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DESCRIPCION

Formulacion pelicular de liberacion sostenida para la curacion de heridas que comprende factor de crecimiento
epidérmico.

CAMPO TECNICO

La presente invencion se refiere a una formulacion pelicular de liberacion sostenida para la curacion de heridas que
comprende factor de crecimiento epidérmico; quitosano segin se define en las reivindicaciones; uno o mas
modificadores de la viscosidad seleccionados del grupo que consiste en hidroxipropilmetilcelulosa segun se define
en las reivindicaciones, goma de gelano, y pululano; uno o mas plastificantes seleccionados del grupo que consiste
en glicerina, propilenglicol, polietilenglicol, poli(alcohol vinilico) y polivinilpirrolidona; y uno o mas antioxidantes
seleccionados del grupo que consiste en EDTA y vitamina C.

TECNICA PRECEDENTE

El factor de crecimiento epidérmico es un polipéptido cuyo peso molecular es 6.045, que tiene tres enlaces disulfuro
y cincuenta y tres (53) aminoéacidos, conocido como urogastrona. Se sabe que el factor tiene actividades tales como
promocién de la mitosis y promocion del crecimiento celular en diversas células incluyendo células epidérmicas y
células mesenquimales, inhibicién de la secrecion de acido gastrico, etc., y de ese modo que es eficaz para tratar
heridas cutaneas o corneales, o Ulcera gastrica (Carpenter, Experimental Cell Research, 164: 1-10, 1986).

Sin embargo, el factor de crecimiento epidérmico es demasiado inestable a temperatura ambiente, particularmente
en presencia de agua. Y se requiere el periodo latente de 8 a 12 h a fin de inducir a las células a sintetizar DNA en la
zona de la herida. Sin embargo, el periodo latente del factor de crecimiento epidérmico es aproximadamente 1 h o
menos, que es demasiado breve para alcanzar el efecto deseado. Ademas, el factor de crecimiento epidérmico es
dificil de aplicar a heridas de piel externa debido a que el factor es desnaturalizado, descompuesto, condensado y
precipitado por una enzima proteolitica existente en la zona de la herida cuando se aplica a la piel, y de ese modo
pierde actividad biolégica (Manning y cols., Pharmaceutical Res.: 903-917, 1989).

Para vencer la inestabilidad bioldgica entre las desventajas anteriores del factor de crecimiento epidérmico y
mantener suficientemente el efecto terapéutico, se presentd que se debe mantener uniformemente una
concentracion eficaz de factor de crecimiento epidérmico en la zona de la herida (Franklin y cols., J. Lab. Clin. Med.,
108:103-108, 1986). Asi, se han realizado muchos estudios para desarrollar una formulacién de liberaciéon sostenida
gue pueda proporcionar uniformemente factor de crecimiento epidérmico en la zona de la herida. USP n° 4.944.948
divulga una formulacion en forma de gel de factor de crecimiento epidérmico/liposomas que proporciona
uniformemente factor de crecimiento epidérmico a la zona de la herida usando fosfolipidos neutros, fosfolipidos
cargados negativamente y colesterol. En particular, esta invencién proporciona un método para liberar
uniformemente factor de crecimiento epidérmico durante 12 h o mas, pero el método tiene limites para alcanzar una
estabilidad de almacenamiento, y de ese modo es dificil de aplicar en la industria. Por lo tanto, para mostrar un
efecto terapéutico suficiente, el factor de crecimiento epidérmico como farmaco debe retener una propiedad de
liberacion de farmaco uniforme, con mantenimiento de la actividad bioldgica y la estabilidad fisicoquimica en relacion
con la pureza y el contenido constantes, bajo un almacenamiento a largo plazo.

Ademas, EP n°® 267015 divulga una pelicula preparada usando factor de crecimiento epidérmico con un polimero
celulésico hidrdfilo, particularmente con la hidroxipropilmetilcelulosa usada en la presente invencion. Sin embargo, la
pelicula tiene el problema de que el efecto del factor de crecimiento epidérmico no es suficientemente significativo
para la curacion de heridas.

EP 0 312 208 Al divulga una formulacion acuosa en forma de gel para la curacién de heridas tépicas e incisas, que
comprende:

a) una cantidad eficaz para la curacién de heridas de un factor de crecimiento polipeptidico que tiene actividad
mitogénica o angiogénica en seres humanos; y

b) un polimero farmacéuticamente aceptable soluble en agua o hinchable en agua para proporcionar una viscosidad
dentro del intervalo de 1.000 a 12.000.000 cps a temperatura ambiente.

US 6.124.273 A divulga una "composicion de materia" que proporciona una liberacién sostenida de proteinas,
comprendiendo dicha composicién un hidrogel de N,O-carboximetilquitosano covalentemente reticulado que tiene
una proteina que se va a aportar incorporada en el mismo en una concentracién suficiente para proporcionar dicha
liberacion sostenida.

WO 01/62276 Al divulga una composicion estable que comprende un factor de crecimiento epidérmico (en lo
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sucesivo denominado en la presente memoria "EGF") biolégicamente activo como un ingrediente activo y un
polimero carboxivinilico como una base.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
MATERIA TECNICA

El objetivo de la presente invenciéon es proporcionar una formulacion pelicular de liberacién sostenida para la
curacion de heridas que comprende factor de crecimiento epidérmico que puede liberar uniformemente un
ingrediente principal durante 1 semana, con mantenimiento de la actividad biolégica y la actividad fisicoquimica del
factor de crecimiento epidérmico, usando quitosano, segun se define en las reivindicaciones, que tiene actividad
antibacteriana como base principal para maximizar el efecto de curacion de heridas del factor de crecimiento
epidérmico; hidroxipropilmetilcelulosa segun se define en las reivindicaciones, goma de gelano, o pululano como la
base pelicular para liberar uniformemente el ingrediente principal con mantenimiento de la estabilidad del factor de
crecimiento epidérmico; un antioxidante que es EDTA y/o vitamina C como agente estabilizante; y uno o mas de
glicerina, propilenglicol, poli(alcohol vinilico), polivinilpirrolidona, polietilenglicol como plastificante.

Cuando la pelicula segun la presente invenciéon se aplica a la zona de la herida, la pelicula secada absorbe
exudacion que se va a transformar en hidrogel, y de ese modo se puede adherir facilimente al cuerpo. Ademas, la
pelicula puede maximizar el efecto terapéutico del factor de crecimiento epidérmico, y puede mantener la
concentracion terapéutica eficaz sélo mediante una aplicacion al dia debido a que la base principal, el quitosano,
tiene actividad antibacteriana.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las Figs. 1 a 3 son graficos que muestran la velocidad de liberacién in vitro de la pelicula para la curacion de heridas
gue comprende factor de crecimiento epidérmico y quitosano segun la presente invencion, durante un dia.

La Fig. 4 es un gréafico que muestra las velocidades de produccion de impurezas de la pelicula para la curacion de
heridas que comprende factor de crecimiento epidérmico y quitosano segun la presente invencion, bajo la condicion
de almacenamiento en frio durante un afio.

Las Figs. 5y 6 son cada una fotografias de una zona de herida antes y después del tratamiento del grupo de control
y la pelicula para la curacion de heridas que comprende factor de crecimiento epidérmico y quitosano segin la
presente invencion.

MODO PARA LLEVAR A CABO LA INVENCION

La presente invencion se refiere a una formulacion pelicular de liberacion sostenida para la curacion de heridas que
comprende factor de crecimiento epidérmico; quitosano segin se define en las reivindicaciones; uno o mas
modificadores de la viscosidad seleccionados del grupo que consiste en hidroxipropilmetilcelulosa segun se define
en las reivindicaciones, goma de gelano, y pululano; uno o mas plastificantes seleccionados del grupo que consiste
en glicerina, propilenglicol, polietilenglicol, poli(alcohol vinilico) y polivinilpirrolidona; y uno o mas antioxidantes
seleccionados del grupo que consiste en EDTA y vitamina C.

Y la presente invencion se refiere a una formulacion pelicular segun se define en las reivindicaciones caracterizada
porque comprende adicionalmente un apésito de espuma o un aposito de tipo hidrocoloidal para la formulacion
pelicular de liberacién sostenida anterior.

El factor de crecimiento epidérmico que es un ingrediente activo de la formulacién pelicular de liberacién sostenida
de la presente invencién se puede aplicar bien a proteina natural o bien a proteina de recombinacion. El factor de
crecimiento epidérmico en la presente formulacion pelicular se usa en una cantidad de 0,1 a 10.000 ug/g, mas
preferiblemente de 1 a 5.000 ug/g, que es una concentracion farmacolégicamente eficaz. Si el contenido de factor de
crecimiento epidérmico es menor de 0,1 pg/g, la formulacién pelicular no es farmacolégicamente eficaz. Si el
contenido es mayor de 10.000 ug/g, la formulacién pelicular puede ser téxica. En la presente, el pH de la formulacién
pelicular se ajusta preferiblemente hasta de 5 a 7, que es el intervalo para mantener la estabilidad del factor de
crecimiento epidérmico.

El quitosano que es la base principal de la presente invencién es segun la presente invencion un polimero que tiene
de 10 a 150 kDa de peso molecular. Si el peso molecular es menor de 10 kDa, el quitosano no puede mantener la
viscosidad del hidrogel. Si el peso molecular es mayor de 150 kDa, la viscosidad de la solucién de polimero es tan
alta que la preparacion es muy dificil. Ademas, el quitosano en la formulacién pelicular se usa en una cantidad de
1,0 a 10,0% p/p basado en el peso total. Si la cantidad de quitosano esta fuera de dicho intervalo, la viscosidad es
tan baja que la preparacion es dificil.
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El antioxidante usado para estabilizar el factor de crecimiento epidérmico es uno o mas seleccionado del grupo que
consiste en EDTA y vitamina C. En la presente invencion, el antioxidante se usa preferiblemente en una cantidad de
0,01 a 10% p/p basado en el peso total, mas preferiblemente, de 0,05 a 5% p/p. Si la cantidad esta fuera de dicho
intervalo, es dificil conseguir la estabilidad del factor de crecimiento epidérmico. Ademas, preferiblemente, la
presente formulacién pelicular puede comprender adicionalmente uno o mas tampones seleccionados del grupo que
consiste hidrogenofosfato sodico, hidrogenocarbonato sodico y citrato sédico; o uno o mas aminoacidos
seleccionados del grupo que consiste en L-histidina, L-lisina y L-arginina para estabilizar la formulacion.

En la presente invencién, el modificador de la viscosidad es uno 0 mas seleccionado del grupo que consiste en
hidroxipropilmetilcelulosa segin se define en las reivindicaciones, goma de gelano, y pululano. En la presente, la
hidroxipropilmetilcelulosa se puede clasificar segin la viscosidad en hidroxipropilmetilcelulosa de baja viscosidad e
hidroxipropilmetilcelulosa de alta viscosidad. La hidroxipropilmetilcelulosa de baja viscosidad funciona como una
base auxiliar pelicular y la hidroxipropilmetilcelulosa de alta viscosidad representa un papel para controlar la
liberacién sostenida. Segun la invencién, se usan mezcladas hidroxipropilmetilcelulosa de baja viscosidad de 10 a
100 cps e hidroxipropilmetilcelulosa de alta viscosidad de 1.000 a 100.000 cps. El modificador de la viscosidad se
usa preferiblemente en una cantidad de 0,01 a 20,0% p/p, mas preferiblemente, de 0,01 a 5% p/p. Si la cantidad
esta fuera de dicho intervalo, la viscosidad de la base antes de secar se ve suficientemente afectada para provocar
un problema en la preparacién.

La formulacion pelicular de liberacién sostenida de la presente invencion comprende adicionalmente uno o mas
plastificantes seleccionados del grupo que consiste en glicerina, polipropilenglicol, polivinilpirrolidona y
polietilenglicol. La cantidad de plastificante es preferiblemente de 1 a 40% p/p, mas preferiblemente, de 1 a 20% p/p.
Si la cantidad de plastificante es menor de 1% p/p, la pelicula se separaria del papel de revestimiento. Si la cantidad
es mayor de 40% p/p, el tiempo de secado y el peso total se incrementan para facilitar la gelificacion, lo que puede
provocar un problema durante el proceso.

Se afiade agua a la formulacion pelicular de liberacion sostenida de la presente invencion para hacer el volumen
total 100% p/p.

Un apdsito de espuma o un apésito de tipo hidrocoloidal conocido en la técnica se puede afiadir a la formulacion
pelicular segin la presente invencion. Ademas, para mantener la conformacion de la pelicula y evitar la
contaminacion externa, se puede afiadir un aposito que comprende adicionalmente plata o alginato al apodsito de
espuma o el apdsito de tipo hidrocoloidal.

La formulacién pelicular de liberacion sostenida para la curacion de heridas segun la presente invencion se puede
preparar mediante los siguientes métodos.

Se ponen en un recipiente adecuado quitosano segun se define en las reivindicaciones, un modificador de la
viscosidad y un plastificante. A continuacion, se aflade a esto agua destilada y se agita para que se homogeneice
completamente. Se afiaden a esto un antioxidante como un estabilizante y factor de crecimiento epidérmico, y se
mezclan homogéneamente para preparar una composicion para preparar la presente pelicula. Aqui, la viscosidad de
la composicion es preferiblemente de 1.000 a 150.000 cps, mas preferiblemente, de 4.000 a 120.000 cps. Si la
viscosidad esta fuera de dicho intervalo, la propia preparacion seria dificil debido a que el vertido es dificil.

La composicion que se prepara anteriormente se mantiene en una nevera de 4+ 10°C durante aproximadamente un
dia, y a continuacién se vierte sobre papel revestido y se seca para preparar la formulacion pelicular de liberacién
sostenida para la curacion de heridas. El grosor de la pelicula preparada anteriormente es preferiblemente de 0,001
a 1 mm, que es el intervalo facil para la preparacion y el tratamiento, mas preferiblemente, de 0,01 a 0,5 mm. El
contenido de agua de la pelicula, que es un factor importante que afecta a la estabilidad del factor de crecimiento
epidérmico y la condicién de preparacion de la pelicula, es preferiblemente de 1 a 30%, mas preferiblemente, de 10
a 25%.

Posteriormente en la presente memoria, la presente invencion se describe especificamente mediante ejemplos. Sin
embargo, los ejemplos se proporcionan para explicar la presente invencion, y de ese modo el alcance de la presente
invencion no esta limitado por ellos de ningin modo.

<Ejemplo 1: Preparacion de la formulacion pelicular d e liberacién sostenida segun la presente invencion>

La formulacion pelicular de liberacion sostenida de la presente invencion que comprende factor de crecimiento
epidérmico, quitosano, un modificador de la viscosidad, un plastificante y un estabilizante se prepar6 mediante el
siguiente procedimiento:

Se pusieron en un recipiente adecuado quitosano, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), uno o mas modificadores de la
viscosidad seleccionados del grupo que consiste en goma de gelano, y pululano, y uno o mas plastificantes
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seleccionados del grupo que consiste en glicerina, polipropilenglicol, polivinilpirrolidona (PVP) y polietilenglicol
(PEG). A continuacion, se afiadié a esto agua destilada, y se agité para que se homogeneizara completamente. Se
afadieron a esto uno o mas antioxidantes seleccionados del grupo que consiste en EDTA y vitamina C como
estabilizante, y factor de crecimiento epidérmico recombinante, es decir, formulacion de factor de crecimiento
epidérmico liofilizada (Daewoong Co.) y se mezclaron homogéneamente. A continuacion, la mezcla se mantuvo en
una nevera de 4+ 10°C durante aproximadamente un dia, y a continuacion se verti6 sobre papel revestido, y se
expuso al aire o se liofilizé para preparar la formulacién pelicular de liberacién sostenida para la curacion de heridas
segun la presente invencion.

<Ejemplo 2: Analisis de la propiedad fisicoquimica d
la presente invencién por ingredientes>

e la formulacion pelicular de liberacion sostenida segln

Para analizar la propiedad fisicoquimica de la formulacion pelicular de liberacién sostenida segin la presente
invencion por ingredientes, se prepararon peliculas (DWF1 a DWF6) que comprendian factor de crecimiento
epidérmico usando los ingredientes descritos en la siguiente Tabla 1 segin el mismo método del Ejemplo 1.
Solamente, el grosor de las peliculas era 1,0 mm cuando la pelicula se vierte, y el método de secado era exposicién

al aire a 40°C durante 1 h.

[Tabla 1]
Composicién Componentes (en 10 g)

DWF1 (Ejemplo Comparativo) | factor de crecimiento epidérmico 1 mg
quitosano 1g
glicerina 10g
agua cantidad apropiada

DWF2 (Ejemplo Comparativo) | factor de crecimiento epidérmico 1mg
quitosano 1g
hidroxipropilmetilcelulosa 50 cps 10g
glicerina 10g
agua cantidad apropiada

DWF3 factor de crecimiento epidérmico 1 mg
quitosano 1g
hidroxipropilmetilcelulosa 50 cps 59
hidroxipropilmetilcelulosa 4000 cps 1g
glicerina 10g
agua cantidad apropiada
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(continuacion)

Composicién Componentes (en 10 g)

DWF4 (Ejemplo Comparativo) | factor de crecimiento epidérmico 1 mg
quitosano 1g
gelatina 10g
glicerina 10g
agua cantidad apropiada

DWF5 (Ejemplo Comparativo)

factor de crecimiento epidérmico
quitosano

polietilenglicol

glicerina

agua

1mg
lg
10g
1049

cantidad apropiada

DWF6 (Ejemplo Comparativo)

factor de crecimiento epidérmico
quitosano

polivinilpirrolidona

glicerina

agua

1 mg
lg
10g
10g

cantidad apropiada

La pureza del factor de crecimiento epidérmico en DWF1 a DWF6 preparadas anteriormente se determind mediante
HPLC en fase inversa. Y se midieron la propiedad y la condicién, el grosor y el contenido de humedad de la pelicula
preparada anteriormente y los resultados se mostraron en la siguiente Tabla 2.

[Tabla 2]
Clasificacién Propiedad y condicion Grosor Contenido de humedad Pureza del EGF
(%) (%)
DWF1 (quitosano solo) contraccion 50 £10 pum 20£5% 92 +0,5%
DWF2 ((HPMC 50 cps) | un poco de contraccion 100 £ 10 um 20+ 2% 94 +0,5%
DWF3 (HPMC 50 buenas 150 + 10 pm 20 +3% 95 +0,6%
cps/HPMC 4000 cps)
DWF4 (gelatina) buenas 140 £ 10 pm 2044 % 87+0,9%
DWF5 (PEG) buenas 100 £ 10 pm 20 £ 5% 93+0,5%
DWF6 (PVP) buenas 100 £ 10 pm 20+ 3% 93 £0,6%

Segun se muestra en la Tabla 2 anterior, se confirmaba que las peliculas preparadas mezclando otros polimeros
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tales como HPMC, glicerina, PEG y PVP (DWF2-DWF6) tienen propiedad y condicidn superiores que la pelicula
DWF1 preparada solo mediante quitosano. Solamente cuando se usaba gelatina como polimero (DWF4), el factor
de crecimiento epidérmico se degradaba para dar como resultado una disminucion de la pureza del factor de
crecimiento epidérmico durante el proceso de incremento de la temperatura en el momento de preparar la base
pelicular. En particular, cuando se usaba hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) como un modificador de la viscosidad, el
factor de crecimiento epidérmico era el superior en la propiedad y la condicién y la pureza.

<Ejemplo 3: Propiedad de liberacion de factor de crec  imiento epidérmico segun la viscosidad y el grosor de
la pelicula>

Para confirmar la propiedad de liberacion de factor de crecimiento epidérmico segun la viscosidad de la pelicula y el
contenido de ingredientes principales, se prepararon las peliculas (DWF7 a DWF14) usando los ingredientes
descritos en la siguiente Tabla 3 segun los mismos métodos del Ejemplo 1 y el Ejemplo 2. Las peliculas DWF13 y
DWF14 se prepararon en diferentes grosores de vertido, y la viscosidad y el grosor de cada pelicula se midieron y se
mostraron en la siguiente Tabla 3.

[Tabla 3]
Composicién Componentes (en 10 g) Contenido Viscosidad Grosor
DWF7 factor de crecimiento epidérmico 10,0 mg 8~10 mps | 160+ 10 um
quitosano 5049
hidroxipropilmetilcelulosa 50 cps 10,09
hidroxipropilmetilcelulosa  4.000 10g
cps
pululano 0,059
glicerina 10,0 ¢
agua destilada cantidad apropiada (en 100 g)
DWF8 factor de crecimiento epidérmico 10,0 mg 12~15mps | 160 =10 um
quitosano 5049
hidroxipropilmetilcelulosa 50 cps 10,09
hidroxipropilmetilcelulosa 4000 109
cps
pululano 0,1g
glicerina 10,0 ¢
agua destilada cantidad apropiada (en 100 g)
DWF9 factor de crecimiento epidérmico 10,0 mg 7~9 mps 155+ 10 um
quitosano 5049
hidroxipropilmetilcelulosa 50 cps 10,09
hidroxipropilmetilcelulosa 4000 0,59
cps
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(continuacion)

Composicion Componentes (en 10 g) Contenido Viscosidad Grosor
DWF9 pululano 0,059
glicerina 10,0 g
agua destilada cantidad apropiada (en 100 g)
DWF10 factor de crecimiento epidérmico 10,0 mg 17~20 mps | 165+ 10 um
quitosano 5049
hidroxipropilmetilcelulosa 50 cps 10,09
hidroxipropilmetilcelulosa 4000 2049
cps
pululano 0,059
glicerina 10,0 g
agua destilada cantidad apropiada (en 100 g)
DWF11 factor de crecimiento epidérmico 5,0 mg 8~10 mps | 160+ 10 um
quitosano 5049
hidroxipropilmetilcelulosa 50 cps 10,09
hidroxipropilmetilcelulosa 4000 10g
cps
pululano 0,059
glicerina 10,0 ¢
agua destilada cantidad apropiada (en 100 g)
DWF12 factor de crecimiento epidérmico 1,0 mg 8~10 mps | 160+ 10 um
quitosano 5049
hidroxipropilmetilcelulosa 50 cps 10,09
hidroxipropilmetilcelulosa 4000 109
cps
pululano 0,059
glicerina 10,0 ¢

agua destilada

cantidad apropiada (en 100 g)
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(continuacion)

Composicion Componentes (en 10 g) Contenido Viscosidad Grosor
DWF13 (vertido | factor de crecimiento epidérmico 10,0 mg 12~15mps | 300 + 10 pm
de 2,0 mm)

quitosano 6,25 ¢g
hidroxipropilmetilcelulosa 50 cps 125¢g
hidroxipropilmetilcelulosa 4000 1,25¢
cps

0,125¢
pululano

1259
glicerina

cantidad apropiada (en 125 g)
agua destilada
DWF14 (vertido | factor de crecimiento epidérmico 10,0 mg 12~15mps | 455+ 10 pm
de 3,0 mm)

quitosano 7549
hidroxipropilmetilcelulosa 50 cps 15,09
hidroxipropilmetilcelulosa 4000 159
cps
pululano 0,15g
glicerina 15049
agua destilada cantidad apropiada (en 150 g)

Para analizar cada cantidad liberada de factor de crecimiento epidérmico desde las peliculas DWF7 a DWF12
preparadas anteriormente, se efectud una prueba de liberacion. Los resultados se mostraron en la siguiente Tabla 4

ylas Figs. 1y 2.

La prueba de liberacion se efectué usando un aparato de difusion de Franz. El medio de liberacion se cargd con
tampon de acido fosférico (pH 7,4, 0,02% de Tween 20), se mantuvo a 32 = 0,5°C y se ajusté para entrar en
contacto directamente con tampo6n sin membrana. Las peliculas asi preparadas se cortaron hasta el tamafio de
prueba para la aplicaciéon. Las mezclas de 300 pl se tomaron cada una de las peliculas en los momentos sefialados
de 1, 3, 6, 9, 15, 18 y 24 h. A continuacion, las cantidades liberadas de EGF se determinaron mediante HPLC y los
valores determinados se mostraron como % de liberacion con respecto al valor inicial.

[Tabla 4]
Tiempo (h) | Cantidad liberada de factor de crecimiento epidérmico % (media *+ desviacion estandar)
DWF7 DWF8 DWF9 DWF10 DWF11 DWF12
1 35+1,25 2,3+1,23 54+2735 0,9+0,20 2,1+0,91 1,2+0,09
3 57+234 34+1,10 | 11,3+243 | 2,1+1,12 43 +£1,25 3,2+1,20
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(continuacion)

Tiempo (h) | Cantidad liberada de factor de crecimiento epidérmico % (media + desviacion estandar)
DWF7 DWF8 DWF9 DWF10 DWF11 DWF12

6 23,0+2,224 | 152+32 | 30,2+3,50 | 9,2+1,26 19,2+2,30 | 141+2.34

9 47,0+2,53 | 36,2+2,35 | 56,3+2,26 | 15,2+2,35 38,2+25 29,3+3,23

15 69,2+192 | 54,3+3,26 | 78,2+4,30 | 45,3+3,24 62,1 +3,63 | 53,2+2,12

18 79,3+1,20 | 68,2+4,24 | 83,2+3,64 | 60,2+3,24 | 70,21+£4,24 | 653+£251

24 975+2,10 | 89,3+3,24 | 98,1 +2,12 | 78,2 +4,53 91,2 +£3,40 81,3+1,92

Segun se muestra en la Tabla 4 y la Fig. 1, se confirmaba que cuanto mayor es la viscosidad de la pelicula, mas se
retrasa la liberacién de factor de crecimiento epidérmico. Ademas, como se muestra en la Fig. 2, se confirmaba que
la cantidad liberada de factor de crecimiento epidérmico desde DWF12 (1,0 mg) que contenia las menores
cantidades de ingredientes principales era menor que la de DWF11 (5,0 mg), con lo que se concluia que cuanto
menores son las cantidades de ingredientes principales, mas se retrasa la liberacion. Esto confirmaba que la
velocidad de liberacion de factor de crecimiento epidérmico esta controlada por la viscosidad y la cantidad, y de ese
modo el factor de crecimiento epidérmico muestra una liberacion lineal durante 24 h.

Ademas, se midieron las cantidades liberadas de factor de crecimiento epidérmico desde DWF13 y DWF14 y se
muestran en la siguiente Tabla 5 y la Fig. 3. Como se muestra en la Tabla 5, se confirmaba que cuanto mas gruesa
es la pelicula, mas se retrasa la velocidad de liberacion de factor de crecimiento epidérmico. En resumen, se
confirmaba que la velocidad de liberacién de factor de crecimiento epidérmico esta controlada por la viscosidad y el
grosor de la pelicula.

[Tabla 5]
Tiempo (h) | Cantidad liberada de factor de crecimiento epidérmico % (media + desviacion estandar)
DWF8 (160 + 10 pm) DWF13 (300 + 10 pm) DWF14 (455 + 10 um)
1 2,3+1,23 0,3+0,23 0,4+0,35
3 3,4+1,10 24+1,10 1,3+1,43
6 15,2+3,2 8,2+3,8 8,2+2,50
9 36,2 +£2,35 21,2 +£3,35 12,3+£2,26
15 54,3 + 3,26 40,3 £ 4,26 26,2 +4,30
18 68,2 £4,24 58,2 +2,24 41,2 +3,64
24 89,3+3,24 79,3+4,24 68,1 +2,12

<Ejemplo 4: Estabilidad del factor de crecimiento epi

dérmico en la pelicula segun la adicion de estabili

Para confirmar la estabilidad del factor de crecimiento epidérmico en la formulacion pelicular de liberacion sostenida
de la presente invencidn segun la adicion de estabilizante, se midieron el contenido y la actividad del factor de
crecimiento epidérmico en el tiempo desde las peliculas que comprenden factor de crecimiento epidérmico,
quitosano, modificador de la viscosidad y plastificante para cada caso que no se afiada estabilizante (DWF 15); solo
se afiada antioxidante (DWF 17 y 18); solo se afiada aminoacido (DWF 16); se afiadan antioxidante y aminoacido
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(DWF 19); y se afiadan antioxidante y tampon (DWF 20).

Para este experimento, se prepararon las peliculas DWF15 a DWF20 usando los ingredientes descritos en la

siguiente Tabla 6 segun los mismos métodos que en el Ejemplo 1y el Ejemplo 2.

[Tabla 6]
Composicion Componentes (en 100 g) Grosor de la
pelicula
DWF15 (-) factor de crecimiento epidérmico 1,0 mg 160 + 10 um
quitosano 50¢9
hidroxipropilmetilcelulosa 50 cps 10,09
hidroxipropilmetilcelulosa 4000 | 1,09
cps
pululano 0,059
glicerina 10,0 g
agua destilada cantidad
apropiada
DWF16 (L-histidina) factor de crecimiento epidérmico 1,0 mg 160 + 10 um
quitosano 50¢9
hidroxipropilmetilcelulosa 50 cps 10,09
hidroxipropilmetilcelulosa 4000 | 1,09
cps
pululano 0,059
glicerina 10,0 ¢
L-histidina 0,1g
agua destilada cantidad
apropiada
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(continuacion)

Composicion Componentes (en 100 g) Grosor de la
pelicula
DWF17 (EDTA) factor de crecimiento epidérmico 1,0 mg 160 + 10 pm
quitosano 50¢9
hidroxipropilmetilcelulosa 50 cps 10,09
hidroxipropilmetilcelulosa 4000 | 1,09
cps
pululano 0,059
glicerina 10,0 g
EDTA Disédico 0,05¢g
agua destilada cantidad
apropiada
DWF18 (acido ascorbico) factor de crecimiento epidérmico 1,0 mg 160 + 10 um
quitosano 50¢9
hidroxipropilmetilcelulosa 50 cps 10,0 ¢
hidroxipropilmetilcelulosa 4000 | 1,09
cps
0,05¢g
pululano
10,09
glicerina
0,05¢g
acido ascorbico
cantidad
agua destilada apropiada
DWF19 (EDTA + L-histidina) factor de crecimiento epidérmico 1,0 mg 160 + 10 um
quitosano 509
hidroxipropilmetilcelulosa 50 cps 10,09
hidroxipropilmetilcelulosa 4000 | 1,09
cps
pululano 0,059
glicerina 10,0 ¢
EDTA Disédico 0,059
L-histidina 0,1g
agua destilada cantidad
apropiada
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(continuacion)

Composicion Componentes (en 100 g) Grosor de la
pelicula
DWF20 (EDTA + Tampon de factor de crecimiento epidérmico 1,0 mg 160 +10 pm
fosfato)
quitosano 50¢9

hidroxipropilmetilcelulosa 50 cps 10,09

hidroxipropilmetilcelulosa 4000 | 1,09

cps
pululano 0,059
glicerina 10,0 g
EDTA Disédico 0,05¢g
hidrogenofosfato sédico 0,142 ¢
agua destilada cantidad

apropiada

Las peliculas DWF15 a DWF20 preparadas anteriormente se cerraron herméticamente mediante papel de aluminio
de envasado, y a continuacién se almacenaron a temperatura ambiente (25°C) durante 3 meses, y a temperatura
fria (2-8°C) durante 1 afio. El contenido y la actividad del factor de crecimiento epidérmico en cada pelicula se
midieron a lo largo del tiempo, y se muestran en la siguiente Tabla 7 y la Fig. 4.

[Tabla 7]
Clasificacién 25°C (3 meses) 2~8°C (1 afio)
Contenido (%) | Actividad (%) | Contenido (%) | Actividad (%)
DWF15 77,0 68,0 87,3 87,1
DWF16 90,9 89,1 94,4 93,3
DWF17 93,7 91,2 98,1 97,2
DWF18 92,8 91,5 96,9 97,1
DWF19 95,0 94,5 99,9 98,9
DWF20 94,5 93,9 98,2 99,1

Segun se muestra en la Tabla 7 anterior, se confirmaba que la velocidad de producciéon de impurezas de otras
peliculas distintas a DWF15 que no comprenden estabilizante era muy baja. Ademas, las estabilidades de la pelicula
DWF16 que comprende aminoacido y las peliculas DWF17 y DWF18 que comprenden antioxidante eran un poco
mejores. La pelicula DWF19 que comprende tanto aminoacido como antioxidante o la pelicula DWF20 que
comprende tanto antioxidante como tampén mostraban la estabilidad mas alta.

<Ejemplo 5: Prueba en animales>
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Para confirmar el efecto farmacolégico del factor de crecimiento epidérmico en la formulacién pelicular de liberacion
sostenida de la presente invencién, la prueba de comparacion se efectué usando la pelicula de factor de crecimiento
epidérmico preparada con hidroxipropilcelulosa como grupo de control y la pelicula DWF20 descrita en la Tabla 6 del
Ejemplo 4 preparada mediante el mismo método del Ejemplo 1 como grupo de prueba. Las condiciones de la prueba
de comparacion se mostraron en la siguiente Tabla 8.

[Tabla 8]
Grupo de control Grupo de prueba
Pelicula general [lamina de 25 mg/l (20 cm®)] Formulacion pelicular sostenida de la presente
invencion (DWF20) [lamina de 50 mg/I (20 cm2)]
Utilizacion y 1 lamina se adhiere a la zona de la herida dos 1 lamina se adhiere a la zona de la herida una
dosificacién veces al dia vez al dia
Periodo de 4 dias
tiempo
Area de la aproximadamente 20 cm®
zona de la
herida

La fotografia de la zona de la herida después de 1 dia desde la lesion se mostraba en la Fig. 5, y las fotografias de
la zona de la herida después de 4 dias desde el tratamiento de los grupos de control y de prueba se mostraban en la
Fig. 6. Segln se mostraba en las figuras, se confirmé que la herida de rata tratada con la presente pelicula que
comprende factor de crecimiento epidérmico, quitosano, modificador de la viscosidad, plastificante, antioxidante y
tampon se curaba mucho mas rapidamente que la tratada con el control. El resultado anterior se debia a que el EGF
se liberaba uniformemente desde la presente pelicula, y se mantenia una concentracion eficaz en la zona de la
herida, tratando con la presente pelicula sostenida una vez, en comparacion con tratar con el control dos veces.
Ademas, el efecto del tratamiento se mejoraba incrementando la actividad antifingica a través de la adicion de
quitosano.

APLICABILIDAD INDUSTRIAL

La presente invenciéon puede maximizar el efecto de curacion de heridas proporcionando una formulacion pelicular
de liberacidén sostenida que comprende quitosano, modificador de la viscosidad, plastificante y estabilizante, ademas
de factor de crecimiento epidérmico como ingrediente eficaz. Y la presente formulacién pelicular sostenida puede
mantener una concentracion eficaz mediante la adhesion una vez al dia a una zona de herida a diferencia de una
formulaciéon de pomada/crema o una formulacién en forma de gel que se debe aplicar dos o tres veces al dia. Asi, no
se requiere que la presente pelicula se retire de la zona de la herida para disminuir la exposicion de la zona de la
herida y proporciona mas comodidad a los pacientes y los profesionales médicos.

Ademas, la presente pelicula absorbe exudacién, y de ese modo se transforma en un hidrogel para mantener la
zona de la herida himeda, y crear una condicion favorable para la curacién de la herida. Y la presente pelicula tiene
una propiedad de adhesion al cuerpo humano, una actividad antifingica y una estabilidad bajo una condicién de
almacenamiento durante uno 0 mas afos superiores. Asi, la presente pelicula tiene mas ventajas que una simple
formulacion de pomada/crema o formulacion en forma de gel.
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacion pelicular de liberacion sostenida, para la curacién de heridas, que comprende factor de
crecimiento epidérmico; uno o mas modificadores de la viscosidad seleccionados del grupo que consiste en
hidroxipropilmetilcelulosa, goma de gelano, y pululano; uno o mas plastificantes seleccionados del grupo que
consiste en glicerina, propilenglicol, polietilenglicol, poli(alcohol vinilico) y polivinilpirrolidona; y uno o mas
antioxidantes seleccionados del grupo que consiste en EDTA y vitamina C,

caracterizada porque

la formulacién pelicular de liberacion sostenida comprende ademas quitosano,

en donde el peso molecular del quitosano es de 10 kDa a 150 kDa,

en donde el contenido de quitosano es de 1 a 10% p/p basado en el peso total, y

en donde dicha hidroxipropilmetilcelulosa comprende hidroxipropilmetilcelulosa de baja viscosidad de 10 a 100 cps e
hidroxipropilmetilcelulosa de alta viscosidad de 1.000 a 100.000 cps.

2. La formulacion pelicular segun la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente uno o mas tampones
seleccionados del grupo que consiste en hidrogenofosfato sédico, hidrogenocarbonato sédico y citrato sédico.

3. La formulacion pelicular segun la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente uno o mas aminoéacidos
seleccionados del grupo que consiste en L-histidina, L-lisina y L-arginina.

4. La formulacién pelicular segun la reivindicacion 1, en la que el contenido de factor de crecimiento epidérmico es
de 0,1 a 10.000 mg/g basado en el peso total.

5. La formulacion pelicular segun la reivindicacion 1, en la que el contenido de modificador de la viscosidad es de
0,01 a 20% p/p basado en el peso total.

6. La formulacién pelicular segun la reivindicacion 1, en la que el contenido de plastificante es de 1 a 40% p/p
basado en el peso total.

7. La formulacién pelicular segun la reivindicacion 1, en la que el contenido de antioxidante es de 0,01 a 10% p/p
basado en el peso total.

8. La formulacion pelicular segun la reivindicacion 1, en la que la viscosidad de la formulacion pelicular es de 1.000 a
150.000 cps.

9. La formulacion pelicular segun la reivindicacion 1, en la que el grosor de la pelicula es de 0,001 a 1 mm.

10. La formulacion pelicular segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende adicionalmente un
aposito de espuma o un apésito de tipo hidrocoloidal.

11. La formulacion pelicular segun la reivindicacion 10, en la que se afiade plata o alginato al aposito de espuma o el
aposito de tipo hidrocoloidal.
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Fig. 5
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