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DESCRIPCION

Peliculas de proteina de multiples capas, métodos de preparacion y dispositivos de suministro de farmacos e
implantes biomédicos que emplean las peliculas

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a dispositivos de suministro de farmacos que comprenden una pelicula de proteina de
multiples capas cargada con un principio activo farmacéutico y a implantes biomédicos que comprenden un sustrato de
implante y una pelicula de proteina de mdltiples capas en al menos una porcion de la superficie del sustrato de implante.

Antecedentes de la invencion

Existe una necesidad continua de mejorar los implantes biomédicos y de mejorar la biocompatibilidad de los
implantes biomédicos tras la implantacién en un organismo, es decir, el cuerpo. Se sabe que las caracteristicas de la
superficie del implante se asocian fuertemente a los eventos tempranos sobre la superficie después de la
implantacion y estos eventos tempranos son importantes en la determinacién de la compatibilidad del dispositivo. Se
cree que la composicion, la secuencia y otras caracteristicas de las proteinas que se unen a una superficie del
implante durante los primeros segundos después de la introduccién en el organismo determinaran los eventos en
una escala de tiempo mas larga y, en Ultima instancia, contribuiran al grado de biocompatibilidad del implante.
Ademas, las propiedades de una superficie del implante afectan al estado de las proteinas que se asocian a la
superficie, que también repercute sobre las interacciones posteriores con el organismo.

Tipicamente, las proteinas forman una monocapa sobre una superficie en contacto con la proteina. Véase, por ejemplo,
Biomaterials Science, An Introduction to Materials in Medicine, o Edition, B. Ratner y col, Editores, Elsevier Academic
Press (2004), p. 245, tabla 1. Tipicamente, una monocapa tiene un espesor de 2-4 nm cuando se mide con
elipsometria nula. Segun de Feijter y col, “Ellipsometry as a tool to study the adsorption of synthetic and biopolymers at
the air-water interface”, Biopolymers, 17:1759-1801 (1978), el espesor de la monocapa se convierte en masa como
1nm=0,12 ug/cm2. En consecuencia, una monocapa de proteina sobre una superficie plana es tipicamente inferior a
0,5 ug/cm2 y frecuentemente en el intervalo de 0,2-0,5 ug/cmz. Asimismo, la elipsometria se usa frecuentemente para
estudiar multiples capas, pero no es tan precisa cuando se usa en aplicaciones de multiples capas como demuestra
Benesch et al, “The determination of thickness and surface mass density of mesothick immunoprecipitate layers by null
ellipsometry and protein "“iodine labeling”, Journal of Colloid and Interface Science, 249: 84-90 (2002). Ademas, la
elipsometria solo puede usarse sobre superficies planas y no sobre superficies con una topografia no plana, que
frecuentemente es el caso de los implantes. Por estas dos razones, se usa la masa de proteina por area de superficie
para caracterizar la dimension de multiples capas dentro de la presente descripcién. De forma adicional, es importante
sefalar que un dispositivo con un area de superficie macroscopica de X puede tener un area de superficie
microscopica, o nanosuperficie de area 10 o 100 veces X, y la masa de una monocapa sobre un dispositivo puede, por
lo tanto, parecer mucho mayor que una monocapa sobre una superficie plana, debido a la topografia y la estructura.

Generalmente, para formar multiples capas de una proteina sobre una superficie mas gruesa que una monocapa, se usan
enlazadores quimicos. Por ejemplo, Tengvall et al, “Preparation of multilayer plasma protein films on silicon by EDC/NHS
coupling chemistry”, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 28:261-272 (2003) describen el uso de compuestos de etil-
dimetil-aminopropilcarbodiimida/N-hidroxisuccinimida (EDC/NHS) para unir monocapas de fibrinbgeno, IgG, albimina, etc.,
una encima de la otra para formar peliculas de mdltiples capas. También se han usado multiples capas de diferentes
proteinas que tienen especificidad entre si, tales como biotina y estreptavidina, o proteina y anticuerpo, para construir
peliculas mas gruesas. Se han usado peliculas de multiples capas de fibrindgeno mediante el uso de EDC/NHS para el
suministro de farmacos junto con implantes éseos y también para el mantenimiento de la integridad de tejidos blandos
cuando se aplican a hilos de sutura. Véanse, por ejemplo, las publicaciones de patente de los EE. UU. de Aspenberg et al
n.° 2006/0002970 y 2006/0003917. Skruvcoat y T-Coat de Optovent AB son ejemplos de productos comerciales que
emplean dichas peliculas, denominadas peliculas FibMat. También se han usado enlazadores quimicos para unir una
pelicula o recubrimiento de proteina a una superficie, es decir, una superficie de implante, asi como para unir entre si las
capas secuenciales que constituyen la pelicula de proteina. Se han usado sustancias quimicas, tales como glutaraldehido
(GA) y agentes de acoplamiento de silano, por ejemplo, aminopropiltrietoxi silano (APTES), para dichos fines dobles y para
la unién de sustrato junto con otros enlazadores quimicos usados para la formacion de pelicula de multiples capas.

Sin embargo, el uso de enlazadores quimicos para formar peliculas de proteina de mdltiples capas y/o para unir
peliculas de proteina de multiples capas a un sustrato crea varios problemas. En primer lugar, el proceso de produccién
de dichas peliculas de multiples capas es un procedimiento de multiples etapas que consume mucho tiempo. A modo
de ejemplo, la produccion de un recubrimiento de multiples capas de fibrindgeno usando enlazadores quimicos puede
llevar un promedio de 70 etapas durante un periodo de 2 dias, necesitandose mas etapas y mas tiempo para capas
mas gruesas. Dichos procesos aumentan claramente el coste de dichas capas en términos tanto de los materiales
necesarios como del tiempo de produccién. En segundo lugar, el uso de enlazadores quimicos introduce productos
quimicos adicionales en un organismo, es decir, el cuerpo, tras la implantaciéon, aumentando los riesgos de
incompatibilidad y requiriendo procedimientos reguladores de revisién y aprobacion adicionales. De hecho, Sigma
Aldrich, un proveedor de glutaraldehido, indica que el glutaraldehido es toxico y peligroso para el medio ambiente,
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mientras que EDC y APTES se consideran, generalmente, corrosivos. Ademas, puesto que los enlazadores quimicos
pueden potencialmente acoplarse quimicamente con un farmaco cargado en la pelicula, generando posiblemente una
“nueva entidad quimica” desde una perspectiva reguladora, el uso de peliculas de mdultiples capas para el suministro
de farmacos puede verse limitada. El documento WO 2008/105732 A1 describe: tornillos de titanio recubiertos con
bifosfonato y fibrindgeno. Antes de aplicar las multiples capas de fibrindgeno, la superficie de titanio se funcionaliza con
3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) y glutaraldehido.

También se han hecho intentos de manipular fisicamente proteinas tales como fibrindgeno, lisozima y amiloide para
formar fibrillas y fibras. Por ejemplo, proteinas alargadas se asocian para formar bandas que a su vez forman
fibrillas, que son fibras de proteinas largas entretejidas. Se han estudiado fibrillas para intentar comprender las
interacciones de proteinas con las superficies de (bio)materiales. Véase, por ejemplo, Cacciafesta et al, “Human
plasma fibrinogen adsorption on ultraflat titanium oxide surfaces studied with atomic force microscopy”, Langmuir,
16:8167-8175 (2000). Mas especificamente, se han usado fibrillas de fibrinbgeno para la produccién de
nanoparticulas de Au y para la estimulacion del crecimiento de la hidroxiapatita en el disefio de superficies de
biomateriales. Sin embargo, los procesos para formar dichas fibrillas pueden llevar periodos prolongados de tiempo
y/o necesitar condiciones rigurosas de reaccion, por ejemplo, un pH bajo de alrededor de 2.

En consecuencia, se desean peliculas de proteina de miultiples capas mejoradas y/o métodos de preparacién de
dichas peliculas.

Resumen de la invencion

Por lo tanto, un objeto de la invencidn es proporcionar peliculas de proteina de multiples capas mejoradas y
métodos de preparacion de las mismas.

La invencién se refiere a un implante biomédico que comprende un sustrato de implante y una pelicula de
proteina de multiples capas sobre al menos una porcién de la superficie del sustrato de implante, producido
mediante un método que comprende: poner en contacto el sustrato con una solucién de proteina y calentar la
solucién de proteina a una temperatura de 40 °C a 60 °C y al menos en un volumen correspondiente al espesor
de pelicula de proteina deseada, en donde el sustrato se forma a partir de un material que comprenden titanio,
aleacién de titanio, acero inoxidable, aleaciones de Co-Cr, tantalo o ceramica, en donde la solucién de proteina
se tampona a un pH de 4-7 y tiene una concentracion de NaCl del 0,1-10 % p/v, y en donde la pelicula de
proteina de multiples capas tiene una masa superior a 0,5 microgramos/cm?, consiste esencialmente en proteina
que comprende fibrindgeno, y la pelicula se forma sin y esta exenta de compuestos o materiales no terapéuticos
que son extranos para el cuerpo humano y se usa para unir monocapas de proteinas a sustratos, y la pelicula de
proteina esta cargada con un principio activo farmacéutico. Como se analizara con mayor detalle a continuacion,
la expresion “que consiste esencialmente en” en el contexto de la pelicula de multiples capas de la invencién
significa que la pelicula se forma sin y estd exenta de entidades de union no terapéuticas, es decir, compuestos o
materiales no terapéuticos que son extrafios para el cuerpo humano, y se usa para unir monocapas de proteina a
sustratos, y/o entre si para formar la pelicula de multiples capas, y/o a un principio activo farmacéutico.

En otra realizacion, la invencién se refiere a un dispositivo de suministro de farmacos que comprende el implante
biomédico segln la invencién y uno o mas principios activos farmacéuticos cargados en la pelicula.

Una realizacion adicional de la invencién se refiere a un método de fabricacién del implante biomédico segun la invencién,
que comprende poner en contacto el sustrato con una solucion de proteina y calentar la solucién de proteina a una
temperatura de 40 °C a 60 °C y al menos en un volumen correspondiente al espesor de pelicula de proteina deseada, en
donde el sustrato se forma a partir de un material que comprenden titanio, aleacion de titanio, acero inoxidable, aleaciones
de Co-Cr, tantalo o ceramica, en donde la solucion de proteina se tampona a un pH de 4-7 y tiene una concentracion de
NaCl del 0,1-10% p/v, y en donde la pelicula de proteina de mudltiples capas tiene una masa superior a
0,5 microgramos/cmz, consiste esencialmente en proteina que comprende fibrinégeno, y la pelicula se forma sin y esta
exenta de compuestos o materiales no terapéuticos que son extrafios para el cuerpo humano y se usa para unir
monocapas de proteinas a sustratos, y la pelicula de proteina esta cargada con un principio activo farmacéutico.

Los implantes biomédicos y los métodos de la invencidén son ventajosos en cuanto a que proporcionan peliculas
que estan exentas de productos quimicos no terapéuticos que no son deseables para aplicaciones in vivo tales
como la implantacién en el cuerpo, y/o en cuanto a que proporcionan implantes que se fabrican facilmente y
evitan uno o mas procedimientos laboriosos y/o que consumen mucho tiempo de técnicas convencionales. Seran
mas evidentes ventajas y realizaciones adicionales de la invencién en vista de la siguiente descripcién detallada.

Descripcion detallada
Como se analizara con mayor detalle a continuacion, la expresién “que consiste esencialmente en” en el contexto de la
pelicula de mdltiples capas de la invencion significa que la pelicula se forma sin y esta exenta de entidades de unién no

terapéuticas, es decir, compuestos 0 materiales no terapéuticos que son extrafios para el cuerpo humano, y se usa
para unir monocapas de proteina a sustratos, y/o entre si para formar la pelicula de multiples capas, y/o a un principio
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activo farmacéutico. Por lo tanto, la pelicula de proteina de multiples capas segun la invencion esta exenta de entidades
de union, tales como los materiales enlazadores EDC/NHS, APTES y glutaraldehido empleados convencionalmente.
Debe comprenderse, sin embargo, que la pelicula de proteina de multiples capas definida como que consiste
esencialmente en proteina puede contener uno o mas principios activos farmacéuticos, como se analiza en detalle a
continuacion. A este respecto, se apreciara que un principio activo farmacéutico se carga en la pelicula. La frase
“cargado en” dentro de la presente descripcién abarca “cargado sobre”, “cargado dentro de”” asi como “cargado en el
interior de”. El principio activo farmacéutico puede cargarse en la pelicula mediante adsorcion o absorcién, en donde el
agente no es parte de la estructura de pelicula de multiples capas, y/o un principio activo farmacéutico de este tipo
puede cargarse en la pelicula de mdltiples capas mediante enlace en la pelicula de mdltiples capas. En cualquier caso,
un principio activo farmacéutico de este tipo se emplea para un efecto terapéutico y no se emplea simplemente como
una entidad de unién. Como tal, el principio activo farmacéutico es dispersable o puede suministrarse desde la pelicula
de multiples capas, o actla de manera catalitica mientras ain esté en la capa mdltiple.

En otra realizacion, se proporciona una pelicula de proteina de miltiples capas sobre una superficie de sustrato,
se carga uno o mas principios activos farmacéuticos en la pelicula de mdultiples capas y se proporciona una
segunda pelicula de proteina de multiples capas segun la invencion encima de la primera capa.

Un método de preparacién de la pelicula de proteina de multiples capas sobre los implantes segun la invencion
comprende incubar la superficie de un sustrato mediante fibrindgeno en condiciones en las que la proteina se une
a la superficie y forma un agregado en un volumen que corresponde al menos al espesor deseado de la capa. En
una realizacién, el método de preparacién de la pelicula de proteina de multiples capas y la carga del principio
activo farmacéutico en la pelicula comprende técnicas de quimica en humedo, por ejemplo, aunque no de forma
limitativa, procedimientos de incubacién en soluciones diferentes, o técnicas de aerosol, por ejemplo, aunque no
de forma limitativa, pulverizacion en aerosol, o combinaciones de dichas técnicas.

Las peliculas de proteina de multiples capas sobre los implantes segun la invencién tienen un espesor superior al
de las pellculas monocapa, preferentemente superior a 5 nm medido mediante elipsometria, o0 una masa superior
a 05 ug/cm En una realizacion especifica, las peliculas de proteina de mudltiples capas tienen un espesor
medido en masa de 05ug/cm2 a aproxmadamente 50 ug/cm2 o] tlenen un espesor de aproxmadamente
1 ug/cm a aproximadamente 50 ug/cm o de aproxmadamente 1 ug/cm a aproxmadamente 30 u/cm 0 mas
especificamente, de aproximadamente 1 pg/cm?® a aproximadamente 15 pg/cm En otra realizacion, las pellculas
de proteina de mdltiples capas tienen un espesor de aproxmadamente 1 p/em?® a aproxmadamente 10 pg/cm?, o
mas especificamente, de aproximadamente 1,5 pg/cm® a aproximadamente 5 pg/cm®. En otra reallzamon las
peliculas de proteina de mudltiples capas tienen un espesor de al menos aproximadamente 1£g/cm O mas
especificamente, al menos aproximadamente 1,2 ug/cm 0 al menos aproximadamente 1,5 pg/cm®.

En una realizacién, la proteina comprende una proteina humana adicional. Se describen proteinas humanas, por ejemplo,
en la base de datos de referencia de proteinas humanas (http:/www.hprd.org). En una realizacion mas especifica, la
proteina adicional comprende proteina sanguinea humana, cuyos ejemplos incluyen, aunque no de forma limitativa,
albumina, por ejemplo, albimina sérica, fibronectina, vitronectina, globulina, por ejemplo, inmunoglobulina (IgA, 1gD, IgE,
IgG, IgM), o una mezcla de dos 0 mas de las mismas, proteina de tendén, por ejemplo, del tend6n de Aquiles, o proteina
de cartilago, por ejemplo, colageno, o una mezcla de dos o mas de dichas proteinas. En otra realizacién, la proteina
comprende cualquier composicion de las proteinas mencionadas, o mas especificamente, puede usarse cualquier
composicion de fibrindgeno con suficiente pureza para la aplicacion real. Existen productos de fibrinégeno disponibles en
el mercado que pueden usarse, por ejemplo, Haemocomplettan® (CSL Behring) que contiene una cantidad total de 1925-
3010 mg de polvo, que consiste en 900-1300 mg de fibrinégeno humano, 400-700 mg de albumina sérica humana y 200-
350 mg de NaCl. La proteina adicional puede purificarse a partir de tejido, o puede producirse mediante tecnologia
recombinante, por ejemplo, expresada en células, tales como células de mamiferos, bacterias o fago, o puede sintetizarse
en una maquina. En una realizacion especifica, la proteina adicional comprende una proteina sanguinea humana. En
realizaciones adicionales, Ia pelicula de proteina de multiples capas tiene una masa de aproximadamente 1 ug/cm a
aproximadamente 15 pg/cm?, 0 mas especmcamente de aproximadamente 1,2 pg/cm a aproximadamente 15 ug/cm?, o
tiene una masa de al menos 1 ug/cm 0, mas especificamente, al menos 1,5 ug/cm En otra realizacion, la fuente de
proteina puede ser sangre humana, en particular la propia sangre del paciente. En una realizacién mas especifica, la
proteina adicional comprende plasma sanguineo humano y/o suero sanguineo humano, que puede purificarse a partir de
la propia sangre del paciente o de un paciente diferente o a partir de una combinacion.

La pelicula de proteina de multiples capas puede emplearse como un dispositivo de suministro de farmacos en donde el
farmaco que se suministra puede ser la propia proteina adicional, por ejemplo, mediante resorcién de la pelicula. En una
realizacion especifica, el farmaco es una parte integrante o parte de fusion de la proteina que forma la capa multiple. Por
ejemplo, la proteina puede ser una proteina de fusidon con una porcion estructural y una porcion farmacéuticamente activa
unida con una secuencia de aminoacidos labil enzimaticamente. Después, el farmaco se suministra a medida que las
capas de proteina se degradan in vivo. Alternativamente, uno 0 mas principios activos farmacéuticos se cargan, por
ejemplo, mediante adsorcion o absorcion o enlace, en la pelicula de proteina de multiples capas para el suministro in vivo.

Puede cargarse cualquiera de una amplia diversidad de principios activos farmacéuticos sobre la proteina de multiples
capas. En realizaciones especificas, el principio activo farmacéutico comprende un farmaco osteoactivo, por ejemplo,
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aunque no de forma limitativa, bifosfonato o ranelato de estroncio, factor de crecimiento, por ejemplo, aunque no de
forma limitativa, proteina morfogénica 6sea (BMP), factor de crecimiento fibroblastico (FGB), factor de crecimiento de
tipo insulina (IGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento transformante (TGF) o factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), inhibidor de metalo proteinasa de matriz (MMP-inh), antibiético (incluyendo
compuestos antimicrobianos, incluyendo compuestos metalicos tales como compuestos que contienen o que liberan
plata), o estatina, o una mezcla de dos o mas de dichos agentes. En realizaciones adicionales, el principio activo
farmacéutico comprende una o mas tetraciclinas, tetraciclinas quimicamente modificadas, inhibidores sintéticos de la
metaloproteinasa de matriz, incluyendo los del subgrupo del hidroxamato, inhibidores de la ciclooxigenasa, incluyendo
los inhibidores especificos de la ciclooxigenasa 2; inhibidores del factor nuclear kappa B; inhibidores de la
lipooxigenasa; corticoesteroides, incluyendo glucocorticoides; antibidticos macrdlidos; inhibidores de la
hidroximetilglutaril coenzima A reductasa (estatinas); inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina (ECA);
bloqueantes del receptor angiotensina Il (BRA); aprotinina; mesilato de gabexato; sulfasalazina; inhibidores del factor de
necrosis tumoral alfa; e inhibidores del factor de crecimiento transformante beta.

En una realizacién especifica, el principio activo farmacéutico comprende un bifosfonato. Se conocen en la
técnica diversos bifosfonatos y son adecuados para usar en la carga de las peliculas de proteina de multiples
capas de la invencion incluyendo, aunque no de forma limitativa, acido zoledrdnico, ibandronato, risedronato,
alendronato, etidronato, clodronato, tiludronato o pamidronato, o una mezcla de dos o mas de dichos bifosfonatos.

La pelicula de proteina de multiples capas se forma sobre un sustrato. Como se ha sefialado, el sustrato es un
implante biomédico y la pelicula de proteina de multiples capas se usa para mejorar la funcién del dispositivo de
implante y/o para suministrar un farmaco al area que rodea el implante. Se usan ampliamente implantes biomédicos
en, por ejemplo, ortopedia, odontologia, otologia, y otros entornos de hueso y tejido blando, e incluyen, aunque no
de forma limitativa, implantes ortopédicos, suturas, implantes cardiacos, incluyendo catéteres, stents y valvulas,
proétesis de vasos, dispositivos electronicos, electrodos para estimulacion cerebral profunda, etc. El implante puede
estar en forma de granulos, por ejemplo de granulos de metal o ceramica, tales como los que se emplean en polvos
de cemento 6seo. En implantes ortopédicos y dentales, la pelicula de proteina de multiples capas puede mejorar la
estabilidad temprana, el tiempo de vida/pronéstico del implante y/o la funcionalidad (tal como la carga temprana de
implantes dentales o la retirada facil de implantes, por ejemplo, en comparacién con implantes recubiertos con
hidroxiapatita (HA)). En implantes de tejidos blandos, la pelicula de proteina de multiples capas puede mantener la
integridad del tejido, es decir, evitar la desintegracién del tejido, en, por ejemplo, tendén, tal como el tendén de
Aquiles, para cicatrizar mas pronto, o en anastomosis de colon, para evitar la fuga potencialmente fatal. Ademas, el
implante puede ser un material inerte adaptado Unicamente para el suministro de farmacos in vivo. Por ejemplo, el
implante puede comprender un material poroso para su uso como liberacién lenta subcutédnea de farmaco.

La pelicula de proteina de mdultiples capas puede proporcionarse sobre toda o una porcion de la superficie del sustrato,
segun se desee. Si se desea, la superficie del sustrato puede tratarse antes de la formacién de la pelicula de proteina
sobre la misma. Por ejemplo, la superficie del sustrato puede someterse a ataque quimico, ataque quimico por plasma,
cebado, chorro de arena, triturado o similares. La superficie resultante puede tener una superficie nanoestructurada, por
ejemplo, con surcos, aristas, protuberancias, pelos, agujas o similares. La invencion no se ve limitada por la topologia
de la superficie del sustrato. La superficie puede ser rugosa, porosa, pulida, etc. En una realizacién, una superficie del
implante lisa puede someterse a ataque quimico o a rugosificacion de la superficie antes de que se aplique una pelicula
de proteina. En una realizacion, la superficie del sustrato se hace mas biocompatible antes de la formacién de la
pelicula de proteina proporcionando una pelicula inorganica sobre la misma, por ejemplo, una pelicula de hidroxiapatita.

En el proceso de produccion de la pelicula de proteina de multiples capas y/o carga del principio activo farmacéutico,
las condiciones de agregacién pueden proporcionarse de diferentes maneras, en particular calentando la proteina a
al menos una temperatura cuando se inicia la agregacion y manteniendo la temperatura en o por encima de ese
nivel durante el tiempo suficiente para que se produzca la formacién de pelicula con el espesor deseado. Por
ejemplo, aunque no de forma limitativa, la solucién puede precalentarse antes de afnadir el sustrato, el sustrato
puede precalentarse antes de afadir la solucién, el sustrato y la solucion pueden precalentarse antes de anadirlos
juntos y/o el sustrato y la solucion pueden mezclarse y calentarse juntos. El término solucién en los ejemplos
anteriores se refiere a la solucion de proteina y/o a la solucién de principio activo farmacéutico.

Segun otro aspecto de la invencion, un método de preparacion de una pelicula de proteina de mdltiples capas
que tiene una masa superior a 0,5 ug/cm2 comprende poner en contacto un sustrato con una solucién de proteina
a una temperatura que inicia un estado de la proteina similar a la agregacion en la superficie del sustrato y al
menos en un volumen correspondiente al espesor deseado de la pelicula de proteina, en donde se forma una
pelicula de proteina de multiples capas que tiene una masa superior a 0,5 pug/cm? sobre el sustrato. Se emplea
una solucion acuosa. Esta etapa de incubacién del sustrato en la solucién de proteina en las condiciones
especificadas da como resultado, sorprendentemente, la formacion de una pelicula de proteina de multiples
capas. Sin limitarse a la teoria, se cree que la proteina se vuelve pegajosa por las condiciones de la solucion y las
proteinas pegajosas se unen y/o se reticulan entre si y con la superficie en un proceso indistinguible. Por lo tanto,
sera evidente que los presentes métodos proporcionan una mejora significativa de los métodos laboriosos y que
consumen mucho tiempo de la técnica anterior. En una realizaciéon especifica, pueden usarse procedimientos



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2818373 T3

convencionales de limpieza para producir superficies de implante limpias antes de la aplicacién de la pelicula
mediante el procedimiento de incubacién. El implante limpio se incuba en una solucién de proteina.

Mediante el control de los parametros de incubacién tales como el tiempo, la temperatura, el pH, la fuerza iénica,
los codisolventes y la composicién de proteina, dentro de los intervalos reivindicados, se produce una pelicula
con el espesor deseado, como se demuestra en los ejemplos que se exponen en el presente documento. De
forma ventajosa, en realizaciones especificas, el tiempo de incubacion puede ser de hasta aproximadamente 72
horas, o de aproximadamente momentaneo a aproximadamente 72 horas, o de aproximadamente 5 segundos a
aproximadamente 90 minutos, o de aproximadamente 2 minutos a aproximadamente 50 minutos, o de
aproximadamente 5 minutos a aproximadamente 30 minutos, o de aproximadamente 5 minutos a
aproximadamente 15 minutos. En realizaciones mas especificas, estos tiempos se emplean para formar peliculas
de proteina de muiltiples capas que tienen una masa superior a aproximadamente 1 pg/cm?.

La concentracion de proteina en la solucién puede variar y, tipicamente, concentraciones de solucion mas altas
daran como resultado peliculas mas gruesas. Sin embargo, la concentracion no debe ser tan alta como para
evitar la disolucion de la proteina en la solucién. En una realizacién, la soluciéon de proteina comprende proteina
en una cantidad de aproximadamente 0,1 mg/ml a aproximadamente 300 mg/ml, 0 mas especificamente, de
aproximadamente 1 mg/ml a aproximadamente 100 mg/ml, ain mas especificamente, de aproximadamente
1 mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml. En otra realizacién, la solucién de proteina comprende proteina en una
cantidad de aproximadamente 1 mg/ml a aproximadamente 5 mg/ml. La solucién de proteina se tampona y los
tampones adecuados incluyen, aunque no de forma limitativa, tampones de acetato, tampones de borato,
tampones de citrato o tampones de fosfato. En una realizacion mas especifica, la solucién de proteina se
tampona con tampo6n de acetato. El pH del tampén esta en un intervalo de pH 4-7, 0 mas especificamente en un
intervalo de pH 5-6. En una realizacion, el pH de la solucion de fibrinégeno esta alrededor del punto isoeléctrico
(pl) de la proteina y, en una realizacién mas especifica, el pH de la solucién de proteina esta ligeramente por
debajo o por encima del pl de la proteina, en por ejemplo, 0,1-0,5 unidades de pH. En una realizacion, la
concentracion del tampén puede estar, tipicamente, en un intervalo de aproximadamente 0,1 mM a
aproximadamente 100 mM, o de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 50 mM o, mas especificamente, de
aproximadamente 5mM a aproximadamente 30 mM. La solucion de fibrinbgeno contiene NaCl, a una
concentracion del 0,1 % p/v al 10% p/v, o mas especificamente de aproximadamente el 0,5% p/v a
aproximadamente el 2 % p/v. En una realizacién, la solucién de proteina tiene una salinidad fisiolégica.

Preferentemente, la superficie del sustrato se limpia antes de la incubacion, principalmente para retirar material
organico. Se mencionan dos métodos para limpiar, como ejemplo ilustrativo solamente y no pretenden ser
limitantes. En una realizacidn, el sustrato puede limpiarse durante cinco minutos en etanol al 70 % en un bafo
ultrasénico y aclararse exhaustivamente en agua MilliQ® antes de someterse a ultrasonidos durante cinco
minutos en agua. Por ultimo, el sustrato se aclara en agua y, opcionalmente, se seca en flujo de nitr6geno.
Alternativamente, el sustrato puede incubarse en un bafio ultrasénico durante cinco minutos en una solucién que
contiene acido acético al 2 % vy triton X al 2 %. El sustrato se aclara exhaustivamente en agua y se incuba en
etanol al 70 % en un bafo ultrasénico, y se aclara exhaustivamente en agua y se somete a ultrasonidos durante
cinco minutos en agua. Por Ultimo, el sustrato se aclara en agua y, opcionalmente, se seca en flujo de nitrégeno.

En una etapa de contacto (incubacién) como se describe, puede formarse facilmente una pelicula de proteina de masa
1,2 pg/em® - 1,5 pg/em?, que corresponde a aproximadamente 20-25nm cuando se mide con ellpsometrla En
reahzamones especificas, la pelicula de proteina de muiltiples capas tiene una masa de al menos 1,2 ug/cm?® o al menos
1,5 ug/cm El procedimiento de contacto puede repetirse incubando el sustrato de implante (que contiene la pelicula
formada en la primera etapa) repetidamente, durante un nimero deseado de veces, en soluciones de proteina. En una
realizacion, se realizan 1-10 incubaciones mientras que, en una realizacion mas especifica, se realizan 1-4 incubaciones.
Opcionalmente, pueden emplearse soluciones de proteina frescas en la segunda y/o posteriores etapas de incubacion.
Pueden prepararse peliculas de multiples capas de cualquier espesor y las peliculas resultantes de mdltiples etapas de
incubacion pueden denominarse “multi-peliculas de mudltiples capas”, ya que se forman multiples capas encima de
miltiples capas. Tipicamente, puede formarse facilmente una pelicula de muiltiples capas de 3-10 pg/cm®(o “multi-pelicula
de mdltiples capas”) realizando el procedimiento como se describe de tres a cuatro veces, opcionalmente usando solucién
de proteina fresca en cada etapa de contacto. Puede estimarse que el espesor de esta multi-pelicula de multiples capas es
de aproximadamente 100 nm, aunque este espesor esta fuera del intervalo de medicién de la elipsometria.

La pelicula de proteina de multiples capas se carga con un principio activo farmacéutico, la carga puede realizarse
durante la formacion de la pelicula o en una etapa posterior. Para cargar el principio activo durante la formacion de
la pelicula, el principio activo se incluye en la solucién de proteina en la etapa de contacto. Si el principio activo se
carga sobre la pelicula después de la formacion de la pelicula, el sustrato, es decir, un sustrato de implante, con la
pelicula sobre el mismo, se incuba en una solucién que contiene el principio activo, por ejemplo, directamente
después de la formacion de la pelicula, o en cualquier momento hasta el uso del implante. Como se ha analizado en
detalle anteriormente, el principio activo puede cargarse mediante adsorcién o absorcion, en donde el agente se
incorpora no covalentemente en la pelicula de proteina y queda retenido mediante fuerzas estéricas, hidréfobas, de
enlace de hidrégeno y/o electrostaticas, o el agente puede estar unido en la pelicula de mdltiples capas.
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Los parametros adecuados para cargar la pelicula de proteina con el principio activo farmacéutico generalmente seguiran
las siguientes directrices, aunque pueden ser apropiadas algunas variaciones dependiendo de las caracteristicas
especificas de un sistema particular. Por ejemplo, el sustrato con pelicula de proteina puede ponerse en contacto con una
solucion del principio activo a una temperatura de aproximadamente 0 °C a aproximadamente 95 °C, y durante un periodo
de al menos aproximadamente momentaneamente, mas especificamente, de aproximadamente 1 minuto a
aproximadamente 72 horas. En una realizacién mas especifica, el periodo de contacto es de aproximadamente 1 a
aproximadamente 60 minutos, o, mas especificamente, de aproximadamente 5 a aproximadamente 30 minutos. La
concentracion del principio activo en la soluciéon dependera de la concentracion deseada de principio activo en la pelicula
de proteina. En una realizacion, la solucion tiene una concentracion de principio activo en un intervalo de
aproximadamente 1 ng/ml a aproximadamente 500 mg/ml, o de aproximadamente 0,1 mg/ml a aproximadamente
100 mg/ml, o de aproximadamente 0,1 mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml o, mas especificamente, en un intervalo de
aproximadamente 0,1 mg/ml a aproximadamente 5 mg/ml. La solucién de principio activo puede tamponarse, por ejemplo,
en un intervalo de pH de 2-10, o mas especificamente en un intervalo de pH 2-7, mas especificamente un intervalo de pH
de 3-5, o un intervalo de 7-10, tomando en cuenta el pl de la proteina de la pelicula y las cargas respectivas del principio
activo y la proteina. Los tampones adecuados incluyen, aunque no de forma limitativa, tampones de acetato, tampones de
borato, tampones de citrato o tampones de fosfato. La concentracién del tampdn puede estar tipicamente en un intervalo
de aproximadamente 0,1 mM a aproximadamente 20 MM, o mas especificamente de aproximadamente 0,5mM a
aproximadamente 10 mM. La cantidad de principio activo cargado en la pelicula de proteina depende del espesor de la
pelicula y de los parametros de la etapa de contacto como se describe.

La cantidad de proteina o principio activo en la capa multiple puede determinarse mediante diferentes métodos, por
ejemplo, la elipsometria, HPLC, espectrometria de masas (por ejemplo, ICP-SFMS), marcador de is6topos o método de
fluorescamina. ICP-SFMS es un método usado para cuantificar los diferentes elementos e isétopos en una muestra.
Puede usarse deteccion de fosforo para cuantificar la cantidad de bifosfonatos absorbida en la pelicula de proteina,
puede usarse azufre para cuantificar proteina, si no esta presente en los otros componentes. La fluorescamina es un
fluoréforo que puede usarse para marcar proteinas para cuantificar la cantidad total de proteina en una muestra. Es un
método simple que permite medir cantidades pequefias de proteina de hasta nanogramos. Véase Sogawa y col,
Journal of Biochemistry, 83(6):1783-1787 (1978), y Udenfriend, Science, 178(4063):871-872 (1972).

En una realizacion de la invencién, puede automatizarse el método de preparacion de la pelicula de proteina, con
0 sin un principio activo farmacéutico. El método puede comprender un sistema de flujo con parametros
controlados, tales como, aunque no de forma limitativa, temperatura, concentracion, pH, velocidad de flujo, etc., lo
que hace posible producir cientos o miles de sustratos recubiertos simultaneamente.

Después de la formacion de la pelicula de proteina sobre la superficie del sustrato, con un principio activo
cargado en la pelicula, el sustrato puede aclararse, sumergirse o mantenerse tal cual, antes de secarse y
envasarse. Segun se desee puede emplearse una etapa de esterilizacion. Segun una realizacién de la invencién,
para el control de calidad de las piezas recubiertas, los dispositivos de referencia se recubren en el mismo
proceso y se usan para el andlisis de cantidades de constituyentes.

En los siguientes ejemplos se demuestran diversas realizaciones de la invencién.

Procedimientos experimentales generales: En los siguientes ejemplos, se usa agua MilliQ® para aclarar, diluir, etc.,
y se denomina agua. Las incubaciones se producen en un entorno de laboratorio, con un intervalo de temperatura
de aproximadamente 16 °C a aproximadamente 24 °C, que reciben el nombre de temperatura ambiente. El
fibrinégeno es fibrinbgeno humano agotado en plasminégeno (Calbiochem, EE. UU.), el alendronato es trihidrato
monosédico de alendronato (LKT Laboratories, EE. UU.), y el alendronato marcado con C es de Larodan Fine
Chemicals, Suecia. Los discos de titanio puro son ASTM C265 de grado 2 y con un area de superficie de 0,85 cm?.
Las superficies de titanio son obleas de silicio con una capa de titanio de 2000 A, preparadas mediante deposicion
en fase vapor, usadas en paralelo en los ejemplos en los que el espesor se mide mediante elipsometria.

Ejemplo 1

Este ejemplo demuestra la preparacion de un sustrato de titanio con una pelicula de mudltiples capas de
fibrinogeno (1,5 ug/cmz) cargada con el farmaco de bifosfonato alendronato (0,16 ug/cmz).

Se limpian discos de titanio puro durante cinco minutos en una solucion que contiene &cido acético al 2 % y triton
X al 2 %. El sustrato se aclara exhaustivamente en agua y se incuba en etanol al 70 % en un bafo ultrasénico, y
se aclara exhaustivamente en agua y se somete a ultrasonidos durante cinco minutos en agua. Por ultimo, el
sustrato se aclara en agua y, opcionalmente, se seca en flujo de nitrégeno.

Los discos se incuban en una solucién de 2 mg/ml de fibrindgeno disuelto en tampdn de acetato 10 mM y NaCl al
0,9 % p/v, a pH 5,5. La incubacién se realiza en un blogue de calentamiento a 50 °C durante 10 minutos antes de
que los discos se aclaren en agua y se sequen en flujo de nitrégeno. La masa de pelicula resultante se mide
como aproximadamente 1,5 ug/cm2 con el método de fluorescamina y aproximadamente 25 nm con elipsometria.
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Los discos de titanio con la pelicula de multiples capas de fibrinégeno se incuban en una solucién de 0,5 mg/ml
de alendronato, disuelto en tampdn de acetato 2,5 mM, a pH 4. Los frascos se colocan en una mesa basculante y
la incubacién se realiza a temperatura ambiente durante 60 minutos. Despues los discos se aclaran en agua y se
secan en flujo de nitrégeno. Se detecta aproximadamente 0,16 pg/cm?® de alendronato en la pelicula mediante el
uso de alendronato marcado con *C.

Ejemplo 2

Este ejemplo demuestra la preparacion de un sustrato de titanio con una pelicula de multlples capas de
fibrinégeno (1,5 ug/cm?) cargada con el farmaco de bifosfonato acido zoledrénico (0,18 pug/cm?).

Los discos de titanio puro se limpian como en el ejemplo 1y se prepara una pelicula de fibrinégeno como en el ejemplo 1.
Los discos de titanio recubiertos con fibrindgeno se incuban en una solucion de 0,5 mg/ml de de &cido zoledrénico (LKT
Laboratories, EE. UU.), disuelto en tampo6n de acetato 2,5 mM a pH 4. La incubacioén tiene lugar con inclinacién a
temperatura ambiente durante 60 minutos, después de lo cual la superficie se aclara en agua y se seca en flujo de
nitrdgeno. Se absorbié aproximadamente 0,18 pg/cm? de acido zoledronico, medido mediante ICP-SFMS.

Ejemplo 3

Este ejemplo demuestra la preparacién de un sustrato de titanio con dos pellculas de multiples capas de
fibrinégeno (3,2 pg/cm?) cargadas con el farmaco de bifosfonato alendronato (0,3 pg/cm?)

Los discos de titanio puro se limpian como se describe en el ejemplo 1 y se prepara una primera capa multiple de
fibrinbgeno como en el ejemplo 1. Se repite el proceso para la formacion de miultiples capas descrito en el
ejemplo 1 y las superficies se aclaran y se secan como se describe. La masa total de la pelicula de mdltiples
capas de fibrinégeno es de aproximadamente 3,2 pg/cm?,

Los discos con la multi-pelicula de mdltiples capas se cargan con alendronato segun el procedimiento descrito en
el ejemplo 1, dando como resultado aproxmadamente 0,3 pg/cm® de alendronato absorbido en la pelicula
detectado mediante el uso de alendronato marcado con '*C.

Ejemplo 4

Este ejemplo demuestra Ia preparacién de un sustrato de acero inoxidable con una pelicula de fibrinbgeno de
multiples capas de 4 pg/cm? y cargada con 0,44 pg/cm? de alendronato.

Se usan discos de acero inoxidable (Al) con un area de superficie de 0,85 cm®. Los discos se limpian como se
describe en el ejemplo 1. La capa multiple de fibrinégeno se prepara como en el ejemplo 1, dando como resultado
aproximadamente 4 ug/cm de flbrlnogeno con el método de fluorescamina. La mayor cantidad de fibrinégeno
sobre los discos de Al en comparacién con los discos de Ti se debe a una mayor rugosidad de la superficie.

Los discos de acero inoxidable recubiertos con fibrinbgeno se cargan con alendronato segun el procedimiento
descrito en el ejemplo 1, dando como resultado aproximadamente 0,44 pug/cm® de alendronato detectado
mediante el uso de alendronato marcado con '*C.

Ejemplo 5

Este ejemplo demuestra la preparacion de un sustrato de titanio con una pelicula de fibrinbgeno de mdultiples
capas (1,5 ug/cm ) y cargada con alendronato (0,16 ug/cm ) usando una etapa de incubacién de 5 minutos.

Los discos de titanio se preparan con una pelicula de multiples capas de fibrinégeno segun el procedimiento descrito
en el ejemplo 1, excepto por que los discos no se secan después del aclarado en agua. Después de eso, los discos
se incuban en una solucion de 0,5 mg/ml de alendronato, disuelto en tampén acetato 2,5 mM, a pH 4, a temperatura
ambiente durante 5 mlnutos Los discos se aclaran en agua y se secan en flujo de nitrégeno. Se detecta
aproximadamente 0,16 pg/cm? de alendronato en la pelicula mediante el uso de alendronato marcado con '*C.

Ejemplo 6

Este ejemplo demuestra la preparamon de un sustrato de titanio con una pelicula de multiples capas de fibringeno
que contiene alendronato (0,12 pg/cm?) preparada en una incubacion de fibrindgeno y alendronato combinados.

Los discos de titanio se limpian como en el ejemplo 1. Los discos se incuban en una solucion de fibringeno y
alendronato que contiene 2 mg/ml de fibrindgeno y 0,5 mg/ml de alendronato, disueltos en tampoén de acetato
10 mM y NaCl al 0,9 % p/v, a pH 4. La incubacion se realiza en un blogue de calentamiento a 50 °C durante 10
minutos antes de que la superﬂcne se aclare en agua y se seque en flujo de nitrbgeno. Se detecta
aproximadamente 0,12 pg/cm? de alendronato en la pelicula mediante el uso de alendronato marcado con "C.
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Ejemplo 7 (no segun la invencion)

Este ejemplo demuestra la preparacion de un sustrato de titanio con una pelicula de mudltiples capas de
fibrinbgeno preparada a una temperatura de incubacién de 55 °C.

Las superficies de titanio se limpian como en el ejemplo 1. Las superficies se incuban en una solucién de 2 mg/ml
de fibrinégeno, disuelto en tampoén de acetato 10 mM y NaCl al 0,9 % p/v, a pH 5,5. La incubacion se realiza en
un bloque de calentamiento a 55 °C durante 10 minutos antes de que la superficie se aclare en agua y se seque
en flujo de nitrégeno. El espesor de la pelicula resultante es de aproximadamente 26 nm medido con elipsometria.

Ejemplo 8

Este ejemplo demuestra la preparacion de un sustrato de titanio con una pelicula de multiples capas de
fibrinogeno (1,5 ug/cm ) cargada con una concentracion mayor de alendronato (2,3 ug/cm )-

Los discos de titanio se limpian y la capa multiple de fibrin6geno se prepara como en el ejemplo 1 excepto por
que los discos no se secan después del aclarado en agua. Después de eso, los discos se incuban en una
solucién de 5 mg/ml de alendronato, disuelto en tamp6n acetato 2,5 mM a pH 4, a temperatura ambiente durante
5 mlnutos Los discos se aclaran en agua y se secan en flujo de nitr6geno. Se detecta aproximadamente
2,3 ug/cm? de alendronato en la pelicula mediante el uso de alendronato marcado con "C.

Ejemplo 9 (no segun la invencion)

Este ejemplo demuestra la preparacion de un sustrato de titanio con una pelicula de multlples capas de albumina
sérica humana (HSA) (50 nm) cargada con el farmaco de bifosfonato alendronato (0,29 pg/cm?).

Los discos de titanio puro se limpian como en el ejemplo 1. Los discos se incuban en una solucién de 2 mg/ml de HSA
(Sigma Aldrich, EE. UU.) disuelta en tamp6n de acetato 10 mM y NaCl al 3,0 % p/v, a pH 5,3. La incubacion se realiza
en un bloque de calentamiento a 70 °C durante 10 minutos antes de que los discos se aclaren en agua y se sequen en
flujo de nitrogeno. El espesor de la pelicula resultante se mide como de aproximadamente 50 nm con elipsometria.

Los discos de titanio con la pelicula de multiples capas de albumina se incuban en una solucién de 0,5 mg/ml de
alendronato, disuelto en tampo6n de acetato 2,5 mM, a pH 4. Los discos se incuban a temperatura ambiente durante
10 minutos, antes de que Ios discos se aclaren en agua y se sequen en flujo de nitr6geno. Se detecta
aproximadamente 0,29 pg/cm? de alendronato en la pelicula mediante el uso de alendronato marcado con "C.

Ejemplo 10 (no segun la invencién)

Este ejemplo demuestra la preparacion de un sustrato de titanio con una pelicula de multlples capas de
inmunoglobulina G (IgG) (40 nm) cargada con el farmaco de bifosfonato alendronato (0,29 pug/cm )

Los discos de titanio puro se limpian como en el ejemplo 1. Los discos se incuban en una soluciéon de 2 mg/ml de IgG
(Octapharma, Suiza) disuelta en tampdn de acetato 10 mM y NaCl al 1,2 % p/v, a pH 4,3. La incubacion se realiza en
un blogue de calentamiento a 75 °C durante 10 minutos antes de que la superficie se aclare en agua y se seque en flujo
de nitrégeno. El espesor de la pelicula resultante se mide como de aproximadamente 40 nm con elipsometria. Los
discos de titanio con las peliculas de mdltiples capas de IgG se incuban en una solucién de 0,5 mg/ml de alendronato
disuelto en tampoén de acetato 2,5 mM, a pH 4. Los discos se incuban a temperatura ambiente durante 10 minutos,
antes de %ue los discos se aclaren en agua y se sequen en flujo de nltrogeno Se detecta aproximadamente
0,29 ug/cm? de alendronato en la pelicula mediante el uso de alendronato marcado con *C.

Ejemplo 11

Este ejemplo demuestra la preparacion de un sustrato de titanio con una pelicula de mdltiples capas de
fibrinégeno (26 nm) cargada con el antibiético gentamicina.

Los discos de titanio puro se limpian como en el ejemplo 1. Los discos se incuban en una solucién de 2 mg/ml de
fibrindgeno disuelto en tampoén de acetato 10 mM y HCI al 0,9 % p/v, a pH 5,3. La incubacion se realiza en un
blogue de calentamiento a 50 °C durante 10 minutos antes de que los discos se aclaren en agua y se sequen en
flujo de nitrogeno. El espesor de la pelicula resultante es de aproximadamente 26 nm medido con elipsometria.

Los discos de titanio con la pelicula de multiples capas de fibrindgeno se incuban en una solucién de 10 mg/ml de
gentamicina (Sigma Aldrich, EE. UU.), disuelta en agua, a temperatura ambiente durante 60 minutos. Después, la
act|V|dad antibacteriana de los discos se mide con una prueba de susceptibilidad por difusién, usando placas de agar
con 10° unidades de formacién de colonias por ml de S. Aureus (ATCC, EE. UU.). Los discos liberan de
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aproximadamente 40 pg/cm® a aproximadamente 80 pg/cm® de gentamicina dentro de las primeras 24 horas, y la
zona de inhibicion es detectable hasta 48 horas usando una prueba de transferencia de placa en serie.

Ejemplo 12

Este ejemplo demuestra la preparacidon de un sustrato de titanio con una pelicula de miultiples capas de
Haemocomplettan® (27 nm) cargada con el farmaco de bifosfonato alendronato (0,19 pg/cm?).

Los discos de titanio puro se limpian como en el ejemplo 1. Los discos se incuban en una solucion de 2 mg/ml de
Haemocomplettan® (CSL Behring, EE. UU.) disuelta en tampén de acetato 10 mM y NaCl al 0,9 % p/v, a pH 5,5. La
incubacién se realiza en un bloque de calentamiento a 50 °C durante 20 minutos antes de que los discos se aclaren
en agua pero no se sequen en flujo de nitrdgeno. El espesor de la pelicula resultante se mide como de
aproximadamente 27 nm con elipsometria.

Los discos de titanio con la pelicula de mdltiples capas de Haemocomplettan® se incuban en una solucién de
0,5 mg/ml de alendronato, disuelto en tampdn de acetato 2,5 mM, a pH 4. Los discos se incuban a temperatura
ambiente durante 5 minutos, antes de que los discos se sumerjan en agua y se sequen en flujo de nitrégeno. Se
detecta aproximadamente 0,19 pg/cm? de alendronato en la pelicula mediante el uso de alendronato marcado con 'C.

10
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REIVINDICACIONES

Un implante biomédico que comprende un sustrato de implante y una pelicula de proteina de mdltiples capas en
al menos una porcién de la superficie del sustrato de implante, producido mediante un método que comprende:

poner en contacto el sustrato con una solucién de proteina vy,

calentar la solucién de proteina a una temperatura de 40 °C a 60 °C y al menos en un volumen
que corresponde al espesor de pelicula de proteina deseado para iniciar un proceso de
agregacion en la superficie del sustrato y formar una pelicula de proteina de multiples capas
sobre el sustrato que tiene una masa superior a 0,5 pg/cm? sobre el sustrato,

en donde el sustrato se forma a partir de un material que comprende titanio, aleacion de titanio,
acero inoxidable, aleaciones de Co-Cr, tantalo o ceramica,

en donde la solucién de proteina se tampona a un pH de 4-7 y tiene una concentraciéon de NaCl
del 0,1-10 % p/v, y

en donde la pelicula de proteina de multiples capas consiste esencialmente en proteina que
comprende fibrindgeno, y la pelicula se forma sin y estd exenta de compuestos o materiales no
terapéuticos que son extrafios para el cuerpo humano y se usa para unir monocapas de
proteinas a sustratos, y la pelicula de proteina se carga con un principio activo farmacéutico.

El implante biomédico de la reivindicacion 1, en donde la pelicula de proteina de mdltiples capas tiene
una masa de 1 pg/cm? a 50 pg/cm?.

El implante biomédico de la reivindicacion 1, en donde la pelicula de proteina de mdltiples capas tiene
una masa de 1 pg/cm? a 30 pg/cm?.

El implante biomédico de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde la pelicula de proteina de
multiples capas consiste esencialmente en proteina que comprende una mezcla de fibrin6geno y albumina.

El implante biomédico de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el principio activo
farmacéutico comprende un bifosfonato, proteina morfogénica ésea, antibiotico o estatina, o una mezcla
de dos o mas de dichos agentes.

El implante biomédico de la reivindicacion 5, en donde el principio activo farmacéutico comprende un bifosfonato.

El implante biomédico de la reivindicacion 6, en donde el bifosfonato comprende acido zoledrénico,
ibandronato, risedronato, alendronato, etidronato, clodronato, tiludronato o pamidronato, 0 una mezcla de
dos 0 mas de dichos bifosfonatos.

Un dispositivo de suministro de farmacos que comprende el implante biomédico de una cualquiera de las
reivindicaciones 4-6.

Un implante biomédico de una cualquiera de las reivindicaciones 5-8 para su uso en el suministro de farmacos.

El dispositivo de suministro de farmacos de la reivindicaciéon 8 o 9, en donde la pelicula tiene una masa
de 1 pg/cm?® a 30 pug/em?.

Un método de produccién de un implante biomédico de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en
donde el principio activo farmacéutico se carga en la pelicula mediante la inclusién del principio activo
farmacéutico en la solucién de proteina en la etapa de puesta en contacto.

Un método de produccién de un implante biomédico de la reivindicacion 11, en donde el principio activo
farmacéutico se carga en la pelicula poniendo en contacto el sustrato que tiene la pelicula de proteina de
multiples capas formada sobre el mismo con una solucién del principio activo farmacéutico a una
temperatura de 0 °C a 95 °C.

11
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