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DESCRIPCION
Composiciones de microesferas para curar heridas.

1. CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a composiciones de microesferas para su aplicacion en heridas y a los
procedimientos de utilizacion de dicha composicion, ya sea por si sola o combinada con otros agentes en el
tratamiento de heridas.

2. ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La cicatrizacion de heridas es un proceso complejo que conlleva factores tales como células, componentes de
la matriz extracelular y el microentorno celular. Esencialmente, la cicatrizacion de heridas conlleva la reparacion o la
sustitucion de tejidos dafiados incluyendo de manera no limitante piel, mlsculo, tejido neurolégico, hueso, tejido
blando, érganos internos o tejido vascular. La naturaleza concreta de tal reparacion o sustitucion depende de los
tejidos involucrados, aunque cualquiera de estos procesos conlleva ciertos principios basicos. Un aspecto importante
de la cicatrizacion de heridas es la velocidad a la que una herida gana resistencia a la traccion.

La piel esta expuesta a tension y elasticidad. La tension de la piel es uno de los factores determinantes en la
respuesta a una herida y varia con la edad y la zona. La piel esta formada por diversas capas, incluyendo la
queratina, la epidermis y la dermis, y contiene células, una red fibrosa compuesta por colageno y elastina y una
sustancia fundamental amorfa consistente en polisacaridos, glucoproteinas, proteinas globulares, sales y agua. Si
solamente la epidermis resulta dafiada, como en la mayoria de las lesiones menores, los queratinocitos migran hacia
el exterior de la piel y cubren la herida, reformando la epidermis y la queratina (Knighton, D.R. and Fiegel, V. D.,
1991, Invest. Radiol: 26:604-611).

Si todas las capas de la piel resultan dafiadas o destruidas, un nuevo tejido conectivo, llamado tejido
granulatorio, rellenara el espacio de la herida. Este tejido se forma por la deposicion de componentes de la matriz
extracelular como, por ejemplo, colageno, o por fibroblastos que migran al espacio de la herida. La sintesis y la
deposicion de colageno es un hecho importante en la cicatrizacion de heridas y la velocidad de la sintesis de
colageno varia segun los 6rganos (Haukipuro, K. Et al., 1991, Ann. Surg. 213:75-80).

El proceso de cicatrizacion de heridas conlleva miltiples etapas y debe completarse totalmente para la correcta
cicatrizacion de la herida. Si se pierden uno o méas de estos componentes, la cicatrizacion no tendra lugar, la piel no
se reparara y la herida quedara abierta. Estas heridas abiertas se pueden infectar con facilidad y, ademas, retrasan
el proceso de cicatrizacion y provocan la formacion de Ulceras y llagas en la piel. El proceso de cicatrizacién de
heridas resulta, ademas, inhibido en muchos pacientes por la presencia de otras condiciones complicantes,
incluyendo de manera no limitante la diabetes o una edad avanzada. Los pacientes en estas condiciones tienden a
tener heridas en la piel que se ulceran y no se curan, o curan lentamente tras un largo periodo de tiempo.

Se han utilizado diversos tratamientos para acelerar la velocidad a la que las heridas se curan (patentes U. S.
4,772,591 y U. S. 4,590,212) y varios vehiculos farmacéuticos se han utilizado para llevar agentes
quimioterapéuticos a la herida como, por ejemplo, cremas, geles, polvos y microesferas. La patente U. S. 5,264,207
describe microesferas de un polimero que actian como vehiculos para una o mas sustancias farmacéuticas o
cosméticas activas. Las microesferas del polimero son sélidas o huecas, insolubles en el vehiculo liquido y de
dimensiones diferentes, aunque no exceden los 1000 nm (1um), y cuyos tamarios, preferentemente, oscilan entre
los 50 y los 500 nm (de 0,05 yum a 0,5 um) y, mas preferentemente, entre los 60 y los 300 nm (de 0,06 um a 0,3 um).
La finura de las microesferas permite aumentar el area especifica por unidad de peso y una mayor combinacién de
las microesferas con sustancias activas sin la desventaja de los excipientes convencionales que obstruyen los poros
de la piel. Ademas, segun la invencion descrita en la patente U. S. 5,264,207, se puede obtener una suspension de
las microesferas en la que se absorba una sustancia activa, otra sustancia se une a la microesfera por enlaces
quimicos, con la posibilidad de una tercera sustancia que se une a las microesferas por enlaces electrostaticos o
i6nicos (Col. 2, lineas 58 — 63). Cuando las microesferas son huecas, son absorbedoras y / o portadoras de grupos
funcionales (Col. 3, lineas 18 — 21). Cuando las microesferas contienen poros, la adhesion a sustancias
farmacéuticas o cosméticas consiste en la adsorcion en los poros (Col. 3, lineas 26 — 28). Ademas, la patente U. S.
5,264,207 describe una composicién de microesferas que actlan Unicamente como vehiculos de sustancias
farmacéuticas y / o cosméticas y no muestran ni sugieren el uso de las microesferas por si mismas para mejorar la
cicatrizacion de heridas.

Igualmente, las solicitudes de patentes internacionales PCT WQ096/13164 y WQ094/13333 describen
microesferas hechas de un material que cataliza la produccion o liberacion de ciertas sustancias terapéuticas. La
solicitud de patente internacional PCT W096/13164 describe aductos poliméricos de 6xido nitrico que liberan 6xido
nitrico cuando se aplican directamente en tejidos dafiados. La solicitud de patente internacional PCT W094/13333
describe particulas que han sido modificadas quimicamente para tener actividad de radical libre en la zona de la
herida. Ademas, ninguna de las referencias muestra o sugiere el uso de las microesferas por si mismas como
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sustancia terapéutica sin modificacion quimica del material de la microesfera.

El tamafio de las microesferas se emple6 para influir en el efecto de las microesferas como vehiculos para el
aloantigeno de clase | utilizado en la activacion de linfocitos T citotoxicos (Mescher, M. F., 1992, J. Immunol
149:2420 — 2405). La respuesta dependia del antigeno de clase | presente en el tamafio adecuado de microesferas
de 4 0 5 ym de diametro (4000 nm o 5000 nm). En otras palabras, Mescher describe que la activacion de linfocitos T
in vitro no seria posible de conseguir Unicamente con microesferas, sino con la clase exigida de antigeno de clase |
para inducir la activacion. El antigeno reaccioné correctamente cuando se unié a microesferas de 4 o 5 ym de
diametro, es decir, 4 0 5 veces mas grandes en tamafio a las microesferas utilizadas en la patente U.S. 5,264,207,
emitida a nombre de Bommelser, J., et al. En Mescher no se muestra ni se sugiere el uso de microesferas por si
mismas sin el componente activo, antigeno de clase |, en la activacion de la cicatrizacion de heridas. De hecho,
Mescher no considera ni sugiere en absoluto el papel de las microesferas y los linfocitos T citotoxicos en la
cicatrizacion de heridas y la sintesis de colageno. Ademas, Bommelser rechaza el uso de microesferas superiores a
1000 nm o 1 pm de tamafio, ya que podrian obstruir los poros de la piel. Por lo tanto, la presente invencion no es ni
inherente (debido a la diferencia de los ingredientes de las composiciones anteriores) ni evidente (debido a que el
tamafio de las microesferas empleadas se supondria a partir de composiciones anteriores para obstruir los poros de
la piel) de las composiciones anteriores.

La patente U.S. 5,092,883 se refiere generalmente a materiales para fomentar la formacion de tejidos
conectivos duros y blandos de mamiferos. Especificamente, se presenta que las gotas biodegradables de dextrano
(por ejemplo Sephadex), con particulas de un tamafio que oscila entre los 40 — 120 um muestran diferentes grupos
funcionales positivos o0 negativos. Las gotas pueden utilizarse para preparar una pasta 0 mezcla espesa, o puede
utilizarse en una suspension. También se presenta que el tratamiento de heridas con gotas de carga positivas su
significativamente mas exitoso que el tratamiento con gotas sin carga o cargadas negativamente.

La patente U.S. 5,565,206 concierne el ambito de las aplicaciones dentales y resuelve el problema de los
deterioros dentales causados por bacterias en la boca presentando una composicion para la higiene bucal que
comprende microesferas de poliestireno con un diametro que oscila entre 0,05 y 1 um y una carga superficial
externa para la interaccion electrostatica con clorhexidina. Durante la preparacion de la composicion, se afiadié una
suspension de microesferas de poliestireno a una solucion de clorhexidina para conseguir una concentracion final de
0,54 mg / ml.

El procedimiento de cicatrizacion de una herida incluye una fase inicial proliferativa que favorece el
metabolismo y la proliferacién celular rapidas, la eliminacion de residuos, la movilizacion de fibroblastos y la
restauracion de la circulacion. Es durante esta fase que la herida es méas susceptible a infecciones. Durante la
siguiente fase (también llamada fase fibroblastica) de la cicatrizacion de la herida, el incremento de la fuerza de
traccion iguala el aumento de colageno que contiene la herida. Por tanto, permanece la necesidad de desarrollar
composiciones para la cicatrizacion de heridas que contengan microesferas no biodegradables y otros componentes
extracelulares capaces de favorecer la fase proliferativa y regular la fase fibroblastica in situ.

Por consiguiente, debe existir un balance entre el aumento de la fase proliferativa y el inicio de la fase
fibroblastica durante la cicatrizacion de heridas en animales y seres humanos en condiciones diferentes que incluyen
de manera no limitante los tejidos quemados, infecciones post-quirdrgicas, deshicencia post-quirdrgica, Ulceras
internas, hemorragia, gangrena o6sea, llagas de presién, decubito, areas con riesgo de amputacion, heridas
traumaticas no cicatrizadas, cosméticos, after shave, tratamientos dentales, Ulceras cronicas (por diabetes, venas
varicosas 0 tras una apoplejia), destruccion de tejido por radiacion, heridas por lesiones espinales, heridas
ginecoldgicas, heridas quimicas, heridas por enfermedades vasculares, llagas en la piel por diabetes, pie diabético,
trauma fisico, areas de sutura post-cirugia plastica, quemaduras solares o episiotomias.

3. RESUMEN DE LA INVENCION

Es objeto de la presente invencion producir una composicién terapéutica que pueda favorecer la cicatrizacion
de heridas y que pueda funcionar como apdsito de una herida o lesion cuando se aplique alrededor y en la herida o
lesion.

Es también objeto de la presente invencidn proporcionar una composicion que pueda funcionar como apdosito
de una herida que servira para favorecer la regeneracion de musculo, piel, cartilago, tejido neuroldgico, tejido blando
o tejido vascular.

Es también objeto de la presente invencion proporcionar una composicion que pueda funcionar como
recubrimiento de una herida o lesion, es decir, que cuando esté himeda, se adhiera y permanezca en contacto con
el area de la herida o lesion sin necesidad de un adhesivo potencialmente toxico.

Es también objeto de la presente invencién proporcionar una composicion que pueda servir como medio para
las microesferas y como sistema de liberacion de farmacos para agentes farmacéuticos.
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Es también objeto de la presente invencion proporcionar una composicién que servira para favorecer la fusién
de mioblastos.

Es también objeto de la presente invencién proporcionar una composicion que servird para favorecer la sintesis
de colageno in vivo e in vitro.

Es también objeto de la presente invencién proporcionar una composicion que prevendra la formacion de
cicatrices.

Es también objeto de la presente invencion proporcionar una composicion que incluya microesferas y factores
de crecimiento exégenos afiadidos que serviran para favorecer la cicatrizaciéon de heridas.

Es también objeto de la presente invencién proporcionar una composicion que incluya microesferas y agentes
antiinflamatorios.

Es también objeto de la presente invencidn proporcionar una composicion que incluya microesferas y
antibidticos.

Es también objeto de la presente invencion proporcionar una composicién que incluya microesferas y
vitaminas.

Es también objeto de la presente invencion proporcionar una composicion que incluya microesferas y
minerales.

Es también objeto de la presente invencion proporcionar una composicion que incluya microesferas y
agentes anticancerigenos, antivirales y antifingicos.

Es también objeto de la presente invencion proporcionar una composicion que incluya microesferas con o sin
sustancias activas y que se apligue como terapia adyuvante en cirugia, terapias de radiacion, terapias hormonales o
quimioterapia.

Es también objeto de la presente invencion proporcionar una composicion que incluya microesferas y un
analgésico, anestésico o astringente.

Es también objeto de la presente invencién proporcionar una composicion que incluya microesferas y
colageno.

Es también objeto de la presente invencién proporcionar una composicion que incluya microesferas y uno o
mas de los agentes seleccionados del grupo formado por antiinflamatorios, antihistaminicos, antibidticos,
antisépticos, antifingicos, analgésicos, anestésicos, minerales, vitaminas, agentes astringentes y colagenos.

Es también objeto de la presente invencion proporcionar una composicion que incluya microesferas y células
estromales que serviran para favorecer la cicatrizacion de heridas.

Es también objeto de la presente invencion proporcionar una composicién que incluya microesferas y células
estromales modificadas genéticamente que expresan un producto génico beneficioso para conseguir y / o favorecer
la cicatrizacion de heridas. Por ejemplo, en el caso de llagas diabéticas, los fibroblastos pueden modificarse
genéticamente para expresar factor de crecimiento de insulina (FCI) o productos génicos anticoagulantes para
reducir el riesgo de ateroesclerosis, oclusion; o productos génicos antiinflamatorios para reducir el riesgo de fallos de
cicatrizacion. Alila, H. et al., 1997, Human gene Ther. 8:1785-1795; and Pickering, J. G. et al., 1996, Semin. Interv.
Cardiol. 1;84-88.

Una composicion conservada para su almacenaje y posterior mezcla a partir de la cual la composicion se
puede rociar y aplicar en la superficie de una herida, dicha composicién comprende:

- Aproximadamente 0,001 — 25 % en peso de microesferas no biodegradables en suspension, en la que
dichas microesferas:

- Tienen un diametro que oscila entre 0,01 um 'y 200 pm;

- Muestran grupos superficiales con carga negativa;

- Son capaces de formar puntos de contacto multiples con una membrana celular

- Estan hechas de un material seleccionado del grupo formado por poliestireno, poliestireno derivado,
bromuro de poli — 4 — vinil N — etilpiridinio, polimetilacrilato y silicona;

- Un agente farmacéutico y
- Un vehiculo farmacéuticamente aceptable para dichas microesferas, que son sustancialmente insolubles en
dicho vehiculo para su uso en el tratamiento de una herida.
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Segun una realizacion, el vehiculo farmacéutico se selecciona del grupo formado por un medio acuoso, un
vehiculo en aerosol, un solvente acuoso para agentes farmacolégicos, un solvente acuoso para fenémenos
bioldgicos, pomadas y vendajes.

Segun otra realizacion, el agente farmacéutico se selecciona del grupo formado por:

- Un antibiético, el antibiético se selecciona, en la forma preferente, del grupo formado por tetraciclina,
oxitetraciclina, sulfato de gentamicina, sulfato neomicina, bacitracina, sulfato de polimixina B y gramaciclina.

- Un antihistaminico

- Un agente antiinflamatorio

- Un agente anticancerigeno

- Un agente antiviral

- Un agente antifingico

- Union metdlico, preferentemente seleccionado del grupo formado por zinc, magnesio, cobalto, hierro, cobre
y manganeso

- Un astringente

- Un anestésico, preferentemente seleccionado del grupo formado por lidocaina, procaina y epinefrina

- Un analgésico, preferentemente seleccionado del grupo formado por morfina, heroina y fentanilo

- Un inhibidor de la ciclooxigenasa — 2

- Una vitamina

- Un aminoécido

- Un colageno

- Un factor de crecimiento, preferentemente seleccionado del grupo formado por PDGF, PDAF, PDEGR,
TBFB, PF - 4, FGF, BFGF, GH, EGF y IGF

- Una enzima proteolitica

- Una o mas células estromales

- Un potenciador inmunolégico, seleccionado del grupo formado por L — arginina, 6xido nitrico, Quadrol,
muramil dipéptido y otros factores activadores de macréfagos, o

- Acido hialurénico

Segun la presente invencion, se proporciona un recipiente que contiene una composicion para su utilizacion en
el tratamiento de una herida segun las realizaciones anteriormente descritas.

4. BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La presente invencion podrd comprenderse mejor, al igual que las ventajas de la misma, gracias a la
descripcion detallada que sigue y a las figuras acompafiantes, en las que:

La Fig.1 es una gréafica que muestra la habilidad de las microesferas de la presente invencién para incrementar
la actividad de la creatina fosfoquinasa;

La Fig. 2 es un gréfico de barras que ilustra el efecto de las microesferas de la presente invencion en la sintesis
de colageno;

Las figuras 3A — 3C ilustran el efecto de las microesferas de la presente invencién en la forma del bioblasto;
Las figuras 4A — 4D ilustran la habilidad de las microesferas para favorecer la cicatrizacion de heridas en ratas;
La Fig. 5 es una grafica que muestra la velocidad a la que disminuye la herida de la Figura 4;

La Fig. 6A y la Fig. 6B comparan el efecto de las microesferas de la presente invencidn en la cicatrizacion de
heridas con medios de cultivo de tejidos y solucion salina en ratas;

Las figuras 7A — 7D demuestran la habilidad de las microesferas de la presente invencion para favorecer la
cicatrizacion de heridas en un primer caso de estudio humano;

La Fig. 8A y la Fig. 8B demuestran igualmente la eficacia de la presente invencién en el caso de estudio
humano de las figuras 7A — 7D.

La Fig. 9Ay la Fig. 9B demuestran la eficacia de la presente invencion en un segundo caso de estudio humano;
Las figuras 10A — 10D muestran el efecto de la presente invencion en un tercer caso de estudio humano; y

La Fig. 11Ay la Fig. 11B muestran la eficacia de la presente invencion en un cuarto caso de estudio humano.
Las figuras 12A — 12D describen el efecto de la presente invencion en un individuo cuando se suministra junto
a una terapia de radiacion o quimioterapia.

5. DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona con composiciones terapéuticas que favorecen la cicatrizacion de heridas
mediante microesferas. Inesperadamente, las microesferas del tamafio en particular descrito en el presente
documento son capaces de favorecer la cicatrizacion de heridas sin necesidad de afiadir o incluir farmacos u otras
sustancias terapéuticas. De hecho, como se describe a continuacion, estas microesferas no se degradan ni se
someten a otras alteraciones quimicas para producir su efecto terapéutico. Las microesferas que forman parte de la
presente invencion también pueden administrarse como terapia adyuvante a terapias convencionales, por ejemplo,
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radiacion, quimioterapia, hormonas, laser, terapia hiperbarica u ozonoterapia.

5.1. CARACTERISTICAS DE LAS MICROESFERAS

La estructura de estas microesferas incluye un nicleo de material y, al menos, un tipo de grupo superficial
cargado presente en, al menos, el exterior de la microesfera. Entre los ejemplos de materiales se incluyen polimeros
de cadena larga como poliestireno, polimetilmetacrilato (PMMA), silicona y poliestireno derivado. Entre los ejemplos
de grupos superficiales se incluyen sulfato, bromuro de poli — 4 — vinil N — etilpiridinio, protamina, sulfato de
protamina, sales de protamina, polilisina, carboxilo y poliestireno. Estos grupos superficiales pueden presentarse
como parte del nlcleo de material o se pueden afiadir después mediante procesos quimicos como la derivacion del
polimero de cadena larga. En lo sucesivo el término “derivacion” se refiere al proceso de alterar, modificar o cambiar
guimicamente una molécula o una porcion de esta. Las microesferas producidas a partir de polimeros deberian ser
sustancialmente insolubles en medio acuoso, en lugar de formar una suspension o dispersion en dicho medio.

Para aclarar en profundidad los parametros de la presente invencion, se deberian definir ciertos términos. En lo
sucesivo, los términos “herida” o “lesion” incluyen cualquier dafio en cualquier parte del cuerpo de un sujeto,
incluyendo de manera no limitante condiciones agudas como quemaduras térmicas, quimicas, por radiacién o
guemaduras causadas por una exposicion excesiva a la radiacion ultravioleta como las solares, dafios en el tejido
corporal como en el perineo tras un parto, incluyendo dafios experimentados durante procedimientos médicos como
episiotomias, dafios inducidos por trauma tales que cortes, dafios sufridos en accidentes de trafico y otros
accidentes mecanicos, y aquellos dafios causados por balas, cuchillos y otras armas, y las lesiones post -
quirargicas, asi como las condiciones cronicas tales que llagas de presion, Ulceras de decubito, condiciones
relacionada con la diabetes y la mala circulacion y todos los tipos de acné. Las areas del cuerpo que pueden tratarse
con la presente invencion incluyen de manera no limitante piel, musculo, tejido neuroldgico, hueso, tejido blando,
tejido vascular y érganos internos. En lo sucesivo, el término “sujeto” se refiere a un mamifero humano o a un animal
inferior en el que se ha llevado a cabo la presente invencion.

En lo sucesivo, el término “favorecer” incluye la aceleracion y el aumento. En lo sucesivo, “reducir la formacién
de cicatrices” incluye la prevencién o la reduccién de la formacion de cicatrices como las queloides y las
hipertroficas, asi como la reduccién de la extension de la formacién de tejido cicatrizado tanto externamente en la
piel del sujeto como internamente en adhesiones. Finalmente, cabe sefialar que el método de la presente invencion
puede utilizarse también cosméticamente para prevenir el exceso de formacién de cicatrices en un corte u otra
herida de la piel asi como en la piel del rostro, y para tratar el acné. En el sentido cosmético, el término “exceso de
formacion de cicatrices” incluye cualquier formacion de cicatrices que resulta cosméticamente indeseable o
inaceptable.

Aunque la exposicion descrita a continuacion se refiere a tipos especificos de microesferas, cabe sefialar que
esta no es de ninguna manera limitante. Los expertos en la materia podran apreciar que estas microesferas, mas
generalmente, pueden ser gotas, particulas o glébulos sélidos o huecos. En las realizaciones preferentes de la
presente invencion, estas microesferas se dispersan en un vehiculo farmacéuticamente aceptable en el que los
agentes son sustancialmente insolubles, como una suspension en medio acuoso, por ejemplo, o en un medio no
acuoso como una pomada, un spray en aerosol o un vendaje que puede ser oclusivo o no oclusivo. La forma de las
microesferas puede ser regular, como esférica, eliptica u otras formas no esféricas regulares; o irregulares, de
manera que la superficie no es una Unica curva continua o de manera que la superficie no sea lisa.

Ademas, las microesferas pueden tener una mezcla de diferentes polimeros y pueden ser también una mezcla
de diferentes particulas, gotas o glébulos de diferentes tamafios. Los agentes también pueden tener poros de
diferentes tamafios.

A modo de ejemplo, el polimero de cadena larga que forma los agentes puede ser reticulado y favorecer
particularmente la forma esférica de una microesfera, aunque dicha forma se puede obtener igualmente sin
reticulacion. Un ejemplo de un método de fabricacion de una microesfera de poli —  — alanina reticulada se describe
en la patente U.S. 5,077,058, aunque cabe sefialar que este material requeriria mas derivacion para obtener una
carga superficial total de la microesfera.

De manera alternativa, las particulas pueden tener formas irregulares cadticas, particularmente si el polimero
no esta reticulado. La particula puede tener cualquier forma, como enrollada, globular extendida y enrollada
irregular. Preferiblemente, el polimero no deberia ser reactivo bioquimicamente. El polimero no es biodegradable, de
manera que permanece sin degradar durante el periodo requerido para la cicatrizacion de la herida. En lo sucesivo,
el término “no biodegradable” se refiere a los agentes que no son biodegradables durante el periodo de tratamiento,
que es el periodo de tiempo requerido para el tratamiento de la herida.

Por ultimo, los agentes deberian tener las siguientes propiedades:

1. Deberian ser capaces de favorecer la curacion de heridas sin alteracion o degradacion quimicas
significativas; y
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2. Deberian ser sustancialmente insolubles en medios acuosos tales que fluidos corporales y, en su lugar,

deberian formar una suspension.

Las microesferas son capaces de formar puntos de contacto multiples con una membrana celular. Estas
caracteristicas son importantes ya que, como se expone a continuacion, el efecto de los agentes de la presente
invencion parece estar directamente relacionado con la formacién de puntos de contacto multiples entre el material
de los agentes y una parte de la célula como la membrana celular externa, formando asi una superficie adherente
para que las células se adhieran a ella. Estos puntos de contacto mdltiples son posibles con muchos polimeros
diferentes que permiten a los grupos cargados ser accesibles para la interaccién con moléculas y partes de la
membrana celular externa. Por lo tanto, aunque la siguiente descripcién se centra en un tipo de agente, las
microesferas, debe entenderse que la presente invencién abarca cualquier material capaz de formar tales puntos de
contacto multiples.

Como se ha especificado anteriormente, la microesfera tiene un diametro que oscila entre 0,01 micrones y 200
micrones, preferiblemente entre 1 y 100 micrones y, mas preferiblemente, entre 2 y 20 micrones. La composicion de
la microesfera de la presente invencién comprende del 0,001 % al 25 % en peso en suspension. Sin estar ligado a
ningin mecanismo en particular, cabe sefialar que, en la forma preferente, estos son los mejores tamafios para
permitir la absorciéon de las microesferas por los macréfagos infiltrados en el area de la herida. Las microesferas
parecen atraer y activar realmente los macréfagos a través del contacto con, al menos, una parte de los
macréfagos, probablemente las moléculas de la membrana celular externa del macréfrago. Los efectos
antiinflamatorios y antibacterianos observados en las microesferas son, por consiguiente, efectos presumiblemente
indirectos, obtenidos por la activacion de los macréfagos y otras células.

Otra propiedad importante de las microesferas es la carga de los grupos superficiales. La carga total que
conllevan ciertos ejemplos preferidos de microesferas se midié como Z o potencial zeta por movilidad electroforética
(milivoltios) por un ZetaMaster (Malvern Instruments, Reino Unido). El alcance de potenciales Z medidos en algunas
realizaciones ejemplificadas a continuacion fue de -29,58 mV a -79,76 mV. En lo sucesivo, el término “cargado” se
refiere a un potencial Z con un valor absoluto de, al menos, 1 mV vy, preferiblemente de, al menos, 10 mV, tanto
negativo como positivo.

Las microesferas en las suspensiones probadas no se agregaron, fusionaron, agruparon o coagularon de
manera irreversible. Aunque las microesferas se establecieron en cierta medida, se resuspendieron facilmente con
una simple agitacion.

Las microesferas de la presente invencién son similares a un vendaje o medio liquido que puede aplicarse
alrededor de una herida o en una herida. Las microesferas se conservan en un recipiente estéril en una atmoésfera
de argén, nedn o nitrégeno y con un pH optimo y modificando la concentracién y el volumen por procedimientos
convencionales.

5.2 AGENTES FARMACOLOGICOS Y BIOLOGICOS

Pueden incluirse en las composiciones terapéuticas uno o mas de los siguientes tipos de agentes
farmacoldgicos en las microesferas no tratadas: antisépticos, astringentes, agentes antifingicos, agentes antivirales,
agentes anticancerigenos, antihistaminicos, antibiéticos, coagulantes sanguineos para su utilizacion en el campo de
batalla, preparados vitaminicos y minerales, vitaminas, minerales o agentes antiinflamatorios.

Las sustancias biol6gicamente activas que pueden incluirse en la composicion terapéutica incluyen de manera
no limitante astringentes, antibidticos, oxidantes, enzimas proteoliticas, inhibidores de colageno reticulado (por
ejemplo diaminas-cistamina natural o sintética, putrescina, espermidina, cadaverina y similares), aminoacidos,
factores estimulantes de macréfagos o anestésicos.

Se pueden afiadir a la composicion terapéutica factores de crecimiento y factores regulatorios para mejorar el
proceso de cicatrizacion de heridas, ayudando en la formacién de tejido granulatorio y reepitelizacion como, por
ejemplo, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de angiogénesis derivado de plaquetas (PDAF),
factor de crecimiento epidérmico derivado de plaquetas (PDEGF), factor de crecimiento transformante beta (TGFB),
factor de plaquetas (PF — 4), factores de crecimiento de fibroblastos alfa y beta (aFGF y BFGF), hormona del
crecimiento (GH), factor de crecimiento epidérmico (EGF) o factor de crecimiento de insulina (IGF).

Los factores de crecimiento derivados de plaguetas estimulan los sistemas cascada implicados en la
cicatrizacion de heridas, especialmente durante las fases de formacion de tejido granulatorio y de reepitelizacion. El
factor de crecimiento transformante beta se refiere a una familia de proteinas diméricas relacionadas que regulan la
proliferacién y diferenciaciéon de muchos tipos celulares (Massague, 1990, Ann. Rev. Cell. Biol. 6:597 — 619). El
TGFB también incluye la produccion de macromoléculas de cartilago especifico en células musculares y
condrocitos. Sin embargo, se ha descubierto que el TGFB inhibe la sintesis de colageno de tipo Il con condrocitos
medulares de pollo (Horton et al., 1989, J. Cell Physiol. 141:8 — 15) y con condrocitos de rata (Rosen et al., 1988, J.
Cell Physiol. 134:337 — 346). De hecho, el TGFB ha resultado ser un inhibidor prototipico de la proliferacion de la
mayoria de tipos celulares normales, tanto in vitro como in vivo (Alexandrow, A. G., et al., 1995, Cancer Res. 55:
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1452 — 1457). EI TGFB se ha purificado a partir de plaquetas de sangre humana y porcina y el TGFB recombinante
se encuentra ahora disponible comercialmente (Gentry et al., 1988, Mol. Cell. Biol. 7:3418 — 3427). La insulina por si
sola es mucho menos potente que el IGF — | estimulando la sintesis de colageno de la matriz. El EGF — Il estimula la
sintesis de ADN y ARN y es mas potente que el IGF — | estimulando el crecimiento clonal en células fetales
(McQuillan, et al., 1986, Biochem. J. 240:423 — 430). El factor de crecimiento epidérmico por si mismo no tiene
efecto alguno en la proliferacion de condrocitos. Sin embargo, junto a la insulina, el EGF estimula de manera
sinérgica la proliferacién de condrocitos (Osborn, K. D., et al., 1989, J. Orthop. Res. 7:35 — 42).

Se han demostrado niveles elevados de peréxidos lipidos en macréfagos activados, plaquetas agregadas y
particulas subcelulares aisladas de tejido dafiado. Los antioxidantes fuertes, los farmacos metabolizados a radicales
libres y la radiacion ionizante inducen prostaglandinas, leucotrienos (eicosanoides) y / o el aumento de lipidos
peroxidados. Este aumento de eicosanoides y lipidos peroxidados puede ser una de la causa del dafio del tejido o
necrosis y del aumento de la reaccion inflamatoria. La inclusion de farmacos antiinflamatorios, por ejemplo farmacos
antiinflamatorios no esteroideos (ibuprofeno, indometacina, aspirina, acetaminofen, naproxeno, sulindaco) y
especificamente los inhibidores de ciclooxigenasa — 2 (COX2), en la composicion profilactica y / o terapéutica
pueden resultar Utiles para todos los tejidos dafiados, por ejemplo, en lesiones producidas por radiacion en pulmoén o
higado en las que la fibrosis es una consecuencia prominente de un dafio prolongado o repetido. Ademas, la
inclusién de antioxidantes (por ejemplo, de vitamina E) y necrofagos de radical libre (por ejemplo, glutation reducido)
pueden también resultar utiles.

Zinc — Se ha demostrado que tras un trauma, quirargico o no, la cantidad de zinc en sangre y tejidos puede
descender a niveles bajos. Esto resulta particularmente notable en pacientes quemados. La administracion de zinc
es suficiente para restaurar los niveles normales de este micronutriente en sangre y los tejidos aumentan la
velocidad de epitelizacion, la velocidad de recuperacion de tension de la herida y la sintesis de colageno y otras
proteinas. Numerosas enzimas son dependientes del zinc, particularmente la ADN — polimerasa y la reverso —
transcriptasa. Los efectos de la disminucion de zinc en la cicatrizacion de heridas son lo que cabria esperar si la
cantidad de funciones de estas enzimas estuviera deprimida. La proliferacion epitelial y de fibroblastos no se llevara
a cabo, ya que la mitosis de estas células no puede tener lugar sin la ADN — polimerasa ni la reverso — transcriptasa.
Por lo tanto, aunque estas células pueden migrar normalmente, no se multiplicaran, por lo tanto, no se llevara a cabo
una epitelizacién adecuada y la sintesis de colageno de los pocos fibroblastos que migran a la herida no podra suplir
las fibras necesarias para mantener la herida unida. En tal caso, el aumento de la concentracion de zinc en sangre y
tejidos hasta niveles normales restaurard la progresion normal de la cicatrizacion de la herida. Es objeto de la
presente invencion que en pacientes cuyos niveles de zinc en sangre y tejido sean bajos se administre zinc por via
oral, parenteral o tépica en la composicién terapéutica que restaurara la cicatrizacion normal de la herida. El zinc se
proporcionara en forma de sal seleccionada del grupo formado por cloruro de zinc, carbonato de zinc y / o gluconato
de zinc.

Vitamina A y E — La vitamina A puede invertir parcialmente el desarrollo retardado del tejido granulatorio y las
cantidades reducidas de colageno en la cicatrizacion de heridas. La vitamina A aplicada por via topica mejora la
epitelizacion en heridas retardadas por la administracion de corticoesteroides, pero la deposicion de colageno se ve
afectada por la vitamina A sistematica sola.

La vitamina E puede utilizarse para modificar la formacion de cicatrices ya que tiene menos efectos
secundarios que los de cantidades de hormonas esteroides similares. En dosis altas, la vitamina E retrasa la
cicatrizacion de heridas y la produccion de colageno, pero este efecto es anulado en presencia de vitamina A.

5.3. TERAPIA GENICA

La composicion terapéutica de la presente invencion puede permitir un vehiculo para introducir genes y
productos génicos in vivo para acelerar el proceso de cicatrizacion de heridas. Por ejemplo, para las llagas
diabéticas, la composicion terapéutica incluye las microesferas de la presente invencion y células estromales
modificadas genéticamente (por ejemplo, fibroblastos con o sin otras células y / o elementos encontrados en tejidos
conectivos libres extraidos del sujeto, incluyendo de manera no limitante células endoteliales, pericitos, macréfagos,
monocitos, células plasmaticas, mastocitos, adipocitos, etc.) que utilizan la modificacion genética para expresar
productos génicos anticoagulacion para reducir el riesgo de tromboembolismo o productos génicos antiinflamatorios
para reducir el riesgo de fallo debido a reacciones inflamatorias. Una vez modificadas genéticamente, las células se
aplican en la zona de la herida, la presencia de los productos génicos antiinflamatorios, por ejemplo, péptidos o
polipéptidos correspondientes al idiotipo de anticuerpos neutralizantes para el factor de necrosis de tumor (TNF),
interleuquina — 2 (IL — 2) u otras citoquinas inflamatorias, pueden suponer una mejora de las reacciones
inflamatorias asociadas a las enfermedades, incluyendo de manera no limitante tejidos quemados, infecciones post-
quirdrgicas, Ulceras de diabetes neuropatica, Ulceras de presion, Ulceras venosas por estasis, tejidos quemados,
infecciones post-quirargicas, deshicencia post-quirlrgica, Ulceras internas, hemorragia, gangrena 6sea, llagas de
presion, decubito, areas con riesgo de amputacion, heridas traumaticas no cicatrizadas, cosméticos, after shave,
tratamientos dentales, Ulceras crénicas (por diabetes, venas varicosas o tras una apoplejia), destruccion de tejido
por radiacion, heridas por lesiones espinales, heridas ginecolégicas, heridas quimicas, heridas por enfermedades
vasculares, llagas en la piel por diabetes, pie diabético, trauma fisico, areas de sutura post-cirugia plastica,
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quemaduras solares o episiotomias.

Preferiblemente, las células son modificadas para expresar productos génicos temporales y / o bajo control
inducible durante la fase inicial de la cicatrizacion, o como proteina de fusiéon quimérica unidas a células estromales,
por ejemplo, una molécula quimérica compuesta por una region intracelular y / o transmembrana de un receptor o
una molécula similar a un receptor, fusionada al producto génico como la regién extracelular. En otra realizacion, las
células estromales podrian ser modificadas genéticamente para expresar un gen para el que un paciente es
deficiente, o que ejerceria un efecto terapéutico como, por ejemplo, HDL, apolipoproteina E, etc. Los genes de
interés convertidos en células estromales necesitan estar relacionados con la enfermedad que esta siendo tratada.

Las células estromales pueden ser modificadas utilizando un constructo de ADN recombinante que contiene el
gen utilizado para transformar o transfectar una célula portadora que se clona y se expande en el sistema de cultivo.
El cultivo que expresa el producto génico activo podria implantarse en un individuo que tiene una deficiencia de ese
producto. Por ejemplo, los genes que previenen o mejoran los sintomas vasculares de varios tipos pueden
expresarse o disminuir en condiciones de enfermedad. Especificamente, se puede disminuir la expresién de genes
gue intervienen en la prevencion de las siguientes condiciones patologicas: formacion de trombos, reacciones
inflamatorias, fibrosis y calcificacion de valvulas. Por lo tanto, el nivel de actividad génica puede incrementarse al
aumentar el nivel de producto génico presente o el nivel de producto génico activo presente en un sistema de cultivo
de microesfera tridimensional.

Ademas, los pacientes pueden ser tratados con terapias de reemplazamiento génico durante la fase
fibroblastica de la cicatrizacién. Las células estromales pueden disefiarse especificamente para cumplir los
requisitos de un paciente individual, por ejemplo, las células estromales pueden ser modificadas genéticamente para
regular uno o mas genes; o la regulacion de la expresion génica puede ser transitoria o a largo plazo; o la actividad
génica puede ser inducible o no inducible. Por ejemplo, una o mas copias de un gen diana normal, o una parte de un
gen que dirige la produccion de un producto proteinico de un gen diana con funcién de gen diana, se puede insertar
en células humanas que pueblan construcciones tridimensionales usando vectores no inducibles que incluyen de
manera no limitante adenovirus, virus asociados a adeno y vectores retrovirus; o promotores inducibles, que incluyen
metalotioneina o proteina de choque término, ademas de otras particulas que introducen ADN en células, como
liposomas, inyecciones directas de ADN o en particulas de oro.

El uso de la célula estromal en la composicion terapéutica en terapia génica tiene numerosas ventajas. En
primer lugar, puesto que el cultivo contiene células eucariotas, el producto génico se expresara adecuadamente y se
procesara en cultivo para formar un producto activo. En segundo lugar, las técnicas de terapia génica son Utiles solo
si el nimero de células transfectadas puede ser sustancialmente mejorado para ser de valor clinico, relevante y util;
los cultivos tridimensionales de la invencion permiten la expansion del nimero de células transfectadas y la
amplificacion (por division celular) de las mismas.

Se pueden utilizar diversos métodos para obtener la expresion constitutiva o transitoria de los productos
génicos modificados dentro de las células estromales. Por ejemplo, se puede utilizar la técnica de implantacion
transcariotica descrita por Seldon, R. F. et al., 1987, Science 236:714 — 718. El término “transcariético” aqui utilizado
sugiere que el nucleo de las células implantadas ha sido alterado por la adiciéon de secuencias de ADN mediante
transfeccion estable o transitoria. Las células pueden modificarse utilizando cualquiera de los vectores que incluyen
de manera no limitante vectores virales, por ejemplo, vectores retrovirus o vectores virales asociados a adeno; o
vectores no integrativos replicantes, por ejemplo, vectores del virus del papiloma, vectores SV40, vectores
adenovirales; o vectores virales replicantes defectuosos. Cuando se quiere una expresion transitoria, se pueden
preferir vectores no integrativos replicantes defectuosos, ya que se pueden utilizar promotores inducibles o
constitutivos en estos sistemas para controlar la expresion del gen de interés. De manera alternativa, se pueden
utilizar vectores integrativos para obtener expresion transitoria, siempre y cuando el gen de interés esté controlado
por un promotor inducible.

Se puede utilizar cualquier promotor para impulsar la expresion del gen insertado. Por ejemplo, los promotores
virales incluyen de manera no limitante promotor / potenciador CMV, SV40, papilomavirus, virus de Epstein — Barr,
promotor del gen elastina y b — globulina. Si se desea una expresion transitoria, tales promotores constitutivos deben
utilizarse en un vector no integrativo y / o replicante defectuoso. De manera alternativa, los promotores inducibles
podrian utilizarse para impulsar la expresion del gen insertado cuando sea necesario. Por ejemplo, los promotores
inducibles incluyen, de manera no limitante, metalotioneina y proteina de choque térmico.

Los ejemplos de regiones de control transcripcionales que muestran la especificidad del tejido para tejidos
conectivos que se han descrito y que podrian utilizarse incluyen de manera no limitante: region de control del gen
elastina o elastasa |, activo en células pacreaticas acinares (Swit et al., 1984, Cell 38:639:646; Ornitz et al., 1986,
Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50:399 — 409; MacDonald, 1987, Hepatology 7:425 — 515). La deposicion de
elastina esta correlacionada con hechos especificos fisiolégicos y de desarrollo en diferentes tejidos, incluyendo
injertos vasculares. Por ejemplo, en el desarrollo de arterias, la deposicion de elastina parece estar coordinada con
los cambios en la presion arterial y la actividad mecanica. Los mecanismos de transduccion que unen la actividad
mecanica a la expresién de elastina involucran a los receptores de superficie celular. Una vez que las células que
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sintetizan elastina estan unidas a la elastina a través de los receptores de superficie celular, la sintesis de elastina
adicional y otras proteinas de la matriz se pueden ver influenciadas por la exposicién a estrés o a fuerzas mecanicas
en el tejido (por ejemplo, el movimiento constante del constructo en el bioreactor) u otros factores que influyen en la
forma celular.

Las células estromales utilizadas en el sistema de cultivo de la microesfera de la invencién puede modificarse
genéticamente para “noquear” la expresion de factores o antigenos superficiales que favorecen la coagulacion o el
rechazo en el area del implante. Se analizan a continuacion las técnicas de modulacién negativa para la reduccion
de niveles de expresion de genes diana o niveles de actividad de productos de genes diana. El término “modulacion
negativa” aqui utilizado se refiere a una reduccion en el nivel y / o la actividad de productos de genes diana relativos
al nivel y / o la actividad del producto de gen diana en ausencia del tratamiento de modulacion. La expresion de un
gen nativo en una célula estromal puede reducirse o noquearse utilizando numerosas técnicas, por ejemplo, la
expresion puede inhibirse desactivando el gen completamente (comunmente llamado “noqueo”) utilizando la técnica
de recombinacion homoéloga. Normalmente, un exén que codifica una regién importante de la proteina (o0 un exén 51
a esa region) se interrumpe por un marcador seleccionable positivo (por ejemplo, uno nuevo), previniendo asi la
produccion de ARNm normal del gen diana y dando como resultado la desactivacion del gen. Un gen también puede
desactivarse creando una supresion en una parte del gen o eliminando por completo el gen. Mediante un constructo
con dos regiones de homologia al gen diana que se encuentra separado en el genoma, las secuencias que
intervienen las dos regiones pueden eliminarse. Mombaerts, P. et al., 1991, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 88:3084 —
3087.

Las moléculas antisentido y ribocimas que inhiben la expresion del gen diana pueden utilizarse también segun
la invencion para reducir el nivel de actividad del gen diana. Por ejemplo, las moléculas de ARN antisentido que
inhiben la expresion de complejos génicos mayores de histocompatibilidad (HLA) muestran ser mas versatiles
respecto a respuestas inmunes. Ademas, las moléculas de triple hélice pueden utilizarse para reducir el nivel de
actividad del gen diana. Estas técnicas se describen detalladamente por L. G. David, et al., eda, Basic Methods in
Molecular Biology, 22 de., Appleton & Lange, Norwalk, Conn. 1994.

De manera alternativa, las células estromales se pueden modificar genéticamente para bloquear la expresion
génica necesaria para la transicion de las células del muasculo liso para proliferar, migrar y permitir el desarrollo de
hiperplasia neointimal, por ejemplo, por el bloqueo de oligodesoxinuclettidos antisentido de la expresion de la
quinasa 2 en el ciclo de division celular y la proliferacion de antigenos celulares nucleares. Mann, M. J. Et al., 1995,
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 92:4502 — 4506.

La utilizacion de cultivos de células estromales en terapias génicas tiene numerosas ventajas. En primer lugar,
ya que el cultivo incluye células eucariotas, el producto génico se expresara correctamente y se procesara en el
cultivo para formar un producto activo. En segundo lugar, las técnicas de terapia génica son Utiles Unicamente si el
numero de células transfectadas puede aumentarse sustancialmente para ser considerado de valor clinico, relevante
y util; los cultivos de células estromales de la invencion permiten la expansion del nimero de células transfectadas y
la amplificacion (por division celular) de estas. Por ejemplo, las células modificadas genéticamente que expresan
factores de cicatrizacion de heridas pueden incorporarse a cultivos de células estromales vivas utilizados para hacer
tendones y ligamentos que mejoran la cicatrizacion de heridas en el area de la lesion.

Los ejemplos de regiones de control transcripcional que muestran especificidad de tejidos que se han descrito y
que podrian utilizarse incluyen, de manera no limitante: region de control del gen elastasa | que esta activa en las
células acinares pancredticas (Swift et al., 1984, Cell 38:639 — 646; Ornitz et al., 1986, cold Spring Harbor Symp.
Quant. Biol. 50:399 — 409; MacDonald, 1987, Hepatology 7:42S — 51S); region de control del gen de la insulina que
esta activa en las células beta pancreaticas (Hanahan, 1985, Nature 315:115 — 122); regiéon de control del gen de la
immunoglobulina que esta activa en la células linfoides (Grossched! et al., 1984, Cell 38:647 — 658; Adams et al.,
1985, Nature 318:533 — 538; Alexander et al., 1987, Mol. Cell. Biol. 7:1436 — 1444); y regién de control del gen de la
miosina de cadena ligera 2 que estéa activa en el misculo esquelético (Shani, 1985, Nature 314:283 — 286).

5.4 HERIDAS / LESIONES

(A) El pie diabético

Del 50 % al 70 % de las amputaciones no traumaticas en Estados Unidos son por diabetes (A Report of the
National Diabetes Board: NIH Publication 81 — 2284, 1980, pag 25). El colapso del pie en diabéticos se debe
normalmente a la combinacion de neuropatia e infeccién, con o sin insuficiencia arterial. Si hay una ufia encarnada o
una Ulcera y no se trata debido a la falta de sensacion de dolor, la infeccién puede extenderse hacia el pie, creando
una infeccion grave que requerira mas riego sanguineo del que los vasos sanguineos pueden proporcionar. La
gangrena resultante puede requerir la amputacion. Los médicos, a veces, tienen la impresion de que las Ulceras
troficas en pacientes diabéticos suceden sin pérdida de sensacion. Por esto se sorprenden cuando sucede el
colapso. El problema es que un pie puede ser mas susceptible a una mala evolucién antes de que se note una
pérdida grave de sensibilidad. Las composiciones terapéuticas de la presente invencion estan disefiadas para
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prevenir el colapso y tratar las Ulceras asociadas a los pacientes con diabetes.
(B) Ulceras por presion

Las Ulceras por presion siguen siendo un problema importante de salud, especialmente en pacientes de edad
avanzada con movilidad reducida. El riesgo de muerte entre pacientes geriatricos se cuadruplica cuando se
desarrolla una Ulcera por presion y se sextuplica cuando una Ulcera no se cura. El desarrollo de tlceras de presion
se ha reconocido como fuente de negligencia para todos aquellos que proporcionan cuidados al paciente. Los
tribunales han mostrado poca simpatia por los cuidadores que permiten que tales heridas ocurran o persistan. En
West contra Can — Care, Inc. (Caso N° CV — 91 — 617), un jurado de Alabama dicté un veredicto de 65 millones de
dolares a favor de un anciano que desarrollé una Ulcera por presion grangrenosa de 10 pulgadas mientras residia en
la residencia del demandado. Hay ademas una necesidad no solo de mejores prestaciones (por ejemplo, colchones)
para prevenir la formacion de llagas, pero también una composicion terapéutica que pueda utilizarse para
proporcionar un mejor cuidado de la piel y acelerar el proceso de cicatrizacion de heridas en las Ulceras por presion.

(C) Cirugia general, plastica y otras terapias

La cirugia (incluyendo, de manera no limitante, cirugia de los siguientes érganos vy tejidos: piel, mama, pared
toracica, pleura, pulmén y mediastino, cardiopatia, enfermedad vascular, enfermedad arterial periférica, enfermedad
gastrointestinal, estdbmago, colon, recto y ano, apéndice, higado, vesicula biliar y sistema biliar extrahepatico,
pancreas, bazo, peritonitis e infeccion intraabdominal, pared abdominal, omento, mesenterio, retroperitoneo, hernia
de la pared abdominal, pituitaria y adrenal, cirugia pediatrica, tiroides y paratiroides, urologia, ginecologia,
neurocirugia, ortopédica, amputaciones, cirugia de la mano, cirugia plastica y reconstructiva, cirugia oncolégica,
craneal, musculoesquelética, del sistema genitourinario, de correcion de cicatrices, tratamiento con laser, radiacion
roentgen, radiacién radioactiva, tratamientos de ozonoterapia o de calor, son algunos de los procedimientos que dan
como resultado heridas que desencadenan el comienzo de las defensas del huésped. Las defensas del huésped
contra infecciones pueden ser locales o sistémicas, especificas o inespecificas y humorales o celulares. Numerosas
funciones normales actian continuamente para reducir la carga bacteriana del cuerpo y para acelerar los procesos
de cicatrizacién. Las composiciones profilacticas y terapéuticas de la presente invencién pueden emplearse para
acelerar o mejorar los fendmenos inmunoldgicos naturales involucrados en lo referente a patégenos potenciales
invasores, por ejemplo, los efectos combinados protectores de las barreras anatomicas, la fagocitosis basal, la
digestion de células fagocigoticas o los mecanismos efectores.

(D) Quemaduras

Las quemaduras son una lesibn muy comun. Se estime que, al menos, dos millones de individuos por afio
sufren quemaduras graves que requieren atencion médica. La descripcién clasica de quemaduras de primer,
segundo, tercer y cuarto grado es una descripcién anatomica basada en la profundidad de la lesion en relacion a la
anatomia de la piel. Una quemadura de primer grado no ha penetrado la capa basal del epitelio. En esencia, el
epitelio no ha sido atravesado. Estas lesiones estan tipificadas por las quemaduras solares y requieren pocos
cuidados, excepto por la posibilidad de una crema humectante. Una quemadura de segundo grado se extiende
desde la capa basal del epitelio hasta, pero no a través de, toda la epidermis. Las células epiteliales que revisten los
anexos dérmicos permanecen viables y migran para cubrir la superficie de la herida. Una quemadura de tercer grado
se extiende completamente bajo la grasa de la dermis. Una quemadura de cuarto grado se extiende hasta el
musculo y el hueso y requiere tratamiento en un centro de quemados especializado. Las composiciones terapéuticas
de la presente invencion son apropiadas para acelerar la cicatrizacion de heridas en pacientes quemados, en
pacientes con dafios por inhalacién, quemaduras en las vias respiratorias altas y bajas, quemaduras en los
pulmones y en el control de complicaciones relacionadas.

6. EJEMPLOS

La presente invencion se ejemplifica a continuacion mediante el uso de la composicion compuesta de las
microesferas que pueden utilizarse para favorecer la cicatrizaciéon de heridas en general, asi como para la
regeneracion muscular. La cicatrizacion de heridas y la regeneraciéon muscular requieren la reparacién de tejido
dafado y el reemplazamiento del tejido perdido. La migracion y proliferacion de tipos especificos de células pueden
aparecer de manera ordenada y estructurada, lo que puede diferenciarse facilmente del crecimiento descontrolado
de tejidos malignos como los tumores sélidos. En particular, las células involucradas en la cicatrizacién de heridas y
la reparacion muscular deben, en primer lugar, activarse para llevar a cabo su papel en el proceso de cicatrizacion.
Aunque se desconoce el mecanismo exacto, el crecimiento celular organizado y estructurado en la proliferacion que
tiene lugar en la cicatrizacion de heridas demuestra claramente la presencia de un proceso regulatorio altamente
organizado.

Como se demuestra en los Ejemplos descritos a continuacion, la composicién de la presente invencion no
parece interferir con este proceso complejo, organizado y estructurado, ya que las microesferas estimulan
Unicamente el ritmo del proceso de cicatrizacion al completo, asi como las etapas especificas del mismo. Sin
embargo, e inesperadamente, las microesferas no causan que las células muestren un estado de activacion
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continuo, descontrolado y metabdlico, indicando que los procesos regulatorios normales no se ven afectados. Por lo
tanto, la composicion de la presente invencién no causa activacion celular descontrolada.

Sin pretender limitar la presente invencion a un mecanismo en patrticular, la adicion de microesferas con grupos
cargados negativamente pueden tener un efecto terapéutico en la cicatrizacion de heridas al servir como superficie
adicional para la adhesién y el cultivo de células. Una explicacion de la eficacia de las microesferas de enlaces
multiples entre la superficie sélida de las microesferas y las membranas celulares, que representan puntos de
contacto multiple entre el material de la microesfera y la membrana celular. La formaciéon de estos enlaces causa
cambios en la distribucion y el estado de los ligandos de la membrana, la reorganizacion citoesquelética, la
activacion de transduccioén de sefial intracelular y otros cambios bioquimicos, permitiendo finalmente la activacion de
la célula. La activacion celular permite, entonces, la proliferacion celular y la produccion de factores de crecimiento, y
de colageno y otros componentes de la matriz extracelular. Cabe sefialar que la presente invencién no necesita
contar con ningln mecanismo particular, ya que, como se demuestra a continuacion, estas microesferas tienen
efectos beneficiosos evidentes en el tratamiento y la cicatrizacion de heridas in vivo.

Se han probado numerosos tipos de microesferas diferentes en los Ejemplos descritos a continuacion. Estas
microesferas se realizaron de poliestireno, con carboxilo o grupos superficiales amino o sin grupos superficiales
adicionales. Los diametros de las microesferas oscilan entre 0,1 y 20 micrones. El potencial zeta de ciertas
microesferas también se probo y se demostré que el tamafio de la esfera y el tipo de grupos superficiales tienen un
claro efecto en la cantidad de carga total transportada por cada microesfera, lo que podria tener un importante efecto
en la habilidad de las microesferas para favorecer la cicatrizaciéon de heridas.

Aunque se muestran ciertos tipos especificos de microesferas, es comprensible que muchos otros tipos de
microesferas se podrian utilizar igualmente siempre que cumplan las siguientes caracteristicas.

1. Deberian ser capaces de formar puntos de contacto multiple con células o porciones celulares;

2. Sus mecanismos de accion no deberian requerir alteracion o degradacion quimica; y

3. Deberian ser sustancialmente insolubles en medios acuosos como fluidos corporales y, en su lugar,
deberian formar una suspension.

Otros atributos preferibles incluyen los siguientes. En primer lugar, las microesferas deben estar hechas de
material no biodegradable, preferiblemente poliestireno. En segundo lugar, las microesferas deben conllevar una
carga total negativa. El tamafio de las microesferas tiene de 0,1 a 200 micrones de diametro. Preferiblemente, las
microesferas deberian ser derivadas con grupos superficiales carboxilo, aunque también pueden emplearse otros
grupos de carga negativa. Los principios y la operacion de las microesferas segun la presente invencion podran ser
mejor entendidas gracias a los ejemplos y dibujos que acompafian la siguiente descripcion.

Ejemplo 1

Efecto de las microesferas en la creatina fosfoquinasa

Las microesferas de la presente invencion inducen claramente un incremento inicial de la actividad de la
creatina fosfoquinasa (CPK) en mioblastos cultivados, como muestra la Figura 1. Sin embargo, tras ocho dias, las
células tratadas y no tratadas muestran el mismo nivel de actividad de CPK, indicando que la induccion de la
actividad incrementada de CPK por las microesferas de la presente invencion es temporal. El método experimental
es el siguiente.

Se prepar6 un cultivo primario de musculo esquelético de embrion de rata como describe Freshney [R. J.
Freshney, Culture of Animal Cells, Willey. 1986, pag 117. 170 — 172]. Poco después, se analizaron los musculos sin
piel ni hueso y 15 desgregados mediante tripsinizacion en caliente (0,25 % de tripsina a 36,5 °C). La contaminacion
por fibroblastos se redujo gracias a células cultivadas anteriormente durante 1 hora en una incubadora con un 5 %
de CO, a 37 °C, ya que los fibroblastos se adhieren primero al tejido de las placas de cultivo. Los mioblastos se
cultivaron a continuacion en placas de Petri de 35 mm a una concentracion de 5.000 células por ml con 2 ml de
medio (medio Eagle modificado de Dulbecco: medio 199 en proporcién de 1:4), enriquecido con antibiéticos, 10 %
vol / vol de suero equino y 4 % vol / vol de extracto embrionario de pollo. El extracto embrionario de pollo se preparé
a partir de embriones de pollo de 10 dias segun R. J. Freshney, Culture of Animal Cells, Willey, 1986. Los
antibidticos incluian anfotericina y gentamicina, diluidos a 1:1000 a partir de la concentracion estandar inicial de 2,5
mg / ml. Tras 24 horas, el medio se decantd y se remplaz6 con un nuevo medio con un 20 % vol / vol de suero fetal
equino y 1 % vol / vol de extracto embrionario de pollo.

Las células cultivadas se trataron a continuacién con microesferas, comenzando en el momento del cultivo
en medios durante 4 — 8 dias o con medios solos. Las microesferas eran de poliestireno carboxilado de 1, 2 0 4,5
micrones de diametro, o de poliestireno solo de 4,5 micrones de diametro. La concentracién de microesferas era de
10° 0 10’ por ml de medio, con resultados similares para ambas concentraciones (no se muestra). Tras 4,5, 6, 7u 8
dias de tratamiento, la actividad de creatina fosfoquinasa se midié con un ensayo estandar (“Creatine Kinase”,
Worthington Enzyme Manual, Worthington Biochemical Corporation, Freehold, N. J., U. S. A, 1972. pag 54 — 55).
Los resultados se muestran en la Figura 1, como Unidades de actividad de CPK por mg de proteina celular total.
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La Figura 1 demuestra claramente la habilidad de las microesferas de la presente invencion para inducir un
incremento inicial de la actividad de creatina fosfoquinasa, en comparacion a las células de control. Tras 4 dias de
tratamiento, las células tratadas con microesferas muestran un aumento inicial de actividad de CPK en comparacioén
a las células de control. Este aumento se pronuncia particularmente los dias 5y 6 del tratamiento. Sin embargo, en
el dia 7, la actividad de CPK en las células de control comenzé a asemejarse a la de las células tratadas con
microesferas. Las microesferas favorecieron un aumento inicial de la actividad de CPK en mioblastos, que se
estabiliz6 tras 8 dias de tratamiento. Este aumento de la actividad de CPK esta correlacionado con la maduracion
bioquimica de células miogénicas. Por lo tanto, las microesferas favorecieron la maduracién bioquimica de los
mioblastos cultivados.

Ejemplo 2

Efecto de las microesferas en la proliferacién y la fusién celular

Se demostré que las microesferas de la presente invencion indujeron el aumento inicial tanto en la proliferacion
celular como en la fusion de mioblastos en comparacion a las células de control (sin tratar), como se muestra a
continuacion.

Los cultivos primarios de mioblastos de rata se prepararon como se describe en el Ejemplo 1, excepto las
células, que se cultivaron en cubreobjetos. Las células tratadas se incubaron en un medio con microesferas, como
se describe a continuacion, mientras que las células de control en medio solo. Para determinar el alcance de la
proliferacién celular, se fijaron las células en etanol / acido acético (3:1) y se tifieron posteriormente con hematoxilina
— eosina. A continuacion, se procedio al conteo de las células en un microscopio 6ptico. El indice mitético se calculd
como la proporcion de células en mitosis contadas por cada 1000 células.

Para el examen de la proliferacion celular, se emplearon microesferas de poliestireno que tenian grupos
superficiales de sulfato, con un didmetro de 0,18 micrones y a una concentracion de 10" microesferas / ml de medio.
Tras 24 horas de tratamiento con las microesferas, se observé un incremento de 20 veces el indice mitético en
comparacion a las células de control. Especificamente, el indice mitético de células de control fue de 1,25 + 0,7 %,
mientras que las células tratadas con microesferas fue de 24,6 + 1,0 %. Por lo tanto, las microesferas favorecieron
claramente un gran incremento del indice mitético de los mioblastos.

También se analizé el efecto de las microesferas en la fusién de mioblastos. Los resultados se muestran en la
Tabla 1. Generalmente, las células tratadas con microesferas mostraron un 150 % de fusion respecto a los
controles. Sin embargo, el alcance de este efecto depende del tipo de microesferas y la duracion del tratamiento.

Los tipos de microesferas probadas se muestran en la Tabla 1. El didmetro de las microesferas se da en
micrones en el apartado “Diametro”. Los grupos superficiales en las gotas de poliestireno se encuentran en el
apartado “Grupo superficial”’. Las gotas de poliestireno sin derivacion son “Poliestireno”. Las gotas derivadas con
carboxilo o grupos superficiales amino se describen como “carboxi” y “amino”, respectivamente. La concentracion de
las gotas se da en nimero de gotas por ml de medio en el apartado “Conc.”.

Las células se prepararon, fijaron y tifieron para determinar la velocidad de proliferacion de mioblastos como se
describe a continuacion. Las células se cultivaron en una placa a la densidad dada en la Tabla 1 como células por ml
de medio, en la columna “Células iniciales”. Las medidas de fusién de mioblastos se tomaron tras el nimero dado de
dias tras el tratamiento en “Dias tras tratamiento”.

El alcance de la fusion se calcul6 como la proporcion de nucleos en células multinucleares, o mioimplastes,
relacionado con el numero total de nucleos en el campo microscépico, dado como “Proporcién de fusion” para las
células tratadas con microesferas, y “Control de fusion” para las células de control no tratadas. Se contaron, al
menos, 400 nucleos en cada condicién experimental. La proporcion del alcance de la fusion en las células tratadas
con microesferas y las células de control no tratadas se denomina “Efecto relativo”. Para las celdas que no tienen
valor dado en la Tabla 1, el valor es el mismo que el de la celda superior.
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Tabla 1. Efecto de las microesferas de la fusién de mioblastos

Diametro Grupo superficial Conec. Célulasiniciales 1:2:;:;5 Proporcidn de fusiin | Control de fusidn Efedo relativo

0,22 Poliestirena 107 3x10° L] 0,75 + 0,06 0.58+01 1,29
T 0,82 + 0,09 0,64+ 0,08 1,28

0,40 L] 0,86 + 0,06 0.58+01 148
T 0,91+ 007 0,64+ 0,00 1,57

0.:m carboxi 10° 5x10° 5 0,84 £ 0,06 0,64+ 0,08 1,31
4 0,63 + 0,00 0,51+ 0,06 1,23

1,12 aming 4% 10° L] 0,69 +0,15 0,58+ 0,10 1,18
073008 0,58+ 0,10 1,25

2m carboxi 107 5x 107 5 0,84 + 0,006 0,64+ 0,00 131
4 0,63 + 0,06 0,51+ 0,06 1,23

4,58 10° 5 0,72 009 0,64+ 0,00 1,12
4 0,67 + 0,09 0,51+ 0,06 131

10,85 5 0,68 + 0,08 0,64+ 0,00 1,06
4 0,60 £ 0,10 0,51+ 0,00 1,17

Como se puede observar en la Tabla 1, todos los tipos de microesferas diferentes favorecieron la fusion
celular de mioblastos, aunque el alcance de este efecto depende del diametro de la microesfera, el grupo superficial
de la microesfera, el nimero de dias trascurridos tras el tratamiento y la concentracion. La fusion de mioblastos tiene
lugar cuando el tejido muscular se forma durante la embriogénesis, y es también una etapa muy importante en la
regeneracion muscular y la reparacion del tejido muscular dafiado. Por lo tanto, la habilidad de las microesferas para
favorecer esta fusion indica claramente el potencial de estas microesferas para favorecer la regeneracion muscular,
como se demuestra en el Ejemplo 5 descrito a continuacion.

Ejemplo 3

Efecto de las microesferas en la sintesis y deposicién de célageno

Como se ha descrito anteriormente en el apartado “Antecedentes”, la sintesis y la deposicion de colageno son
etapas importantes en el proceso de la cicatrizacion de heridas. Ademas, la cantidad de colageno depositada en la
herida es un determinante importante de la fuerza de la herida. Por lo tanto, aunque las microesferas de la presente
invencién tiene numerosos y evidentes efectos en todos los diferentes tipos celulares, como se demuestra en los
ejemplos precedentes y posteriores, uno de los mas importantes de la habilidad de una composicién para favorecer
la cicatrizacion de heridas es su efecto en la sintesis y deposicion de colageno.

Como se muestra en las figuras 2A y 2B, las microesferas de la presente invencion favorecen la sintesis de
colageno gracias a fibroblastos cultivados. El mayor efecto se comprueba en las microesferas de Tipo | y Tipo Il. Las
microesferas de Tipo | tienen un diametro de 4,5 micrones y estan hechas de poliestireno caboxilado y tienen un
potencial Z de -29,96 mV. Las microesferas de Tipo Il tienen un diametro de 0,49 micrones, estan hechas de
poliestireno y tienen un potencial Z de -34,5 mV. Las microesferas de Tipo lll tienen un diametro de 1,0 micrones,
estan hechas de poliestireno carboxilado y tienen un potencial Z de -53,34 mV. El método experimental fue el
siguiente.

Se cultivaron fibroblastos de prepucio en matraces de plastico (Corning Glass Works, Corning, NY) en medio
Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) con 4,5 mg / ml de glucosa suplementada con 10 % vol / vol de suero fecal
bovino, 2 mM de L — Glutamina, 50 ug / ml de sulfato de gentamicina y 2,5 mg / ml de anfotericina B. Los cultivos se
incubaron a 37 °C en 5 % de CO> hasta que se hicieron confluentes. Los fibroblastos se extrajeron utilizando 0,25 %
de tripsina, 0,05 % de solucion de EDTA y se subcultivaron en placas de 24 pocillos a una densidad de 200.000
células / pocillo con el mismo medio durante 24 horas, momento en el cual se incubaron las células tratadas con
microesferas de Tipo I, Il o lll. Las células de control se incubaron en medio solo.

La sintesis de colageno se midi6 de la siguiente manera. Los fibroblastos cultivados se preincubaron en DMEM
suplementado con 0,5 % de suero fetal bovino dializado durante 24 horas. Las células se marcaron con 3 uCi de
solucién 2,3 — >~ H - prolina o 3,4 — S _H- prolina con fumarato de B — aminopropionitrilo (BAPN) a una
concentracion final de 100 uM, en presencia (Figura 2A) o ausencia (Figura 2B) de 10 uM de acido ascoérbico, como
se indica. El acido ascoérbico favorece la sintesis de colageno en fibroblastos y es un factor de estimulacion
importante.

Tras 24 horas de incubacion, se determind la reaccion y se extrajo el colageno de cada pocillo afiadiendo 30 ul
de acido acético frio (0,5 M) con pepsina (concentracion final de 0,5 mg / ml), seguido de una ligera agitacion a
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temperatura ambiente durante 4 horas. Tras la centrifugacion, los residuos celulares se descartaron y se afadieron
80 ul de solucién de colageno en acido acético 0,5 M a cada sobrenadante, con una concentracion final de colageno
de 200 mg / ml. Se precipit6 el colageno de cada sobrenadante afiadiendo 0,4 ml de solucién de NaCL 5,2M a acido
acético 0,5 M. Tras un reposo de 2 horas, el colageno precipitado se separé por centrifugacion durante 15 minutos a
15.000 rpm. A continuacién, los pellets se resuspendieron en 750 ul de soluciéon amortiguadora TRIS 10 mM, con pH
de 7,4 y NaCl 1 M. El colageno se precipité afiadiendo 750 ul de amortiguador TRIS, con pH de 7,4 y NaCl 5 M.
Transcurridas 2 horas, el colageno se separ6 por centrifugacion, se volvié a disolver en acido acético 0,5 M y se
midié cada muestra en un contador de centelleo. Los resultados se muestran en las figuras 2A y 2B como cpm por
pocillo. Los datos presentados son la media de las muestras cuadruplicadas.

Tanto las microesferas de Tipo | como de Tipo Il son capaces de estimular la sintesis de colageno superando el
nivel visto en los fibroblastos de control (sin tratar), tanto en presencia (Figura 2A) como en ausencia (Figura 2B) de
acido ascérbico. Las microesferas de Tipo | tuvieron un efecto mayor que las microesferas de Tipo Il en presencia de
acido ascorbico, aunque ambos tipos tuvieron un efecto similar en ausencia de acido ascorbico. Las microesferas de
Tipo Il no tuvieron efectos detectables en la sintesis de colageno ni en presencia ni en ausencia de acido ascorbico.

Un hallazgo particularmente interesante es que tanto las microesferas de Tipo | como de Tipo Il tenian un
efecto, mientras que las microesferas de Tipo Ill no, indicando que el tamafio especifico y el material de las
microesferas es importante. Ademas, ambos tipos | y Il de las microesferas tuvieron efecto incluso en ausencia de
acido ascorbico, indicando que estos dos tipos de microesferas pueden potenciar la sintesis de colageno incluso en
ausencia de otros factores estimulantes. Por lo tanto, ambos tipos | y Il tiene un evidente efecto estimulante en la
sintesis de colageno.

Ejemplo 4

Efecto de las microesferas en la forma de los mioblastos

Los cultivos celulares primarios de mioblastos de rata se prepararon como se ha descrito anteriormente en el
Ejemplo 1. Se incubaron las células con microesferas de poliestireno (células tratadas) o sin ellas (células de control)
durante 48 horas. Las células fueron, entonces, fijadas en un 1 % de glutaraldehido en tampén fosfato salino durante
1 a 4 dias, y se aclararon con PBS. Las células fueron, a continuacion, transferidas a una solucion de 1 % de acido
tanico y 1 % de HCL guanidina (proporcion de 1:1) en PBS durante 1 hora. Los especimenes se fijaron después en 1
% de OSO4 durante 1 hora y se deshidrataron en etanol graduado y Freon 113 a temperatura ambiente. Los
especimenes se colocaron en portaobjetos, se recubrieron con oro y se examinaron en un microscopio electrénico
de barrido JEOL T — 300 a 2 kV.

Las figuras 3A — 3C ilustran el efecto de las microesferas de la presente invenciéon con forma de mioblasto. La
célula de la Figura 3A ha crecido sobre la microesfera de manera que la parte de la superficie celular es mas
convexa que plana. Las figuras 3B y 3C muestran células que han extendido seud6podos en la parte de la célula
sobre la que descansa la microesfera. El seudopodo de la célula de la Figura 3C es particularmente pronunciado,
mostrando que las microesferas influyen claramente en la forma del mioblasto. Ademas, la formacion y la extension
de un seuddépodo exige cambios evidentes en la estructura citoesquelética, demostrando que las microesferas
también afectan al citoesqueleto de la célula. La formacion de estos seudopies puede ser importante para la
migracion de las células a la zona de la herida. Por lo tanto, la estimulacién de estos seudépodos por las
microesferas indica su habilidad para favorecer otra etapa importante en el proceso de cicatrizaciéon de heridas.

Ejemplo 5

Composiciones y métodos de aplicacién

La siguiente descripcion es un medio general y un método para la aplicacion de los agentes para la
cicatrizacion de heridas. Los agentes, tales que las microesferas, se aplican preferiblemente en la herida a tratar de
manera repetida. La frecuencia de aplicacion y la concentracion aplicada depende de la severidad de los sintomas y
del grado de reaccion del sujeto al tratamiento. Los expertos en la materia podran determinar las concentraciones
correctas con facilidad, administrando las metodologias y los tiempos entre repeticiones. En el presente estudio, las
microesferas se aplicaron en la herida a tratar una vez al dia, aunque, por supuesto, son posibles mas aplicaciones.

El método incluye la etapa de administracion en el paciente a tratar de los agentes en forma de microesferas,
en un vehiculo farmacéuticamente aceptable en el que los agentes sean sustancialmente insolubles. Entre los
ejemplos de vehiculos farmacéuticamente aceptables se encuentran los medios acuosos para suspension de
agentes, medios no acuosos como pomadas, cremas y aerosoles, asi como vendajes impregnados en la
composicion o que contengan medios con los agentes. Los vendajes pueden ser oclusivos o no oclusivos. En
cualquier caso, los vehiculos farmacéuticamente aceptables pueden describirse como una dispersion de agentes.

Los agentes se administran segin una metodologia de dosificacion efectiva, preferiblemente hasta que se
alcance un punto final predefinido, como la ausencia de los sintomas iniciales en el sujeto. El cierre de la herida a
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tratar es un ejemplo de dicho punto final.

El medio de la presente invencion incluye una composicibn con uno o mas agentes, un vehiculo
farmacéuticamente aceptable para dichos agentes y un contenedor para la composicion. Entre los ejemplos de
contenedores adecuados se incluyen los aerosoles. Los expertos en la materia podran facilmente seleccionar los
recipientes adecuados para la composicion. Independientemente de la utilizacion particular del medio, los agentes,
como las microesferas, se aplican preferentemente en un procedimiento de dos etapas. En primer lugar, se aplican
las microesferas en dispersién en la herida, empapando, rociando, pintando, lavando o cualquier otro método
apropiado de aplicacién tépica. Es preferible esperar de 30 segundos a 2 minutos antes de la segunda etapa, para
permitir a las microesferas formar contactos iniciales con la herida. La segunda etapa incluye, preferiblemente, la
aplicaciéon en la herida de un vendaje oclusivo o no oclusivo, u otro recubrimiento apropiado impregnado de la
suspension liquida que contiene las microesferas. Esto reduce o elimina sustancialmente la absorcion de las
microesferas por el vendaje o el recubrimiento. Este método se utiliz6 tanto en humanos como en ratas para la
cicatrizacion de heridas como se describe en los siguientes Ejemplos.

Las microesferas en suspension no se agregaron, fusionaron, agruparon o sufrieron coagulos irreversibles.
Aunque las microesferas se depositaban transcurrido cierto tiempo, volvian a estar en suspension tras una ligera
agitacion.

Ejemplo 6

Mejora de la cicatrizacién de heridas en ratas gracias a las microesferas

Como se ha sefialado en los Ejemplos 1 — 4, las microesferas de la presente invencion favorecen numerosos
procesos celulares in vitro importantes para la cicatrizacion de heridas. Sin embargo, los efectos in vitro e in vivo no
estan siempre correlacionados.

Ademas, los experimentos in vivo se llevaron a cabo para evaluar la habilidad de las microesferas para
favorecer la cicatrizacion de heridas en ratas. Como se muestra en las figuras 4A — 4D, las microesferas de la
presente invencién favorecen claramente la cicatrizacion de heridas en ratas. La Figura 5 es un grafico de la
velocidad a la que el area de la herida disminuye, mostrando que las microesferas de la presente invencion
aumentan la velocidad a la que tiene lugar dicha disminucion. Finalmente, la Tabla 2 muestra que las microesferas
favorecen la regeneracion muscular en ratas. El método experimental fue el siguiente.

Se anestesiaron ratas Wistar macho de entre 300 gr y 400 gr con Nembutal (5 mg / kg de peso corporal). Se
les extirparon las partes laterales del mudsculo tibial anterior de la siguiente manera. En primer lugar, se realiz6 una
incision longitudinal en la piel para exponer el muasculo tibial anterior. A continuacion, se extirpd parcialmente este
musculo mediante un corte transversal de las fibras musculares de, aproximadamente, la mitad de la anchura del
musculo. El pedazo extirpado fue entonces retirado del musculo, dejando un hueco de unos 5 mm por 5 mm en el
musculo. En todas las ratas se extrajo la misma cantidad de tejido (80 + 10 mg) de la misma zona exacta del
musculo. La zona de la herida se revistié con microesferas de poliestireno de 2 micrones en solucion salina para las
ratas tratadas y solucion salina sola para las ratas de control. La zona de la herida se midi6 durante los 3 y 15 dias
posteriores a la lesion.

Las figuras 4A — 4D muestran imagenes de las areas de la herida preparadas como se ha descrito
anteriormente. La Figura 4A muestra la herida de la rata de control inmediatamente después de la lesion, mientras la
Figura 4B muestra la herida equivalente en la rata a tratar. Las figuras 4C y 4D muestran las mismas ratas cinco
dias después de la lesién. La herida de la rata de control se tratd Unicamente con solucion salina y ain no habia
cicatrizado completamente. Por el contrario, la herida de la rata a tratar, tratada con microesferas, habia cicatrizado
completamente. Por consiguiente, las microesferas de la presente invencién favorecen claramente la cicatrizacion de
heridas.

La Figura 5 ilustra la mejora de la cicatrizaciéon de heridas gracias a las microesferas de la presente invencion.
Las heridas de las ratas de control terminaron por cicatrizar, pero a una velocidad mucho mas lenta que las heridas
de las ratas tratadas. Por lo tanto, las microesferas incrementan de manera evidente la velocidad a la que el area de
la herida disminuye en las cicatrizaciones de heridas.

Se prepararon portaobjetos para el andlisis histolégico haciendo una biopsia con sacabocados en la zona de la
herida. Las ratas fueron sacrificadas 4, 5, 6, 7, 8, 9, 13 o0 14 dias después de la lesion y se realizaron biopsias para
examenes histologicos. El nimero de células miogénicas especializadas que se incorporaron en fibras musculares
nuevas o reparadas se contaron determinando el numero de nucleos “nuevos” que representan células miogénicas
activadas. Los nlcleos de estas células eran nucleos grandes, basofilicos, con cromatina dispersa y podian
diferenciarse facilmente de los ndcleos de los mioblastos existentes. Los resultados se muestran en la Tabla 2.

16



10

15

20

25

30

35

ES 2435847 T3

Tabla 2. Mejora de la regeneracién muscular por las microesferas

Tratamiento Dia tras cirugia Nucleos “nugvos” por | Nucleos “nuevos” por | Nucleos “'nuevos” por
portaobjetos campo fibra

M 4 442 + 67 53,8+ 22 9,5+35
C 4 117 £ 37 14,6 £ 10 59+x14
M 5 350+ 84 43,8+13,5 86+18
C 5 110+31 14,1+ 4,6 48+1,2
M 6 1221 + 180 94 + 25 1195

C 6 676 + 120 52+11 49++0,9
M 7 762 £ 110 95+51 9,4+35
C 7 169 + 47 21,1+£4.8 45+0,8
M 8 715 £ 140 89,4 + 36 11+2,.22

C 8 126 + 32 18,6 £ 12 52%+15
M 9 299+ 75 42,7 +19 7,4+1,3
C 9 235+84 33+12 6,5+2,8
M 13 747 £ 129 53,3+ 15 9,7+15
C 13 582 + 140 42 + 42 5x1,7

M 14 665 + 143 83+24 94+19
C 14 491 £ 124 61 + 36 55+27

Como se muestra en la Tabla 2, las microesferas de la presente invencion favorecen de manera evidente la
regeneracion muscular, medida por el nimero de nucleos “nuevos” o incorporados en las fibras musculares. El
hecho de que tales medidas se realizaran en muestras histologicas extraidas de ratas tratadas in vivo también indica
gue las microesferas favorecen la regeneracion muscular tanto in vivo como in vitro. Finalmente, la Figura 6 compara
el efecto de las microesferas de la presente invencion en la cicatrizacion de heridas con medios de cultivos de
tejidos y solucién salina en ratas. Las heridas se produjeron en las ratas como se ha descrito anteriormente, y las
ratas se trataron con solucion salina sola (Figura 6A,), medio de cultivo de tejidos solo (Figura 6B, X), solucion salina
mas las microesferas (Figura 6A,) o medio de cultivo de tejidos mas las microesferas (Figura 6B,). Se tomaron
fotografias de las ratas 4 dias después de que se produjera la herida. Como se puede observar en las Figuras 6A 'y
6B, las microesferas son capaces de inducir una velocidad de cicatrizacion de la herida mucho mas rapida
independientemente de si el vehiculo era solucion salina o medio de cultivo de tejidos. Por consiguiente, el medio de
cultivo de tejidos no es de ningiin modo responsable del efecto de las microesferas de la presente invencién en la
cicatrizacion de heridas.

Ejemplo 7

Estudios de toxicidad de las microesferas

No se observo ningun efecto toxico de una preparacion que contuviera las microesferas. El examen preliminar
de las ratas tratadas 65 y 180 dias después de la lesion demostré que ninguno de los siguientes érganos mostré
signos de cambios patolégicos: corazén, higado, pulmones, rifidn, vasos sanguineos, estémago, nédulos linfaticos y
cerebro.

Los experimentos con microesferas marcadas con fluorescencia mostraron que no se observo ningln signo de
patologia en las ratas tratadas. Ademas, las microesferas no penetraron en ninguno de los érganos anteriormente
mencionados. Tampoco se detectd ningln crecimiento nuevo en los 6rganos anteriormente detectados. Finalmente,
las microesferas se dispersaron en el area de la herida pero no penetraron en las fibras musculares que se estaban
regenerando.

Ejemplo 8

Efecto de las microesferas en la cicatrizacién de heridas en humanos

Los experimentos in vivo descritos anteriormente en el Ejemplo 6 demuestran claramente que las microesferas
de la presente invencion pueden favorecer la cicatrizacion de heridas y la regeneracién muscular en ratas. Ademas,
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los resultados de los estudios de toxicidad en ratas descritos en el Ejemplo 7 muestran que las microesferas no son
sustancialmente toxicas. Ademas, se llevaron a cabo estudios para determinar el efecto de las microesferas de la
presente invencion en la cicatrizacion de heridas en humanos. Como se describe detalladamente a continuacion, los
casos de estudio demostraron que las microesferas favorecen claramente la cicatrizacion de heridas en humanos. El
primer caso de estudio fue una mujer de 66 afios con Ulceras en la pierna izquierda que no cicatrizaban. La paciente
también tenia celulitis en la pierna izquierda y venas varicosas en ambas piernas. Las Ulceras en la cara interior del
muslo de la paciente se trataron con Milton 2 %, una sal de cloro corrosiva en agua. Las Ulceras en la cara exterior
del muslo de la paciente se trataron con microesferas de 4,5 micrones de la presente invencion hechas de
poliestireno en medio de cultivo de tejidos. La Figura 7A muestra la herida de control en el dia 0, mientras que la
Figura 7B muestra la herida de control tras 4 meses de tratamiento. La Figura 7C muestra la herida tratada en el dia
0, mientras que la Figura 7D muestra la herida tratada tras 4 meses de tratamiento. Ambas heridas tratadas con las
microesferas de la presente invencion y aquellas tratadas con Milton mostraron signos de infeccion y otras
dificultades de cicatrizacion durante los siguientes cuatro meses. Sin embargo, al término del periodo de tratamiento,
las heridas tratadas con las microesferas habian mostrado mejoras significativas. El tamafio de la herida habia
disminuido y las heridas estaban limpias, sin signos de infeccion, las microesferas de la presente invencion
mostraron una mayor eficacia en la mejora de la cicatrizacion de heridas que los tratamientos actuales disponibles.

Como otra prueba mas, la herida que habia servido de control en la Figura 7 anteriormente mencionada
(figuras 7A y 7B) se trat6 con las mismas microesferas que las que se utilizaron para tratar la herida de las figuras
7C y 7D. Los resultados se muestran en las figuras 8A y 8B. La Figura 8A muestra la herida en el dia 0 del
tratamiento con las microesferas, mientras la Figura 8B muestra la herida tras 21 dias de tratamiento. La extension
de la herida disminuy6 de manera evidente, incluso tras un periodo de tiempo tan breve. Ademas, la herida era
superficial, estaba limpia y dej6 de producir exudaciones.

El segundo caso de estudio fue una mujer de 52 afios con una herida infectada desde hace un afio en la zona
frontal del muslo izquierdo. La herida se trat6 con 1 % de Milton durante una semana, se desbridd y se trat6 con las
microesferas las figuras 7 y 8 durante 10 dias. La Figura 9A muestra la herida en el dia 0 del tratamiento, mientras la
Figura 9B muestra la herida tras 10 dias de tratamiento.

Tras 10 dias, la herida mostré una mejora significativa. Habia disminuido en extensién a un tamafio menor,
estaba limpia y dej6 de producir exudaciones, como puede verse en la Figura 9B. Aunque la herida no cerrd
completamente durante el relativamente corto periodo de tratamiento, sus efectos mejoraron significativamente.

El tercer caso de estudio fue un hombre de 19 afios que result6 herido por un derrame quimico en un accidente
industrial en su lugar de trabajo. Los quimicos en cuestion, sulfuros, causaron graves quemaduras y ampollas en el
lado derecho del cuello y en la mano derecha. Durante los primeros dos dias, las heridas se trataron con Silverol, un
hidrogel con fuertes propiedades absorbentes. Después, las heridas del antebrazo se trataron con las microesferas
de los casos de estudio 1 y 2, mientras el resto de heridas fueron tratadas con Silverol. Los resultados se muestran
en las figuras 10A y 10B (herida de control en el dia 0 y el dia 5, respectivamente), y en las figuras 10C y 10D
(herida tratada en el dia 0 y el dia 5, respectivamente).

Tras 5 dias de tratamiento con microesferas, las condiciones de las heridas tratadas en el antebrazo habian
mejorado significativamente en cuanto al resto de heridas que no habian sido tratas con las microesferas. La herida
del antebrazo se cur6 completamente tras 5 dias de tratamiento con microesferas. Por el contrario, el resto de las
heridas que se habian tratado con Silverol no se habian curado completamente. Por consiguiente, las microesferas
favorecieron de manera evidente la cicatrizacion de heridas, demostrando una mayor eficacia que los tratamientos
actuales disponibles.

El cuarto caso de estudio fue una mujer de 52 afios que habia sufrido quemaduras de segundo grado en las
nalgas a causa de un bafio caliente. Las heridas de la nalga izquierda se trataron con Silverol, mientras que las
heridas de la nalga derecha se trataron con las microesferas de los casos de estudio anteriores. Los resultados se
muestran, para las heridas tratadas con las microesferas solas, en las figuras 11A (dia 0) y 11B (dia 7) del
tratamiento.

Siete dias después de comenzar el tratamiento, las heridas de la nalga derecha, que habian sido tratadas con
las microesferas, habian cicatrizado completamente y mostraban un buen crecimiento epitelial. Por el contrario, las
heridas de la nalga izquierda, que habian sido tratadas con Silverol, no habian cicatrizado por completo y se estaban
cerrando lentamente. Por consiguiente, las microesferas fueron capaces de favorecer la cicatrizacion de las heridas
a mayor velocidad que los tratamientos convencionales.

El quinto caso de estudio fue una mujer de 28 afios que sufri6 numerosas y severas quemaduras solares (no
se muestran los datos). Se traté con las microesferas de los casos de estudio anteriores. La paciente informé de una
reduccion significativa del malestar y una curacién rapida de las quemaduras solares. Por tanto, las microesferas
empleadas en el método y el medio de la presente invencién pueden tanto aliviar el malestar como mejorar la
cicatrizacion de heridas, aunque cabe sefalar que el alivio del malestar es, probablemente, un efecto indirecto de las
microesferas mas que una analgesia directa.

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2435847 T3

De hecho, cabe sefialar que la informacién de la paciente anteriormente mencionada solo puede ser inferida de
incluir la aparente reduccién en la sensacién de malestar de las quemaduras solares. Dicha disminucién del malestar
probablemente no demuestra ninguna habilidad de las microesferas para tener este efecto directo en la transmision
de impulsos nerviosos, o para alterar ciertamente cualquiera de los muchos factores que controlan la sensacion de
malestar. En su lugar, este efecto es probablemente indirecto, y tiene lugar como resultado de la activacion de
macréfagos, que tienen efectos antiinflamatorios, permitiendo la disminucion de la sensacién de malestar del
paciente.

De estos cinco casos, relacionados con las numerosas pruebas obtenidas de los estudios en ratas, el uso de
los agentes, como las microesferas, segln la presente invenciéon, ha mostrado claramente tener una mayor eficacia
en la mejora de la cicatrizacion de heridas y la regeneracién muscular que los tratamientos actuales disponibles de
trabajos anteriores. El método y el medio favorecen, aceleran y mejoran la cicatrizacion de heridas, asi como
disminuyen el malestar segin la experiencia de los sujetos.

En lo que concierne al malestar decreciente, cabria sefialar que los pacientes de los casos de estudio
anteriormente mencionados también informaron de la reduccién local del dolor y el malestar de las heridas tratadas,
particularmente la paciente con quemaduras solares, probablemente como efecto indirecto de las microesferas
gracias a su (también indirecta) accion antiinflamatoria.

Finalmente, aunque los datos no se muestran, también se notd un efecto bacteriostatico indirecto contra
infecciones en las heridas por especies de Pseudomonas. El mecanismo para la accion indirecta antiinflamatoria y el
efecto bacteriostatico indirecto no esta claro, pero es, probablemente, resultado de un efecto celular que incluye la
atraccion y activacion de macrofagos. Independientemente del mecanismo exacto, la utilizacion de microesferas
segun la presente invencion representa una mejora clara y significativa en el tratamiento de heridas.

Ejemplo 9

Efecto de las microesferas en la cicatrizacion de heridas tras radiacién o antes de quimioterapia

Las microesferas de la presente invencion inducen un incremento inicial en un paciente que haya sido sometido
a una mastectomia radical seguida de terapia de radiacion.

Una paciente de cincuenta y cuatro afios con cancer de mama en estadio Il se sometié a cirugia y
posteriormente a una terapia de radiacion. La paciente sufria una lesion necroética (Figura 12A) y se le aconsejo no
seguir un tratamiento de quimioterapia para prevenir la extension de la enfermedad avanzada hasta que la herida
necrotica cerrara. La paciente fue tratada con microesferas 2 veces al dia durante 54 dias. Tras 21 dias de
tratamiento con microesferas, la herida de la paciente habia mejorado y comenzé la quimioterapia hasta que se
cerro la herida (figuras 12B — 12D). La paciente fue capaz de seguir un tratamiento de quimioterapia y actualmente
no sufre la enfermedad. Por tanto, la composicion de la presente invencién fue Util en el tratamiento de heridas en
combinacion con terapias de radiacion y quimioterapia.

Ejemplo 10

Composiciones de microesferas en presencia de agentes farmacoldgicos y biolégicos

En los ejemplos que se describen a continuacion, los agentes farmacoldgicos y / 0 biolégicos son solubles en el
vehiculo farmacéutico pero las microesferas no lo son y quedan en suspension en la composicion terapéutica.

a) Una composicion terapéutica hecha de microesferas como se describe en el apartado 5.1, excepto porque
se afiade un antibiético a la composicion para prevenir infecciones, por ejemplo, de 1 a 100 mg / ml de sulfato
de neomicina, de 100 a 1000 Unidades / ml de bacitracina, de 10 a 100 mg / ml de oxitetraciclina HCL o de 1 a
10 mg / ml de gramacidina.

b) Una composicién terapéutica hecha de microesferas como se describe en el apartado 5.1, excepto porque
se afiade una enzima proteolitica a la composicion para proporcionar desbridamiento enzimatico de heridas
patégenas cuando sea necesario, por ejemplo, de 10 a 100 unidades / ml de colagenasa o elastasa, de 10 a
100 unidades / ml de estreptoquinasa o de 10 a 100 unidades / ml de estreptodornasa.

¢) Una composicion terapéutica hecha de microesferas como se describe en el apartado 5,1, excepto porque
se afiade un astringente a la composiciéon para proporcionar una composicion terapéutica de emergencia o
para el campo de batalla, por ejemplo de 75 a 250 mg / ml de alumbre, de 100 a 1000 mg / ml de hammamelis,
de 1 a 10 % de polividona yodada, de 10 a 100 mg / ml de ozono como base de oxigeno o de 10 a 100 mg / ml
de peroxido de hidrégeno.

d) Una composicion terapéutica hecha de microesferas como se describe en el apartado 5.1, excepto porque
se afiade una diamina a la composicion para reducir la reticulaciéon de colageno, por ejemplo, de 1 a 50 mg / ml
de putrescina, de 1 a 100 mg /ml de espermidina o de 1 a 150 mg / ml de cadaverina.

e) Una composicién terapéutica hecha de microesferas como se describe en el apartado 5.1, excepto porque
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se afiade un factor de crecimiento a la composicion acuosa para mejorar los procesos de cicatrizacion
naturales y estimular el crecimiento, por ejemplo, de 10 a 100 unidades / ml de PGDF, PDAF, PDEGE o PF — 4,
de 10 a 100 unidades / ml de FGF, de 10 a 100 unidades / ml de EGF, de 10 a 100 unidades / ml de TGF o de
10 a 100 unidades / ml de IGF.

f)  Una composicion terapéutica hecha de microesferas como se describe en el apartado 5.1, excepto porque
se afiade un potenciador inmune a la composicién para estimular la cicatrizacion de la herida, por ejemplo, de
10 a 100 mg /ml de L — arginina, de 5 a 50 mg / ml de 6xido nitrico, de 50 a 500 mg / ml de Quadrol, de 50 a
500 mg / ml de muramil dipéptido, de 10 a 100 mg / ml de factor activador de macréfagos o de 1 a 10 mg / ml
de &cido hialurénico.

g) Una composicién terapéutica hecha de microesferas como se describe en el apartado 5.1, excepto porque
se afiade un ion metdlico a la composicion, por ejemplo, de 1 a 10 mg / ml de cloruro de zinc, de 1 a 10 mg /
ml de gluconato de zinc, de 1 a 100 mg / ml de gluconato de magnesio o de 1 a 10 mg / ml de sales de cobre o
péptidos.

h) Una composicion terapéutica hecha de microesferas como se describe en el apartado 5.1, excepto porque
se afiade una vitamina a la composicion, por ejemplo de 10 a 100 unidades / ml de vitamina A, de 50 a 500 mg
/ ml de vitamina C o de 50 a 500 unidades / ml de vitamina E.

i) Una composicion terapéutica hecha de microesferas como se describe en el apartado 5.1, excepto porque
se afiade un analgésico a la composicién para el tratamiento de heridas traumaticas en emergencias o para el
campo de batalla, por ejemplo, de 5 a 50 mg / ml de sulfato de morfina, de 1 a 10 mg / ml de citrato fentanilo o
de 5 a 50 mg / ml de hidrocloro de lidocaina.

j) Una composicion terapéutica hecha de microesferas como se describe en el apartado 5.1 administrada en
combinacion con terapias de radiacion, tratamientos por laser, ozonoterapia o terapias hiperbérica.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion conservada para su almacenaje y posterior mezcla a partir de la cual la composicion se
puede rociar y aplicar en la superficie de una herida, dicha composicién comprende:

- Aproximadamente 0,001 — 25 % en peso de microesferas no biodegradables en suspension, en la que dichas
microesferas:

- Tienen un diametro que oscila entre 0,01 um y 200 pm;

- Muestran grupos superficiales con carga negativa;

- Son capaces de formar puntos de contacto multiples con una membrana celular

- Estan hechas de un material seleccionado del grupo formado por poliestireno, poliestireno derivado,
bromuro de poli — 4 — vinil N — etilpiridinio, polimetilacrilato y silicona;

- Un agente farmacéutico y
- Un vehiculo farmacéuticamente aceptable para dichas microesferas, que son sustancialmente insolubles en
dicho vehiculo para su uso en el tratamiento de una herida.

2. La composicion para su uso segun la reivindicacion 1, en la que dicho vehiculo farmacéutico es
seleccionado del grupo formado por medio acuoso, vehiculo en aerosol, solvente acuoso para agentes
farmacoldgicos, solvente acuoso para fenémenos bioldgicos, pomadas y vendajes.

3. La composicion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en las que dicho agente
farmacoldgico es seleccionado del grupo formado por:

- Un antibidtico, el antibiético se selecciona, en la forma preferente, del grupo formado por tetraciclina,
oxitetraciclina, sulfato de gentamicina, sulfato neomicina, bacitracina, sulfato de polimixina B y gramaciclina.
- Un antihistaminico
- Un agente antiinflamatorio
- Un agente anticancerigeno
- Un agente antiviral
- Un agente antifingico
- Union metdlico, preferentemente seleccionado del grupo formado por zinc, magnesio, cobalto, hierro, cobre
y manganeso
- Un astringente
- Un anestésico, preferentemente seleccionado del grupo formado por lidocaina, procaina y epinefrina
- Un analgésico, preferentemente seleccionado del grupo formado por morfina, heroina y fentanilo
- Un inhibidor de la ciclooxigenasa — 2
- Una vitamina
- Un aminoéacido
- Un colageno
Un factor de crecimiento, preferentemente seleccionado del grupo formado por PDGF, PDAF, PDEGR,
TBFB PF - 4, FGF, BFGF, GH, EGF y IGF
- Una enzima proteolitica
- Una o maés células estromales
- Un potenciador inmunolégico, seleccionado del grupo formado por L — arginina, 6xido nitrico, Quadrol,
muramil dipéptido y otros factores activadores de macrofagos, o
- Acido hialurénico

4. Un medio compuesto de una composicion para su uso en el tratamiento de heridas segln cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3.
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colageno, cpm/pocillo
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Efecto de las microesferas N1, N2 y N3 en
la sintesis de colageno estimulado en acido ascérbico
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Efecto de las sustancias N1, N2y N3 en
la sintesis de colageno (sin acido ascoérbico)
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FIGURA 3C
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Rata de control

FIGURA 4A

Rata experimental

FIGURA 4B
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Cicatrizacion de heridas, tratadas con microesferas (ratas de control)
y con solucién salina (ratas de control) 5 dias después de la lesion

Rata de control
FIGURA 4C

Rata experimental
FIGURA 4D
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FIGURA 7C
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FIGURA 7D
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FIGURA 9B
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FIGURA 10B
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FIGURA 10C

FIGURA 10D
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Dia 0 (9 Julio)

FIGURA 12A
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Dia 21 (30 Julio)

Dia 30 (11 Agosto) FIGURA 12B

FIGURA 12C
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Dia 59 (8 Septiembre) . SRS

FIGURA 12D
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