogénica y evita la adhesion de proteinas y células. El secado facilita la manipulacion, el
almacenamiento y la distribucién del PUR de acuerdo con la invencion.

Realizaciones de la invencion:

La Fig. 1 muestra una presentacion esquematica del acoplamiento mediado de polietilenimina por
carbodiimida.

La Fig. 2 muestra una férmula de PEI ramificada.

La Fig. 3 muestra una grafica de la adhesion de Staphylococcus epidermidis (STEP) en PUR y PUR-PEI-AT
IIl.

La Fig. 4 muestra una gréafica de la proliferacién de STEP después de 8 horas de incubacion en PUR y PUR-
PEI-AT III.

La Fig. 5 muestra una grafica de la proliferacion de STEP después de 120 horas de incubacion en PUR y
PUR-PEI-AT III.

La Fig. 6 muestra una grafica de la formacién de coagulos inducida por PUR y cuatro cargas de PUR-PEI-
AT III.

La Fig. 7 muestra una gréafica de la union de trombocitos a PUR y PUR con varios revestimientos.

La Fig. 8 muestra fotomicrografias de superficies de PUR y PUR-PEI-AT Ill después de la incubacién con
los trombocitos en suspension, el lavado y la tincién con rodamina-faloidina de la adhesion de
trombocitos.

La Fig. 9 muestra una grafica de la activacion de trombocitos antes y después de 90 minutos de contacto

con PUR y PUR-PEI-AT Il

La Fig. 10 muestra una gréafica del contenido de trombina de sangre entera antes y después de 90 minutos de
contacto con PUR y PUR-PEI-AT III.

La Fig. 11 muestra una grafica de la activacion de los leucocitos en sangre entera antes y después de 90
minutos de contacto con PUR y PUR-PEI-AT Il

La Fig. 12 muestra una grafica de la formacién de trombos inducida por PUR-AT llI, en la que el PUR se traté
con diferentes plasmas antes de la unién de AT lII.

Para producir el PUR, de acuerdo con la invencién, ChronoFlex AR® adquirido en AdvanSource Biomaterials se
utilizé para producir pequefios discos de PUR. Los discos se lavaron durante 10 minutos en etanol puro o
isopropanol y después se secaron durante al menos 24 horas a temperatura ambiente. Mas tarde, los discos se
activaron mediante el uso de un plasma de nitrégeno frio generado a 4,5 kV con un flujo de gas de 20 NI (litros
normales) por minuto al cual se afiadié diéxido de carbono de calidad médica con un flujo de gas de 1,5 a 2,0 NI/min.
El haz de plasma se mueve con una velocidad de 5 cm/min sobre la superficie de PUR. Después del tratamiento con
plasma, los discos se expusieron al aire durante 45 minutos a temperatura ambiente. Mas tarde, los discos se
incubaron durante dos horas a 50 °C en una solucién salina isotonica. Durante este tratamiento, las superficies de
los discos cambiaron. Los discos activados con plasma se volvieron turbios en una etapa posterior de lavado en
agua desionizada mientras que los discos no activados permanecieron limpidos durante el mismo procedimiento.
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Tras enjuagar los discos con agua desionizada, el PUR se incubé durante 20 minutos en 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) 0,1 M y N-hidroxisuccinimida (NHS) 0,1 M en agua. Mas tarde, los discos se
enjuagaron con agua desmineralizada otra vez e inmediatamente se incubaron con polietilenimina ramificada al
0,3 % en tampon carbonato durante dos horas a 50 °C. Durante este procedimiento, la polietilenimina se unié
covalentemente por medio de un grupo amino a un grupo -COOH del PUR. La reaccibn se muestra
esquematicamente en la Fig. 1. La Fig. 2 muestra una formula de la polietilenimina (PEI) ramificada. El producto
resultante PUR-PEI se enjuagd con agua desmineralizada. 4 Ul/ml de antitrombina Il se activaron durante 20
minutos con EDC 0,2 M y NHS 0,1 M en una solucién acuosa. Mas tarde, se afiadieron tres partes de tampon
carbonato a una parte de esta solucién. El PUR-PEI se incuba en la solucién resultante durante al menos 19 horas a
4 °C. Al final de la reaccion, los discos resultantes de PUR-PEI-AT Il se enjuagaron con agua desmineralizada y se
secaron a 4 °C.

La primera etapa de formaciéon de biopeliculas es la adhesién de bacterias en la superficie de un material y la
proliferacién de las bacterias. Staphylococcus epidermidis es una bacteria que puede formar biopeliculas. PUR-PEI-
AT Ill y PUR se ensayaron con respecto a la adhesion y a la proliferacion de Staphylococcus epidermidis (STEP).
Para este fin, los discos de PUR y PUR-PEI-AT lll se incubaron durante 30 minutos a 37 °C en una suspension de
bacterias. Mas tarde, los discos se lavaron cinco veces. Entonces la cara de los discos que se expuso a las
bacterias se colocé en una placa de agar sangre y se mantuvo en el agar sangre. Mas tarde, el agar sangre se
incub6 durante la noche a 37 °C. Después se retiraron los discos. En las posiciones en las que se aplicaron
bacterias a agar sangre, éstas comenzaron a proliferar y a formar cavidades en el agar sangre que podrian contarse
como unidades formadoras de colonias para cuantificar el nUmero de bacterias que se adhirieron en los discos. La
relacién resultante de bacterias adheridas en PUR a las bacterias que se adhieren a PUR-PEI-AT IIl se muestra en
la Fig. 3. En el experimento, se examinaron dos cargas diferentes de PUR y PUR-PEI-AT en dos ensayos
independientes, cuatro veces cada uno. Esto demuestra que la adhesién de STEP a PUR-PEI-AT Il se reduce en
aproximadamente el 80 % con respecto a la adhesion a PUR.

Para examinar la proliferacion de bacterias, las bacterias se cultivaron en discos de PUR y PUR-PEI-AT Ill durante 8
horas y 120 horas a 37 °C. Mas tarde, las bacterias se fijaron mediante el uso de metanol puro y se tifieron con
cristal violeta al 0,2 %. Después de varias etapas de lavado, el cristal violeta se disolvio de las bacterias por el uso
de etanol. La cuantificacion se realiz6 midiendo la absorbancia a 595 nm. Los resultados se muestran en las Figs. 4
y 5. En las primeras etapas de la proliferacion, pocas bacterias se separaron de los discos. En etapas posteriores de
la formacion de biopeliculas, porciones de la biopelicula se separaron de los discos. En ambos experimentos, se
ensayaron dos cargas diferentes de PUR y PUR-PEI-AT Ill en ensayos independientes (tres veces cada uno).

Los resultados demuestran que PUR-PEI-AT lIl en contraste con PUR no permite una proliferacién significativa de
STEP.

En un experimento adicional, discos de PUR y PUR-PEI-AT lll se incubaron con sangre con EDTA (reactivada
mediante el uso de CaCl,) durante dos dias. Durante este tiempo, un trombo podria formarse en la superficie de los
discos. Después de los dos dias, los discos se retiraron de la sangre, se lavaron a fondo y se pesaron. Los
resultados obtenidos con PUR y las cuatro cargas diferentes de PUR-PEI-AT Ill se muestran en la Fig. 6. El valor
obtenido para PUR se establece en 1,0 y los otros valores se dan en relacién a este valor. Los resultados muestran
una reduccion del 40 % de la formacién de coagulado tras el contacto con PUR-PEI- AT Ill en comparaciéon con
PUR.

En un ensayo adicional, se examiné la adhesion de trombocitos. Para este fin, los discos de PUR no revestidos o
discos PUR revestidos con PEI, PEl-heparina K (PEI-HepK), AT Ill y PEI-AT Il se incubaron en una suspension de
trombocitos a 37°C, CO, al 5% durante 60 minutos. Mas tarde, se fijaron los trombocitos adherentes, se
permeabilizaron y se tifieron con rodamina-faloidina. Los resultados se determinaron por microscopia de
fluorescencia y puntuacion. Se examinaron los trombocitos de cinco donantes diferentes. Los resultados se
muestran en la Fig. 7. Cuatro campos de visidon seleccionados arbitrariamente por disco se analizaron en tres
personas independientes. La puntuacion 1 significa que menos del 20 % de la superficie estaba revestida con
trombocitos. La puntuacion 2 significa que del 20 % al 50 % de la superficie estaba revestida con trombocitos y la
puntuacion 3 significa que mas del 50 % de la superficie estaba revestida con trombocitos.

La Fig. 8 muestra en el panel izquierdo cuatro campos de vision de discos PUR-PEI-AT Il y en el panel derecho
cuatro campos de visién de discos PUR después de la adhesion de trombocitos y la tincion con rodamina-faloidina.

Los resultados muestran que PUR-PEI-AT Il es repulsivo para los trombocitos. Los resultados de la Fig. 7 también
muestran que el efecto no es sélo un efecto de PEI y no s6lo un efecto de AT lll sino un efecto sinérgico de la
combinacion de PEIl y AT IIl.

En un enfoque dinamico, los tubos revestidos con PUR-PEI-AT lIl en su superficie interior se llenaron con sangre
heparinizada de cinco donantes diferentes. Los tubos se hicieron girar y con ello la sangre se expuso a fuerzas de
cizallamiento definidas. Los resultados se compararon con los resultados obtenidos con sangre heparinizada sin
tratar. La superficie interior de los tubos se examindé mediante el uso de microscopia electrénica. Los experimentos
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mostraron que muchos menos trombocitos se adhirieron a tubos revestidos con PUR-PEI-AT Il que a tubos de PUR
no revestidos. En este enfoque, se ha determinado la activacion de trombocitos mediante la medicion de B-
tromboglobulina (3-TG) liberada, La B-tromboglobulina se almacena en los trombocitos y se libera después de la
activacion. Los resultados se muestran en la Fig. 9. La Fig. 9 muestra la liberacion de B-tromboglobulina antes
(control) y después de 90 minutos de contacto con los tubos (PUR) no revestidos o tubos (PUR-PEI-AT Ill)
revestidos en el enfoque dinamico. Cada valor se ha determinado cinco veces. La Fig. 9 muestra que los trombocitos
se activaron mucho menos por PUR-PEI- AT Ill en comparacion con PUR.

En un ensayo adicional, la extension de la formacién de trombina se examina mediante la determinacién de la
concentracion de trombina en sangre entera antes (control) y después de 90 minutos de incubacién en el enfoque
dinamico por medio de la medicién de la formacién del complejo trombina-antitrombina 11l (TAT). Los resultados de
cinco mediciones independientes se muestran en la Fig. 10. Esto muestra que PUR-PEI-AT Il inhibe
significativamente la formacion de trombina y con ello la formacion de trombos en comparacion con PUR.

En un experimento adicional, se examind la activacion de leucocitos. La PMN-elastasa presente en los granulocitos
neutrdfilos se libera durante la inflamacion. La liberacién de PMN-elastasa muestra la activacion de leucocitos. La
concentracion de PMN-elastasa se determind en sangre entera antes (control) y después de 90 minutos de
incubacién en el enfoque dinamico en cinco determinaciones independientes. Los resultados se muestran en la Fig.
11. Esto demuestra que PUR-PEI-AT lll inhibe significativamente la activacion de leucocitos en este enfoque
dinamico en comparacién con PUR.

Otro ensayo se realiz6 para comparar el efecto de los diferentes plasmas en la formacién de trombos. Para este fin,
PUR se preparé como se ha descrito anteriormente. No obstante, el PUR o bien no se activé con un plasma (en el
caso de "control" y "sin plasma" de acuerdo con la Fig. 12) o bien se activd con un plasma de argén, un plasma de
N2 o con un plasma de N2 modificado con CO.. El plasma de argén era un plasma de argon frio generado a 4,5 kV
con un flujo de gas de 10 NI por minuto. El plasma de nitrégeno era un plasma de nitrégeno frio generado a 4,5 kV
con un flujo de gas de 20 NI por minuto. En el caso de plasma de N, modificado, el diéxido de carbono de calidad
médica se afiadio al flujo de gas de nitrégeno de 20 NI por minuto con un flujo de gas de 1,7 NI por minuto. En cada
caso de tratamiento con plasma, el haz de plasma se mueve con una velocidad de 5 cm/min sobre la superficie de
PUR. En todos los casos, excepto en el caso "sin plasma y sin NaCl", los discos se incubaron durante dos horas a
50 °C en una solucién salina isoténica. Después de enjuagar los discos con agua desionizada, el PUR se incub6
durante 20 minutos en EDC 0,1 M y NHS 0,1 M en agua. Mas tarde, los discos se enjuagaron con agua
desmineralizada otra vez e inmediatamente se incubaron con 1 Ul/ml de antitrombina Ill en tampdn carbonato 0,1 M,
pH 8,4 durante la noche a 4 °C. Mas tarde, los discos se enjuagaron con agua desmineralizada y se secaron a 4 °C.

En caso de un control, el Unico tratamiento de los discos consistié en el lavado de los discos durante 10 minutos en
etanol puro y secado de los discos en aire a temperatura ambiente.

Para el ensayo, los discos se incubaron con sangre con EDTA (reactivada mediante el uso de CacCl,) durante dos
dias. Durante este tiempo, un trombo podria formarse en la superficie de los discos. Después de los dos dias, los
discos se retiraron de la sangre, se lavaron a fondo y se pesaron. Los resultados obtenidos se muestran en la Fig.
12. Los resultados muestran que la modificacion de plasma de N por adicion de CO, tiene un efecto
antitrombogénico positivo en el PUR.

Conjuntamente, todos estos datos muestran que el PUR, de acuerdo con la invencion, tiene un efecto
antitrombogénico distintivo y caracteristicas ventajosas.
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REIVINDICACIONES

1. Poliuretano (PUR) que tiene un revestimiento antitrombogénico, en donde el revestimiento antitrombogénico
comprende al menos una sustancia antitrombogénica covalentemente unida a una superficie del PUR mediante al
menos dos enlaces, en donde un primero de dichos enlaces es un enlace amida entre la superficie del PUR y una
polietilenimina (PEI) y un segundo de dichos enlaces esta entre la PEI y la sustancia antitrombogénica, en donde la
superficie del PUR se ha activado mediante el uso de un plasma de diéxido de carbono o un plasma modificado por
adicion de diéxido de carbono antes de que se forme el primero de dichos enlaces.

2. PUR segun la reivindicacion 1, en donde el PUR es un PUR elastomérico o un PUR a base de policarbonato
elastomérico.

3. PUR segun la reivindicacién 2, en donde el PUR se sintetiza a partir de glicol policarbonato, diisocianato de
metileno, etilendiamina y diaminociclohexano.

4. PUR seguln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la PEI es ramificada o es un dendrimero.
5. PUR segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el segundo enlace es un enlace amida.

6. PUR segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la sustancia antitrombogénica es heparina
modificada para comprender un grupo reactivo en estado no unido o antitrombina Il (AT Ill) o cualquier otra
sustancia antitrombogénica que tiene al menos un grupo carboxi, un grupo cetona, un grupo aldehido o un grupo
amino en estado no unido.

7. PUR segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el plasma modificado es un plasma de
nitrégeno o un plasma de argoén.

8. PUR segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores para su uso como un medicamento.

9. PUR segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para su uso en el tratamiento de la trombosis o de un riesgo
de desarrollar trombosis.

10. Dispositivo médico que se inserta 0 se pone en contacto temporal 0 permanentemente en 0 con un torrente
sanguineo o0 que se inserta temporal 0 permanentemente en un cuerpo de un mamifero o de un ser humano, en
donde una superficie de dicho dispositivo médico comprende el PUR segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

11. Método de produccion del PUR segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 que comprende las siguientes
etapas:

a) activacion de la superficie de PUR, en donde la activacién se realiza mediante el uso de un plasma, en donde
el plasma es un plasma de dioxido de carbono o el plasma se modifica por adicion de diéxido de carbono,

b) primer acoplamiento, en el que la PEI se acopla a la superficie de PUR, y

¢) segundo acoplamiento, en el que la sustancia antitrombogénica se acopla a la PEI.

12. Método segun la reivindicacion 11, en el que la superficie de PUR se expone al aire o a oxigeno entre las etapas
a)yb).

13. Método segun las reivindicaciones 11 o 12, en el que la superficie de PUR se incuba en agua, un tampoén, una
solucion salina o una solucion salina isotonica entre las etapas a) y b) y, en el caso en el que la superficie de PUR se
expone al aire o a oxigeno entre las etapas a) y b), después de la exposicién al aire 0 a oxigeno.

14. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, en el que el primer y/o el segundo acoplamientos se
realizan mediante el uso de N-hidroxisuccinimida (NHS) y N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC) o 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC).

15. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14, en el que el plasma modificado es un plasma de
nitrégeno o un plasma de argoén.
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