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DESCRIPCION
Soportes

La presente invencidn se relaciona generalmente con apdsitos para heridas que comprenden un soporte electrocentrifugado
y un farmaco antiinflamatorio no esteroideo.

Antecedentes

La incidencia de heridas cronicas aumenta con el envejecimiento de la poblacién en el mundo occidental. El numero de
pacientes con Ulceras crénicas en las piernas, la mayoria de las cuales estan asociadas con una enfermedad venosa, se
estima que esta entre 1 y 2 por cada 1000 habitantes (En cualquier momento el 20 % de las personas con una ulceracién
activa en las piernas tendra una Ulcera abierta). Ademas la incidencia de la diabetes esta en aumento y tanto como el 10-20
% de estos pacientes desarrollaran Ulceras del pie diabético no cicatrizantes. Ademas, hay pacientes con muy poca
movilidad en hospitales con riesgo de desarrollar escaras. Para todos estos pacientes, nuevos enfoques para acelerar la
curacion y reducir el dolor son absolutamente necesarios.

El dolor es un problema importante para la mayoria de los pacientes con Ulceras crénicas (las excepciones son los
pacientes con diabetes y lesiones de la médula que no experimentan dolor asociado con la herida debido al dafo de los
nervios). La mayoria de las Ulceras crénicas se manejan en la comunidad y desde el punto de vista del paciente los
problemas del dia a dia son el dolor doble en los cambios de los apdsitos y el fracaso de la curacion de las Ulceras. Los
pacientes con heridas cronicas frecuentemente experimentan dolor con los cambios de los apositos (Noonan y Burge,
Plebology. 1998;3:14-9, Price y otros, Int Wound J. 2008 jun;5(2):159-71) y el retiro del apdsito en si mismo puede asociarse
con una reaccion inflamatoria. Las razones por las que las heridas cronicas no cicatrizan son varias y estan
interrelacionadas - frecuentemente las heridas estdn mal vascularizadas e hipdxicas, cominmente estan inflamadas,
frecuentemente se infectan y, como consecuencia son agresivas y resistentes a la curacion.

Un cierto nivel de inflamacion puede acelerar la curacion de heridas ya que la liberacion de citocinas pro-inflamatorias atrae
a células a la zona de la herida. Sin embargo, un nivel de inflamacién demasiado alto puede retardar la curacién de heridas
particularmente en muchas heridas crénicas agresivas donde meses e incluso afios de actividad de metaloproteasas de la
matriz y de secrecion de citocinas pro-inflamatorias crean ambientes del lecho de la herida en el que las células normales de
la piel en el perimetro de la herida no logran sobrevivir (Werner y Grose, Physiol. Rev. 2003;83:835-870, Diegelmann y
Evans, Frontiers in Bioscience. 2004;9:283-289). Por lo tanto, las células capaces de la curacién de las heridas pueden
fracasar en su movimiento a los lechos de heridas agresivas ya que la matriz extracelular presente estd bajo una
degradacion constante debido a las metaloproteasas de matriz (Armstrong y Jude, Journal of the American Podiatric Medical
Association 2002;92(1):12-18).

La introduccion de un soporte de fibras sintéticas capaz de soportar la unién, la migracion y la proliferacion normales de las
células de la piel, puede ayudar a acelerar la curacion de las heridas al proporcionar un sustrato alternativo inmediato para
que las células de la piel no afectada en los margenes de la herida migren a través del mismo.

El alivio del dolor en la curaciéon de las heridas es positivo para el paciente en un nimero de maneras ya que el dolor
promueve un estrés psicolégico en los pacientes mientras que el alivio del dolor permite que los pacientes toleren una
terapia de compresion, que frecuentemente es beneficiosa en la curacion de heridas crénicas (Christian y otros,
Neuroimmunomodulation. 2006;13(5-6):337-46) (Price y otros, Int Wound J. 2007 abr;4 Supl 1:1-3 e Int Wound J. 2008
jun;5(2):159-71). Desafortunadamente, el alivio del dolor sistémico no ha demostrado ser muy eficaz en la lucha contra el
dolor de heridas cronicas ya que el alivio del dolor de la mayoria de los medicamentos sélo dura minutos u horas y hay
preocupaciones relacionadas con la adiccion de los pacientes a los analgésicos (Cardenas y Jensen, J Spinal Cord Med.
2006;29(2):109-17).

Los apositos disefiados para reducir el dolor y acelerar la curacion se introdujeron por primera vez en 1948 (Gilje, Acta Derm
Venereol. 1948;28(5):454-67). Los apdsitos permiten una reepitelizacién mas rapida al reducir la formacién de costras, y
reducir la ocurrencia de que los apositos se peguen a las heridas y provocar una nueva lesion tras la retirada del aposito
(Hinman y Maibach, Nature. 1963 oct 26;200:377-8). Sin embargo, estos apoésitos aun requieren ser removidos. Sigue
habiendo una necesidad de un apédsito para heridas mejorado que es capaz de reducir el dolor mientras promueve la
curacioén de heridas.

Breve resumen de la descripcion
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En un primer aspecto la invencién proporciona un apésito para heridas que comprende un soporte electrocentrifugado,
caracterizado porque dicho soporte comprende un polimero o copolimero biodegradable y un farmaco antiinflamatorio no
esteroideo, en donde dicho polimero o copolimero y dicho NSAID son capaces de disolverse cada uno en un disolvente
comun y dicho NSAID es capaz de catalizar la degradacion del polimero o copolimero, en donde: a) dicho polimero
biodegradable es un colageno, un poli alfa éster, un poliortoéster o un polianhidrido o un copolimero de estos, y b) dicho
NSAID es acido acetilsalicilico o un NSAID propiénico. Preferentemente, dicho polimero o copolimero biodegradable es co-
electrocentrifugado junto con dicho farmaco antiinflamatorio no esteroideo. Dicho farmaco antiinflamatorio no esteroideo es
capaz de catalizar la degradacion de dicho polimero o copolimero.

Dicho polimero o copolimero biodegradable es biocompatible. Mas especificamente, dicho polimero biodegradable es un
colageno, un poli alfa éster, un poliortoéster o un polianhidrido o un copolimero de estos.

Preferentemente, dicho polimero es acido polilactato. Alternativamente, el polimero es acido poliglicélico. Alternativamente,
dicho copolimero es un copolimero de acido polilactato y acido poliglicélico. Con mayor preferencia dicho copolimero es un
poli(D,L-lactico-co-glicélida). Aun con mayor preferencia, dicho poli(D,L-lactico-co-glicélida) tiene una relacion de 75:25
lactida a glicolida. Alternativamente, dicho poli(D,L-lactico-co-glicélida) tiene una relacién de 50:50 lactida a glicélida.

En una modalidad preferida, dicho farmaco antiinflamatorio no esterorideo (NSAID) es un NSAID propiénico en donde dicho
NSAID es acido [2-(4-isobutilfenil)propiénico]. Alternativamente, dicho NSAID es acido acetilsalicilico.

Preferentemente, dicho soporte comprende de aproximadamente 5 % a aproximadamente 30 % en peso de NSAID.
Alternativamente, dicho soporte comprende de aproximadamente 10 % a 20 % en peso de NSAID. Aun con mayor
preferencia, dicho soporte comprende aproximadamente 10 % en peso de NSAID.

Dicho polimero o copolimero y dicho NSAID son capaces de disolverse en un disolvente comun.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona un soporte electrocentrifugado, dicho soporte que comprende un polimero
o copolimero biodegradable y un farmaco antiinflamatorio no esteroideo en donde dicho polimero o copolimero y dicho
NSAID son capaces de disolverse cada uno en un disolvente comun y dicho NSAID es capaz de catalizar la degradacién del
polimero o copolimero, en donde: a) dicho polimero biodegradable es un colageno, un poli alfa éster, un poliortoéster o un
polianhidrido o un copolimero de estos, y b) dicho NSAID es &cido acetilsalicilico o un NSAID propiénico. Preferentemente,
dicho polimero o copolimero biodegradable es co-electrocentrifugacion junto con dicho farmaco antiinflamatorio no
esteroideo. Dicho farmaco antiinflamatorio no esteroideo es capaz de catalizar la degradacion de dicho polimero o
copolimero.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un soporte electrocentrifugado, dicho soporte comprende un polimero o
copolimero biodegradable y un farmaco antiinflamatorio no esteroideo, para usar como un medicamento en donde dicho
polimero o copolimero y dicho NSAID son capaces de disolverse cada uno en un disolvente comun y dicho NSAID es capaz
de catalizar la degradacién del polimero o copolimero, en donde: a) dicho polimero biodegradable es un colageno, un poli
alfa éster, un poliortoéster o un polianhidrido o un copolimero de estos, y b) dicho NSAID es acido acetilsalicilico o un
NSAID propiénico. Preferentemente, dicho polimero o copolimero biodegradable es co-electrocentrifugacién junto con dicho
farmaco antiinflamatorio no esteroideo. Dicho farmaco antiinflamatorio no esteroideo es capaz de catalizar la degradacion de
dicho polimero o copolimero.

AUn en un aspecto adicional, la invencién proporciona un soporte electrocentrifugado, dicho soporte comprende un polimero
o copolimero biodegradable y un farmaco antiinflamatorio no esteroideo, para usar en el tratamiento de una herida en donde
dicho polimero o copolimero y dicho NSAID son capaces de disolverse cada uno en un disolvente comin y dicho NSAID es
capaz de catalizar la degradacién del polimero o copolimero, en donde: a) dicho polimero biodegradable es un colageno, un
poli alfa éster, un poliortoéster o un polianhidrido o un copolimero de estos, y b) dicho NSAID es &acido acetilsalicilico o un
NSAID propiénico. Preferentemente, dicho polimero o copolimero biodegradable es co-electrocentrifugacién junto con dicho
farmaco antiinflamatorio no esteroideo. Dicho farmaco antiinflamatorio no esteroideo es capaz de catalizar la degradacién de
dicho polimero o copolimero.

Preferentemente, dicha herida es una herida crénica o en donde dicha herida es una herida aguda.

En un aspecto adicional la invencién proporciona un soporte electrocentrifugado que comprende un polimero o copolimero
biodegradable y un farmaco antiinflamatorio no esteroideo, para usar en el tratamiento de dolor o inflamacién, en donde
dicho polimero o copolimero y dicho NSAID son capaces de disolverse cada uno en un disolvente comun y dicho NSAID es
capaz de catalizar la degradacién del polimero o copolimero, en donde: a) dicho polimero biodegradable es un colageno, un
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poli alfa éster, un poliortoéster o un polianhidrido o un copolimero de estos, y b) dicho NSAID es acido acetilsalicilico o un
NSAID propionico. Preferentemente, dicho polimero o copolimero biodegradable es co-electrocentrifugado junto con dicho
farmaco antiinflamatorio no esteroideo. Dicho farmaco antiinflamatorio no esteroideo es capaz de catalizar la degradacion de
dicho polimero o copolimero.

Dicho polimero o copolimero biodegradable es biocompatible.

Mas especificamente, dicho polimero biodegradable es un colageno, un poli alfa éster, un poliortoéster o un polianhidrido o
un copolimero de estos.

Preferentemente dicho polimero es acido polilactato. Alternativamente, dicho polimero es &cido poliglicélico.
Alternativamente, dicho copolimero es un copolimero de &cido polilactato y acido poliglicélico.

Preferentemente dicho copolimero es un poli(D,L-lactico-co-glicélida). Preferentemente, dicho poli(D,L-lactico-co-glicélida)
tiene una relacion de 75:25 lactida a glicolida. Alternativamente, dicho poli(D,L-lactico-co-glicélida) tiene una relacion de
50:50 lactida a glicélida.

Preferentemente dicho NSAID es un NSAID propidnico. Preferentemente, dicho NSAID es [4cido 2-(4-
isobutilfenil)propidnico].Alternativamente, dicho NSAID es acido acetilsalicilico.

Preferentemente, dicho soporte comprende de aproximadamente 5 % a aproximadamente 30 % en peso de NSAID.
Aun con mayor preferencia dicho soporte comprende aproximadamente 10 % en peso de NSAID.
Dicho polimero o copolimero y dicho NSAID son capaces de disolverse en un disolvente comun.

Se describe ademas un método de tratar una herida que comprende el uso de un apoésito para heridas o un soporte
electrocentrifugado de acuerdo con cualquiera de las modalidades antes mencionadas.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un método para producir un soporte electrocentrifugado para usar en la
curacién de heridas que comprende:

i) disolver un polimero o co-polimero y un NSAID en un disolvente comun en donde dicho NSAID es capaz de catalizar
la degradacion del polimero o copolimero, y en donde: a) dicho polimero biodegradable es un colageno, un poli alfa
éster, un poliortoéster o un polianhidrido o un copolimero de estos, y b) dicho NSAID es acido acetilsalicilico o un
NSAID propiénico; y

ii) electrocentrifugar la solucion resultante de la Etapa i).

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un soporte electrocentrifugado producido de acuerdo con el método
descrito en la modalidad antes mencionada. En un aspecto adicional el soporte electrocentrifugado producido de acuerdo
con el método descrito en la modalidad antes mencionada se usa como un medicamento, o se usa en el tratamiento de una
herida, tal como una herida crénica o en donde dicho herida es una herida aguda. Alternativamente, el soporte
electrocentrifugado producido de acuerdo con el método descrito en la modalidad antes mencionada se usa en el
tratamiento del dolor o inflamacién.

En un aspecto adicional la invenciéon proporciona el uso de un farmaco antiinflamatorio no esteroideo para catalizar la
degradaciéon de un soporte electrocentrifugado que comprende un polimero o co-polimero, en donde dicho polimero o
copolimero y dicho NSAID son capaces de disolverse cada uno en un disolvente comdn y dicho NSAID es capaz de
catalizar la degradacion del polimero o copolimero, en donde: a) dicho polimero biodegradable es un colageno, un poli alfa
éster, un poliortoéster o un polianhidrido o un copolimero de estos, y b) dicho NSAID es acido acetilsalicilico o un NSAID
propionico. Preferentemente, dicho farmaco antiinflamatorio no esteroideo es electrocentrifugado junto con dicho polimero o
copolimero.

A través de toda la descripcion y reivindicaciones de esta especificacién, las palabras "comprende" y "contiene" y las
variaciones de las palabras, por ejemplo "que comprende" y "comprende”, significan" que incluyen pero no se limitan a", y no
se pretende excluir (y no se excluyen) otras porciones, aditivos, componentes, enteros o etapas.

A través de toda la descripcién y reivindicaciones de esta especificacion, el singular abarca el plural a menos que el contexto
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requiera otra cosa. En particular, donde se use el articulo indefinido en la especificacion, se entiende que contempla los
plurales asi como los singulares, a menos que el contexto requiera otra cosa.

Los rasgos, enteros, caracteristicas, compuestos, porciones quimicas o grupos descritos en conjunto con un aspecto
particular, modalidad o ejemplo de la invenciéon se entiende que son aplicables a cualquier otro aspecto, modalidad o
ejemplo descrito en la presente a menos que se incompatible con éste.

Breve descripcion de las figuras
La invencién se describira, a modo de ejemplo solamente, con referencia a las siguientes figuras.

Figura 1. Imagenes SEM de fibras PLGA electrocentrifugadas A) 50/50 PLGA con 10 % en peso de ibuprofeno;
B) 50/50 PLGA con 10 % en peso de sal sddica de ibuprofeno; C) 50/50 PLGA sin ibuprofeno; D) 1:1 mezcla de
50/50 y 75/25 PLGA con 10 % en peso de ibuprofeno; E) mezcla 1:1 de 50/50 y 75/25 PLGA sin ibuprofeno; F)
75/25 PLGA con 10 % en peso de ibuprofeno; G) 75/25 PLGA sin ibuprofeno. Barra de escala = 50 pm.

Figura 2. Efecto de las condiciones ambientales sobre soportes de PLGA 75:25 electrocentrifugado. Tincién
con rojo sirio para la deposicién de colageno de los fibroblastos humanos (F), queratinocitos (K) y co-cultivos de
ambos (F+K) cultivados durante 1 semana (en suero o en condiciones libres de suero) en soportes de PLGA 75:25
centrifugados en diferentes condiciones. A) los soportes se centrifugaron en humedad alta (>85 %); B) Similar a A,
pero inmediatamente después de la centrifugacion, los soportes se secaron bajo alto vacio a temperatura ambiente
durante 24 horas.

Figura 3. Perfiles de liberacion de ibuprofeno para tres tipos de soportes de PLGA: 75/25 (0), 50/50 (x) y una
mezcla 1: 1 de estos dos (+). Las concentraciones de ibuprofeno se midieron mediante espectroscopia UV/Visible a
222 nm en varios puntos de tiempo durante una semana.

Figura. 4. Degradacion in vitro de soporte de PLGA 75:25 en solucion de Ringer con el tiempo.
Microfotografias opticas de soportes con 10 % en peso de ibuprofeno en el lado derecho A, CyEeneldia0,1y6
de incubacion en solucién de Ringer. Soportes sin ibuprofeno en el lado izquierdo B, D y F. Barra de escala = 100
mm

Figura 5. Inmunomarcaje de NFkB de cultivos HDF en 2D después del tratamiento con TNF-a, LPS e
ibuprofeno. Marcaje inmunofluorescente de fibroblastos humanos para la subunidad p65 de NF-kB, que
demuestra una actividad relativa del factor de transcripcién. (a) Células no estimuladas control. (b) LPS (100 ngml'1)
células estimuladas. (c) TNF-a (1000 Uml") células estimuladas. (d) LPS (100 ngml™) mas ibuprofeno (10° M)
células estimuladas. (e) TNF-a (1000 Uml'1) e ibuprofeno (10'3 M) células estimuladas. (f) LPS (100 ngml'1) y sal
sodica de ibuprofeno (10'4 M) células estimuladas. (g) TNF-a (1000 Uml'1) y sal sédica de ibuprofeno (10'4 M)
células estimuladas.

Figura 6. Efecto antiinflamatorio del ibuprofeno en células HDF evaluado por inmunomarcaje de NF-kB.
Efecto de (a) ibuprofeno y (b) sal sddica de ibuprofeno en la sefalizacién inflamatoria de NFkB. Los fibroblastos
humanos se incubaron con medios o compuestos de ibuprofeno (10* a 10® M) durante 15 minutos antes de la
estimulacién con LPS (100 ngml'1, barras blancas) o TNF-a (1000 Uml™, barras con rayas diagonales), o solo
compuestos de ibuprofeno (barras rellenas) durante 90 minutos. La sefializacién inflamatoria se determind
mediante el uso de la localizacion intracelular de NF-kB. Clave: *** p < 0.001 en comparacién con LPS solo, # p <
0.05, ## p < 0.001 en comparacién con TNF-a solo.

Figura 7. Efecto de soportes cargados de ibuprofeno sobre la activacion de NFkB estimulada por TNF-a y
LPS en fibroblastos.

La translocacion nuclear del factor de transcripcion proinflamatorio NFkB se examind como se ilustra en las fotos a-
e en Ay cuantificado en B para cultivos 2D de fibroblastos expuestos a soportes de liberacién de ibuprofeno.

En A (a) se muestran fibroblastos controles no estimulados (b) muestra fibroblastos estimulados con LPS (100
ngml-1) (exposicion de 2h) (c) muestra células expuestas a LPS (100 ngml-1) durante 2 horas después de una pre-
incubacién con soportes de PLA/PGA con ibuprofeno durante 24 h. En c el soporte era una mezcla 50/50 de
PLA/PGA 75/25 y 50/50 cargado con ibuprofeno (d) muestra fibroblastos estimulados con LPS (100 ngml'1)
expuestos a PLA/PGA 75/25 cargado con ibuprofeno y (e) muestra fibroblastos estimulados con LPS (100 ngml-1)
expuestos a PLA/PGA 50/50 cargado con ibuprofeno.
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La cuantificacion de la translocacion nuclear de NFkB se muestra para estos fibroblastos en los histogramas debajo
en B para células bajo condiciones sin estimulacién (donde el porcentaje de NFkB en el nicleo no excedié del 5 %)
y para células estimuladas con LPS (100 ngml™) durante 2 horas después de una pre-incubacién con soportes de
PLA/PGA con ibuprofeno durante 24 h. Los resultados mostrados son la media + SEM de cultivos por triplicado y la
significacion estadistica se indica como * p < 0.05, ** p < 0.001.

Figura 8. Inmunomarcaje de NFkB de cultivos HDF en 3D después del tratamiento con LPS y soportes con
ibuprofeno. Los fibroblastos se cultivaron en soportes Azowipe 3D (detalles en Materiales y Métodos) y se
expusieron a soportes cargados de ibuprofeno. El marcaje por inmunofluorescencia de células para la subunidad
p65 de NF-kB se us6 para demostrar la actividad relativa del factor de transcripcién. (a) Células no estimuladas
control. (b) HDF estimuladas con LPS (100 ngml'1) por 2h. (c) HDF estimuladas con LPS (100 ngml'1) por 2h
después de pre-incubacion con una mezcla de soportes de ibuprofeno PLA/PGA 50/50 de 75/25 y 50/50 por 24 h.
(d) HDF estimulada con LPS (100 ngml™") por 2h después de pre-incubacion con soportes de ibuprofeno PLA/PGA
75/25 (e) HDF estimuladas con LPS (100 ngml'1) por 2h después de pre-incubacién 50/50 soportes de ibuprofeno
PLA/PGA.

Figura 9. Cultivo de fibroblastos en soportes cargados de ibuprofeno. Los fibroblastos se cultivaron en
soportes controles y soportes de PLGA 75:25 cargados de ibuprofeno (detalles en Materiales y Métodos) durante
48hr (A) o 7 dias (B) y su supervivencia se evalu6 mediante el ensayo de MTT-ESTA. En A los soportes se
cargaron con 0, 1, 2, 5 0 10 % de ibuprofeno y después se lavaron por inmersion en medios durante 0, 24 o0 48
horas antes de cultivar las células en ellos. En B los soportes 0 no estaban cargados o estaban cargados con 10 %
de ibuprofeno y después se lavaron durante 0, 1 0 24 horas antes del cultivo celular. Los resultados mostrados son
la media + SD de pocillos de células por triplicado.

Figura 10. Liberacién de aspirina de soportes PLGA electrocentrifugados.

Perfil de liberacién de aspirina de tipos de soporte PLGA: 75/25. La concentracion de aspirina liberada a partir de
las fibras se control6 mediante el uso de espectroscopia UV/Visible (intensidad a 240 nm) en varios puntos de
tiempo durante un periodo de una semana y se compardé con valores de una curva de calibracion.

Descripcién detallada

La presente invencion proporciona un apésito para heridas que comprende un soporte electrocentrifugado, el soporte que
comprende un polimero o copolimero biodegradable y un farmaco antiinflamatorio no esteroideo (NSAID) en donde dicho
polimero o copolimero y dicho NSAID son capaces de disolverse cada uno en un disolvente comun y dicho NSAID es capaz
de catalizar la degradacién del polimero o copolimero, en donde: a) dicho polimero biodegradable es un colageno, un poli
alfa éster, un poliortoéster o un polianhidrido o un copolimero de estos, y b) dicho NSAID es &cido acetilsalicilico o un
NSAID propiénico. Los inventores han identificado de manera sorprendente que los NSAID son capaces de catalizar la
degradacion del polimero o copolimero y por lo tanto la ruptura de un soporte, lo que vuelve a estos soportes cargados
particularmente Utiles en la curacién de heridas y en superar las dificultades relacionadas con la retirada del aposito.

El apdsito de heridas inicialmente libera el NSAID mientras que actda simultaneamente como una guia de tejido temporal
para la regeneracién de la piel. Los apositos de heridas pueden degradarse en el lecho de la herida lo que deja las células
de la piel en su lugar de manera que no hay necesidad de quitar el apésito de la herida.

El nivel de NSAID liberado es suficiente para reducir la respuesta de las células a las principales citocinas pro-inflamatorias
sin comprometer la capacidad basica de los soportes para actuar como soportes dérmicos sustitutos para la unién y la
migracion de los fibroblastos dérmicos humanos.

Los inventores han demostrado la carga de ibuprofeno en soportes los que liberan el ibuprofeno durante varios dias. Los
niveles de ibuprofeno liberado son suficientes para reducir la respuesta de las células a las principales citocinas pro-
inflamatorias sin comprometer la capacidad basica de los soportes para actuar como soportes dérmicos sustitutos para la
unioén y la migracion de los fibroblastos dérmicos humanos.

Para cargar el ibuprofeno en los soportes la forma acida del ibuprofeno se disolvié en el mismo disolvente que el polimero
de PLGA (DCM) y esto dio una distribucion homogénea del ibuprofeno a través de las fibras del soporte. En contraste las
sales de sodio no se disolvieron en DCM y produjeron soportes muy irregulares en los que la liberacién del farmaco fue
mucho menos predecible. Por lo tanto, los farmacos que pueden disolverse en el disolvente organico del polimero pueden
centrifugarse directamente en las fibras de soporte.
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Los inventores han demostrado que aproximadamente el 10 % del ibuprofeno cargado se liberé de las fibras del soporte lo
largo de varios dias y que la incorporacion de ibuprofeno acelerd la descomposicion de las fibras. Se demostré que la
concentracion del ibuprofeno liberado fue suficiente para atenuar la respuesta inflamatoria de los fibroblastos a una
importante citocina pro-inflamatoria, el TNF-q, y a los lipopolisacaridos que normalmente se derivan de las bacterias.

Los soportes que liberan ibuprofeno ain conservaban la capacidad de actuar como soportes para la unién, la migracién y la
proliferacion de células de la piel. Esto se confirmé al examinar la unién y la proliferacion de fibroblastos dérmicos humanos
sobre los soportes. Los resultados mostraron que aunque se redujo la unién de las células a los soportes cargados de
ibuprofeno recién preparados a la mayor concentracién de ibuprofeno cargada (10 %), esto se restauré una vez que los
soportes habian estado en PBS durante 24 horas después de la esterilizacién, cuando la unién de células aumenté de
nuevo a los niveles observados en los soportes controles no cargados. Esto muestra que la carga de ibuprofeno en los
soportes no cambia su capacidad basica de actuar como fibras para la unién y la migracién de células de la piel e indica que
estas fibras pueden usarse como guias de tejido para aplicaciones en la curacién de heridas.

Con respecto a la curacion de heridas un cierto nivel de inflamacién acelera la curacién de las heridas ya que la liberacién
de citocinas pro-inflamatorias atrae células en el area de la herida - lo contrario también es cierto y un nivel de inflamacion
demasiado alto puede retardar la curacion de las heridas (Werner y Grose Physiol. Rev. 2003;83:835-870, Diegelmann y
Evans, Frontiers in Bioscience 2004;9:283-289.). Sin duda se piensa que este es el caso en muchas heridas crénicas
agresivas donde meses e incluso afos de actividad de metaloproteasas de la matriz y de secreciéon de citocinas pro-
inflamatorias crean ambientes del lecho de la herida en el que las células normales de la piel en el perimetro de la herida no
logran sobrevivir si migran hacia el lecho de la herida. Por lo tanto, las células capaces de curar las heridas fallan en su
movimiento hacia estos lechos de heridas agresivas ya que la matriz extracelular presente esta bajo constante degradacion
debido a las metaloproteasas de la matriz (por ejemplo Armstrong y Jude, Journal of the American Podiatric Medical
Association 2002;92(1):12-18).

La introduccién de un soporte de fibras sintéticas capaz de soportar la unién normal de las células de la piel y la migracién y
proliferaciéon ayudara a acelerar la curacién de heridas proporcionando un sustrato alternativo inmediato para células de piel
no afectadas en los margenes de la herida para migrar a través. La liberacion simultdnea de un agente antiinflamatorio de
estas fibras servira para reducir la inflamacién agresiva observada en estos lechos de herida inflamadas agresivas.

La curacion de heridas involucra las etapas de formacién de coagulos, tapar la herida, invasion del coagulo por las células
inflamatorias, fibroblastos y capilares, dibujar los bordes de la herida juntos, seguido por la migraciéon hacia delante de los
bordes de la epidermis de la herida para cubrir la superficie de la herida por reepitelizacion.

Como se usa en la presente descripcion, el término "herida" se refiere a, pero sin limitarse a: lesiones o trauma del tejido
interno o externo, preferentemente lesiéon o trauma de la epidermis y/o dermis de la piel. La herida puede ser una herida
aguda o una herida crénica. A modo de ejemplo, una herida aguda puede ser una incisién, laceracion, abrasién o
quemadura, una herida por puncién, una herida por penetracién o una herida debido a las enfermedades dermatoldgicas
tales como psoriasis, acné y eczema. A modo de ejemplo, una herida crénica puede ser una Ulcera venosa, una Ulcera
diabética, una Ulcera por presion, Ulcera de la cérnea, Ulcera digestiva o heridas como resultado de isquemia y
envenenamiento por radiacion.

Es una practica comun en el tratamiento de las heridas cubrir una herida con un apésito para heridas. Como se usa en la
presente descripcion, el término "apdsito para heridas" se refiere a un apdsito para la aplicacion a una herida, en donde
dicho apésito facilita los procesos curativos de la herida al proporcionar una superficie del soporte electrocentrifugado que
actla como una guia del tejido para la reparacion de heridas y reepitelizacion. El soporte electrocentrifugado comprende un
polimero o copolimero biodegradable y un farmaco antiinflamatorio no esteroideo, en donde dicho polimero o copolimero y
dicho NSAID son capaces de disolverse cada uno en un disolvente comun y dicho NSAID es capaz de catalizar la
degradacion del polimero o copolimero, en donde: a) dicho polimero biodegradable es un colageno, un poli alfa éster, un
poliortoéster o un polianhidrido o un copolimero de estos, y b) dicho NSAID es acido acetilsalicilico o un NSAID propiénico.

Preferentemente, un apoésito para heridas serd capaz de adherirse al sitio de la herida. También deberia ser no toxico y
provocar no mas que una respuesta alergénica minima. Ademas, el apdsito deberia prevenir que las infecciones bacterianas
o virales entren a la herida. Los ejemplos de apdsitos para heridas de la invencién se relacionan con cualquier estructura
adecuada para la aplicacion a una herida caracterizado por la presencia del soporte electrocentrifugado para la aplicacién a
una herida que comprende un polimero o copolimero biodegradable y un farmaco antiinflamatorio no esteroideo, en donde
dicho polimero o copolimero y dicho NSAID son capaces de disolverse cada uno en un disolvente comun y dicho NSAID es
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capaz de catalizar la degradacion del polimero o copolimero, en donde: a) dicho polimero biodegradable es un colageno, un
poli alfa éster, un poliortoéster o un polianhidrido o un copolimero de estos, y b) dicho NSAID es acido acetilsalicilico o un
NSAID propionico. A modo de ejemplo solamente, el apdsito puede ser protesis, implante, matriz, endoprétesis, placas de
cultivo celular, gasa, vendaje, yeso, matriz biodegradable y la pelicula polimérica.

El término "soporte", como se usa en la presente, se refiere a cualquier material que permite la adhesion de las células,
preferentemente la adhesién de las células involucradas en la curacién de heridas. "Adhesion", "adherir" o "adhiere" como
se usa en la presente descripcion, se refiere a las células que se adhieren directamente o indirectamente a un sustrato asi
como también a células que se adhieren a otras células.

Preferentemente el soporte es tridimensional.

Los soportes adecuados incluyen mallas, otras estructuras filamentosas, no tejidos, esponjas, materiales tejidos o no tejidos,
materiales de punto o no, fieltros, materiales porosos eluidos de sal, materiales porosos moldeados, soportes generados por
impresién en 3D, espumas, laminas perforadas, rejillas, fibras paralelas con otras fibras que cruzan en varios grados, y
combinaciones de estos. El nlcleo del soporte puede presentarse en una variedad de formas que incluyen laminas,
cilindros, tubos, esferas o perlas. El ndcleo del soporte puede fabricarse a partir de materiales absorbibles o no absorbibles.

Los soportes pueden estar formados de fibras de polimero, tejido o no tejido en mallas que pueden ser utilizadas para
soportar la adhesion de las células y el crecimiento. Estos soportes pueden formarse por fundicion, tejido, lavado de sales,
hilado, o moldeo.

El soporte comprende un soporte electrocentrifugado. Los términos "electrocentrifugar" o "electrocentrifugado”, como se usa
en la presente se refiere a cualquier método en el que los materiales son derramados, rociados, bombardeados, goteados, o
de otra manera transportados en la presencia de un campo eléctrico. El material electrocentrifugado puede depositarse a
partir de la direccién de un contenedor cargado hacia un objetivo conectado a tierra, o desde un recipiente conectado a
tierra en la direccion de un objetivo cargado. En particular, el término "electrocentrifugar” se refiere a un proceso en el que
las fibras se forman a partir de una solucién cargada que comprende al menos un material biolégico natural, al menos un
material polimero sintético, o una combinacion de estos enviando la solucidn con carga eléctrica a través de una abertura u
orificio hacia un objetivo a tierra.

Como se usa en la presente descripcion, los términos "solucion" y "fluido" se refiere a un liquido que es capaz de ser
cargado y que comprende al menos un material natural, al menos un polimero sintético, 0 una combinacién de estos).

El polimero electrocentrifugado puede ser un copolimero. El término "copolimero" como se usa en la presente descripcion
abarca copolimeros, terpolimeros, y composiciones poliméricas multiples de orden superior formadas por bloque, injerto o
combinacion aleatoria de componentes poliméricos.

Las propiedades de los materiales electrocentrifugados pueden ajustarse de acuerdo con las necesidades y
especificaciones de las células a suspender y cultivar dentro de estas. La porosidad, por lo tanto, puede variar de acuerdo
con el método de fabricacion de la matriz de los materiales electrocentrifugados.

Como se usa en la presente descripcion, el término un material biolégico natural puede ser un material organico de origen
natural que incluyen cualquier material que se encuentra naturalmente en el cuerpo de un mamifero, planta, u otro
organismo. Un material polimero sintético puede ser cualquier material preparado a través de un método de sintesis,
procesamiento, o fabricacion artificial. Preferentemente, el polimero es un material biolégicamente compatible. Los
materiales bioldgicos y poliméricos son capaces de ser cargados bajo un campo eléctrico.

Los materiales de origen natural adecuados incluyen, pero no se limitan a, amino&cidos, polipéptidos, péptidos
desnaturalizados tales como la gelatina de colageno desnaturalizado, carbohidratos, lipidos, acidos nucleicos,
glicoproteinas, lipoproteinas, glicolipidos, glicosaminoglicanos, y proteoglicanos. En una modalidad, el material de origen
natural es un material de matriz extracelular, por ejemplo, colageno, fibrina, elastina, laminina, fibronectina, heparina. Dicho
material de matriz extracelular puede aislarse de células, tales como células de mamifero, por ejemplo de origen humano.
Preferentemente, el material de origen natural es colageno.

Preferentemente, el soporte comprende un polimero sintético biocompatible. Los ejemplos de polimeros sintéticos
biocompatibles incluyen, pero sin limitarse a, poli(uretanos), poli(siloxanos) o siliconas, poli(etileno), polivinilo pirrolidona),
poli(2-hidroxi metacrilato de etilo), poli(N-vinilo pirrolidona), poli(metacrilato de metilo), alcohol polivinilico) (PVA), poli(acido
acrilico), acetato de polivinilo), poliacrilamina, poli(etileno-co-acetato de vinilo), poli(etilenglicol), poli(acido metacrilico), acido
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polilactico (PLA), &acidos poliglicélicos (PGA), poli(lactida-co-glicélidas) (PLGA), nilons, poliamidas, polianhidridos,
poli(etileno-co-alcohol vinilico) (EVOH), policaprolactona, poli(acetato de vinilo), hidréxido de polivinilo, poli(éxido de etileno)
(PEQ) y poliortoésteres preferentemente, el polimero biocompatible es PGLA.

La invencion incluye soportes que comprende una combinacién de polimeros sintéticos y material biolégico de origen
natural, por ejemplo, una combinaciéon de colageno y PLGA. Las cantidades relativas de los polimeros sintéticos y del
material biolégico de origen natural en la matriz pueden ajustarse para aplicaciones especificas.

Hay muchos factores que intervienen en el proceso de electrocentrifugacion que puede afectar el diametro de la fibra y
tamafio de poro de los soportes. Las variables claves son la viscosidad de la solucidon, tension superficial, y viscoelasticidad
de la soluciéon centrifugada. Estos estan directamente relacionadas con la concentracion de, y peso molecular del polimero,
asi como también con el solvente usado. Las propiedades dieléctricas de la solucidn también juegan un papel clave
(Kowalczyk y otros, Biomacromolecules. julio de 2008;9(7):2087-90; Thompson y otros, J.Polymer. 2007;48:6913-6922;
Mitchell y Sanders, J Biomed Mater Res A. julio de 2006;78(1):110-20).

Otra fuente de variacién en la electrocentrifugacién que tal vez no esta bien documentada es que una vez que el polimero
esta en solucion puede cambiar o degradarse durante el almacenamiento y la misma concentracién de polimero no siempre
produce una solucién con la misma viscosidad. Por lo tanto, el peso molecular del polimero disminuira rapidamente con el
tiempo (particularmente el PLGA 50/50). Por lo tanto, preferentemente se usa polimero fresco para la centrifugacion.

Preferentemente, la invencion incluye soportes formados a partir de la co-electrocentrifugacion de dicho polimero o
copolimero biodegradable junto con dicho NSAID. Como se usa en la presente, los términos "co-electrocentrifugar” y "co-
electrocentrifugado” se refieren a la produccién de fibras que comprenden multiples componentes a partir de una Unica
solucion que comprende cada uno de dichos componentes, por ejemplo una Unica solucién que comprende un polimero o
copolimero biodegradables junto con dicho NSAID. Dicho polimero o copolimero y dicho NSAID son capaces de disolverse
cada uno en un disolvente comun. Preferentemente dicho NSAID es directamente centrifugado en un soporte que
comprende dicho polimero o copolimero.

Como se usa en la presente descripcion, el término "biodegradable” se refiere al material o polimero que puede degradarse,
preferentemente adsorberse o degradarse en el cuerpo del paciente. El soporte es biodegradable, es decir, se forma de
materiales biodegradables, tales como polimeros biodegradables y material biolégico de origen natural. Los ejemplos de
materiales biodegradables incluyen, pero sin limitarse a colageno, poli(alfa ésteres) tales como poli(acido de lactato),
poli(acido glicélico), poliortoésteres, polianhidridos, acido poliglicélico y poliglactina, y copolimeros de estos.

Otros polimeros biodegradables adecuados descritos en la presente descripcién incluyen éter celulosa, celulosa, éster
celulésico, polietileno fluorado, fendlico, poli-4- metilpenteno, poliacrilonitrilo, poliamida, poliamidaimida, poliacrilato,
polibenzoxazol, policarbonato, policianoarieter, poliéster, poliéstercarbonato, poliéter, polieteretercetona, polieterimida,
poliétercetona, poliétersulfona, polietileno, polifluoroolefina, poliimida, poliolefina, polioxadiazol, 6xido de polifenileno, sulfuro
de polifenileno, polipropileno, poliestireno, polisuluro, polisulfona, politetrafluoetileno, politioeter, politriazol, poliuretano,
polivinilo, fluoruro de polivinilideno, celulosa regenerada, silicona, urea formaldehido, o copolimeros de estos.

Preferentemente, el material electrocentrifugado es un polilactido, o un derivado de este.

Preferentemente, el soporte electrocentrifugado es funcionalizado, por ejemplo, por la adicién de agentes pasivos o activos
tales como agentes terapéuticos o biolégicos adicionales.

Como se usa en la presente descripcién, el término "NSAID" y "compuesto antiinflamatorio no esteroide" NSAID, incluye
sales farmacéuticamente aceptables, complejos, ésteres, isbmeros farmacéuticamente aceptables de estos, y formas
cristalinas de estos. El término se relaciona con cualquier NSAID capaz de catalizar la degradaciéon de dicho soporte de
polimero o copolimero biodegradable.

Los NASID son un grupo bien definido de analgésicos no opioides caracterizados porque son medicamentos no esteroides
que actlan como agentes antiinflamatorios, analgésicos y antipiréticos.

Los ejemplos de NSAIDs incluyen, pero sin limitarse a NSAIDs que inhiben preferentemente Cox-1, tales como é&cidos
propidnicos, acido acético, acido fenamico, acidos bifenilcarboxilicos y oxicams.

Los NSAIDs de acido propidnico incluyen, pero sin limitarse a, ibuprofeno, naproxeno, benoxaprofeno, flurbiprofén,
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fenoprofeno, fenbufeno, cetoprofeno, indoprofeno, pirprofeno, carprofeno, oxaprozin, prapoprofeno, miroprofeno,
tioxaprofeno, suprofeno, alminoprofeno, acido tiaprofhico, fluprofeno, y acido bucléxico. Preferentemente el acido propiénico
es ibuprofeno.

Los acidos acéticos incluyen, pero sin limitarse a, indometacina, sulindaco, tolmetina, zomepirac, diclofenaco, fenclofenaco,
alclofenaco, ibufenac, isoxepaco, furofenaco, tiopinaco, zidometacina, acemetacina, fentiazac, clidanac y oxipinac.

Los acidos fenamicos incluyen pero sin limitarse a, acido mefenamico, acido meclofenamico, acido flufenamico, acido
niflimico y &cido tolfenamico. Los miembros preferidos del grupo acido fenamico incluyen acido mefenamico y acido
meclofenamico. Los acidos bifenilcarboxilicos incluyen, pero sin limitarse a, diflunisal y flufenisal. Oxicams incluyen
meloxicam, piroxicam, sudoxican, isoxicam.

Alternativamente, el NASID es un NSAID que inhibe preferentemente Cox-2, tal como lumiracoxib, celecoxib, rofecoxib,
valdecoxib, parecoxib.

Alternativamente, el NASID es un salicilato, tal como aspirina.

Como se usa en la presente descripcion, el término "degradacion” se relaciona con la descomposicion de la estructura del
polimero del soporte. Esta descomposicién de la integridad estructural se acompafna de la liberacién del soporte de
productos de degradacion del polimero y una reduccion en la resistencia mecanica del soporte.

Ejemplos

Materiales y Métodos

1. Sintesis y caracterizacién del soporte
A. Polimeros

Para este estudio tres copolimeros de poli(D,L-lactida-co-glicélida) (PLGA) con diferentes relaciones de lactida a glicélida
75:25 (Mw 66-107k), 50:50 (Mw 40-75k) y una mezcla 1:1 de estos dos se us6. Todos los copolimeros PLGA se adquirieron
de Sigma Aldrich. Los polimeros se disolvieron en diclorometano (DCM) para formar soluciones de viscosidades adecuadas
para la electrocentrifugacién; 75:25 y 50:50 para formar soluciones de 20 % y 25 % (p/p), respectivamente, y volimenes
iguales de estas soluciones se usaron para formar la mezcla. Se afnadié ibuprofeno en polvo (Sigma Aldrich) a las
soluciones de polimero en DCM para formar mezclas homogéneas (de 1-10 % en peso de ibuprofeno afiadido con relacién
al peso del polimero).

B. Condiciones de electrocentrifugacion

Las soluciones de polimeros se cargaron en jeringas de 2 ml equipadas con agujas de acero inoxidable de punta roma con
un diametro interno de 0.8 mm (I&J Fisnar Inc.). Las soluciones se liberaron a una velocidad de alimentacién constante de
3.5 ml’hr mediante el uso de una bomba de jeringa programable (Aladdin 1000) y se electrocentrifugaron horizontalmente
con un voltaje de aceleracion de 15 kV suministrado por una fuente de energia de alto voltaje (Brandenburg, Alpha serie Il1).
Se recolectaron esterillas fibrosas en laminas de papel de aluminio (18 cm por 16 cm) envueltas alrededor de un colector
giratorio de aluminio conectado a tierra (que gira a 300 rpm) 20 cm de la punta de la aguja. La formacion/estabilidad del
chorro se ayudd por medio de un anillo de enfoque de aluminio a un voltaje de 15 kV, 5 mm detras de la punta de la aguja.
Los soportes se produjeron en una habitacion con aire acondicionado a 21 °C con una humedad relativa de ~30 %, seguido
de secado a vacio a temperatura ambiente durante un minimo de 24 horas. Para analizar el efecto del medio ambiente
(humedad y temperatura) sobre la reproducibilidad del soporte, ocasionalmente los soportes se centrifugaron en condiciones
de alta humedad (>85 % de humedad relativa) y no se secaron al vacio.

C. Deteccion de la liberacién de ibuprofeno a partir de soportes mediante espectroscopia UV/Visible
La liberacién del ibuprofeno a partir de los tres tipos de soporte (cada uno cargado con 10 % de ibuprofeno) se controld
mediante espectroscopia UV/Visible. Una pieza de 25 mg de soporte se cortd de cada soporte producido y se sumergié en 3

ml de agua pura. Se midid la intensidad a 222 nm (la Amax de IBU) en varios puntos de tiempo hasta una semana, y los
valores se compararon con una curva estandar de ibuprofeno calculada previamente.
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D. Degradacion de los soportes in vitro

Los soportes con o sin ibuprofeno se cortaron en discos de 18 mm mediante el uso de un perforador de tejido y se
esterilizaron al atomizarlos suavemente con EtOH al 70 % y se dejaron secar en una campana de flujo estéril. Después los
soportes se sumergieron en 1 ml de solucién de Ringer con 100 IU/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina y se
incubaron a 37 °C. Para probar el efecto del pH sobre la degradacion del soporte, se colocaron en solucién de Ringer en 3
valores de pH diferentes (6, 7.4 y 8.5). Se tomaron muestras de esta solucién diariamente para monitorear los cambios de
pH. Los cambios fisicos en las esterillas del soporte también se registraron diariamente al tomar microfotografias 6pticas de
los soportes.

2. Respuesta de las células a los soportes en cultivos 2D y 3D
A. Cultivo de queratinocitos y fibroblastos humanos normales

Los fibroblastos humanos normales se aislaron y cultivaron como se describié previamente (Ralston y otros, 1997). Se
usaron fibroblastos de 3-7 pases. Los queratinocitos se cultivaron en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
suplementado con 10 % (v/v) de suero bovino fetal (FCS), 2 mM de glutamina, 0.625 ug/ml de anfotericina B, 100 Ul/ml de
penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina. La preparacion de construcciones de ingenieria de tejidos en 3D ya sea en
soportes Azowipe® (soportes de microfibras de rayén viscoso no tejido unidos con un copolimero de estireno-butadieno,
Vernon-Carus, Chorley, Reino Unido) o soportes de PLGA 75:25 se realizd6 como se describié previamente (Blackwood y
otros, Biomateriales. 2008; 29(21):3091-104).

B. Deteccion de la actividad metabolica celular a través del ensayo de MTT-ESTA

El efecto del ibuprofeno (sal sédica o mezcla de isémeros; Sigma-Aldrich, Reino Unido) sobre la actividad metabdlica
celular, se estudié al afiadir ibuprofeno directamente sobre las células o al examinar su liberacion a partir de los soportes
tanto en monocapas (2D) como en soportes 3D. Para el andlisis 2D, se cultlvaron 3x10* células HDF/pocillo en placas de 24
pocillos hasta un 80 % de confluencia. Para el anlisis 3D, se cultivaron 3x10° células HDF/pocillo en placas de 12 pocillos
en 2 capas de un soporte de rayon viscoso durante 48 horas. Los soportes (con y sin ibuprofeno) se colocaron por encima
de las células cultivadas mediante el uso de insertos de co-cultivo de manera que los soportes estaban inmersos en los
mismos medios que las células durante 24 horas, pero estaban separados fisicamente de los fibroblastos. La actividad
metabdlica celular (en 2D o 3D) se evalué mediante el uso de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazolio)
(Sigma-Aldrich, St Louis MO). Brevemente, las células se lavaron tres veces en PBS, y después se incubaron con solucién
de MTT (0.5 mg/ml de MTT en PBS, 1y 2 ml por pocillo de las placas de 24 y 12 pocillos, respectivamente) durante 1 hora a
37 °C en una incubadora humidificada (5 % de CO,/ 95 %de aire). En las células viables sanas, el MTT se reduce a una sal
de formazan de color purpura por la actividad de la enzima mitocondrial succinil deshidrogenasa. Después de 60 minutos, la
solucién se aspird y el producto de formazan intracelular insoluble se SO|UbI|IZO y se liber6 de las células mediante la adicién
de iso-propanol (0.5 ml por pocillo de la placa de 24 pocillos 0 1 ml / cm? de tejido cultivado) y se incubaron durante 10 min.
La densidad o6ptica a 540 nm se midi6 después mediante el uso de un espectrofotdémetro de lectura de placas.

C. Visualizacién de las células cultivadas dentro de los soportes mediante una tincién para la produccién de colageno

Para analizar el efecto de las condiciones ambientales de centrifugacion (humedad y temperatura) sobre la estructura fisica
de los soportes y sobre el crecimiento celular, se probaron cultivos 3D en soportes PLGA electrocentrifugados bajo
diferentes condiciones para determinar la deposicion de colageno. La deposicién de colageno sobre las fibras del soporte se
analizé como se describe en Blackwood y otros, 2008. Brevemente, las construcciones se cultivaron durante 7 dias,
después se lavaron 3 veces en PBS y se fijaron en formalina al 4 %. Después de 3 lavados con PBS las construcciones se
tiferon para determinar la deposicion de colageno en una solucién de 0.1 % de rojo sirio F3B (C.I. 35780, Direct Red 80,
Sigma-Aldrich) en acido picrico saturado durante 18 horas. Después de eso, las construcciones se lavaron con agua hasta
que no se eluyd mas coloracion roja. Los soportes tefiidos con rojo picrosirio se fotografiaron después con una camara
digital.

D. Investigacién del efecto antiinflamatorio del ibuprofeno y de soportes cargados de ibuprofeno mediante inmunomarcaje de
fibroblastos para la deteccion de la activacion de NF-«kB/p65

Se us6 LPS de E. coli serotipo O111:B4 (Sigma-Aldrich) a 100 ng/mL o TNF-a (Sigma-Aldrich) a 1000 U/ml como control
positivo para la activacién de NF-kB en fibroblastos. En experimentos preliminares, se us6 ibuprofeno (10'3 y 10 M, sal
sodica y mezcla de is6meros; Sigma-Aldrich, UK) para regular negativamente la activacion de NF-kB. Después se
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examinaron los soportes de PLGA (75/25, 50/50 y una mezcla 1: 1 de estos dos) cargados de 10 % de ibuprofeno. Los
controles negativos se produjeron al incubar las células en DMEM normal. Todos los experimentos se realizaron por
triplicado.

Tras los tratamientos con ibuprofeno, las monocapas se lavaron en PBS y las células se fijaron en formalina al 10 % (500 pL
por pocillo) durante 30 minutos. Las monocapas celulares se lavaron otras tres veces en PBS, antes de la permeabilizacién
celular con Triton X100 al 0.1 % durante 20 minutos. Subsecuentemente, las células se lavaron tres veces con PBS. Los
sitios de unién no reactivos se bloquearon al afiadir una solucién de leche en polvo al 5 % a cada pocillo durante 1 hora. Se
realizaron otros tres lavados en PBS antes de la incubacién con la solucion del primer anticuerpo. El primer anticuerpo (IgG
policlonal de conejo anti NF-kB p65 C-20 humano, Santa Cruz Biotechnology Inc., CA) se afadi6 a una concentracion de
1:100 en PBS-leche en polvo al 1 %. Las células se incubaron en la soluciéon de anticuerpo a 4 °C durante 18 horas. Las
células se lavaron tres veces mas en PBS. Posteriormente, las células se incubaron con anticuerpo de cabra anti-conejo
biotinilado (1: 1000) (Vector Laboratories, CA) en PBS-leche en polvo al 1 %. Después las células se lavaron otras tres
veces en PBS. Se anadié después el conjugado estreptavidina-FITC (Vector Laboratories, CA) a los pocillos a una
concentracion de 1:100 en PBS. Se realizaron otros tres lavados en PBS. Después de este tiempo, la tincion fluorescente se
visualiz6 mediante el uso de un sistema expreso de imagenes AXON (Axon Instruments/Molecular Devices, Union City, CA).
Brevemente, las microfotografias de fluorescencia de muestras inmunomarcadas se tomaron mediante el uso de iluminacién
de epifluorescencia en Aex 495 NmM Aem 515 nm (para la visualizaciéon de FITC); Aex 358 nm Aem 461 nm (para la visualizacion
de DAPI). La fluorescencia de DAPI se usé para identificar la posicion nuclear. El limite entre el nlcleo y el citoplasma se
delimité con un programa informatico de andlisis (ImageXpress Console 1.0) mediante el uso de microfotografias de DAPI
en una muestra de al menos 100 conteos celulares por campo visual. Dentro de la region definida, se us6 la intensidad del
marcaje de FITC (NF-kB/p65) para calcular la activacion para cada microfotografia y muestra. El célculo de la activacion de
NF-kB se realiz6 manualmente de acuerdo con la posicion intracelular (como se describié anteriormente en Moustafa y
otros, J Invest Dermatol. 2002 Dic; 119(6):1244-53 y Canton y otros, Tissue Ing. 2007;13(5):1013-24), donde la localizacién
nuclear total indica la plena activacion de NF-kB y la ausencia de localizacion nuclear indica NF-kB inactivo. El marcaje de
p65 tanto en nucleo como en citosol se tomd como una activacion parcial. El andlisis de las microfotografias se realizé por
triplicado.

Para las células cultivadas en soportes 3D las metodologias usadas fueron las descritas en Sun y otros, J Mater Sci Mater
Med. 2004;15(7): 743-9. Para la investigacion de la union y la migracion de fibroblastos sobre soportes cargados de
ibuprofeno - esto se examiné al cargar células sobre soportes que contenian 0, 2, 5y 10 % de ibuprofeno y cultivar las
células durante 7 dias antes de la evaluacion de la viabilidad celular mediante el uso de MTT ESTA. En estos experimentos
algunas muestras de soportes se lavaron mediante inmersion en los medios durante varios periodos de 1 a 48 horas antes
de la adicion de las células como se indicé.

E. Estadisticas

Se usé la prueba t de Student no pareada para evaluar la significacién de las diferencias entre los resultados.

3. Soportes cargados de aspirina

A. Materiales

Acido acetilsalicilico (Aspirina) y poli(D,L-lactida-co-glicélida) (75/25) se adquirieron de Sigma Aldrich y se usaron como se
recibieron.

B. Fibras cargadas con aspirina electrocentrifugadas

A una solucion de 20 % en peso de PLGA (75/25) en diclorometano, se afiadié 10 % en peso de acido acetilsalicilico (con
relacion al polimero) y se agité hasta que se disolvié completamente, lo que produjo una solucion homogénea. Las
condiciones de electrocentrifugacion fueron similares a las de los soportes fibrosos de PLGA 75/25 cargados de ibuprofeno,
descritas anteriormente.

C. Liberacion de Aspirina

La liberacion de aspirina a partir de las fibras se monitore6 mediante el uso de espectroscopia UV/Visible (intensidad a 240
nm) en varios puntos de tiempo durante un periodo de una semana y se comparé con valores de la curva de calibracién.
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Para cada experimento, se corté una seccién de soporte (10 mg) y se sumergi6é en agua pura (3 ml). Esto corresponde a
aproximadamente 1.0 mg de aspirina que es equivalente a una concentracion maxima calculada de 1.68 mM.

Resultados
1. Sintesis y caracterizacién del soporte

A. Desarrollo de condiciones reproducibles de centrifugacion para la produccion de material electrocentrifugado con
ibuprofeno

Los soportes de PLGA se electrocentrifugaron a partir de soluciones de DCM cargados con 1-10 % en peso de ibuprofeno
con relacion al polimero para producir fibras en la que el ibuprofeno se dispersé uniformemente (ver la Figura 1A, Dy F). La
presencia de la forma acida de ibuprofeno no alter6 significativamente la apariencia de los soportes fibrosos como se
muestra en la Figura 1. Se us6 la forma acida ya que la sal sodica de ibuprofeno era insoluble en disolventes adecuados
para el procesamiento del polimero. Se encontré que este Ultimo resultd en una dispersién heterogénea del farmaco en la
solucién de centrifugacién y en la centrifugacion, el farmaco tenia una tendencia de llegar a la superficie de las fibras debido
a las fuerzas electrostaticas involucradas en el proceso (ver la Figura 1 B).

Se ha observado que las fibras producidas de esta manera tienen una liberacion rapida abrupta cuando se sumergen en
medios acuosos (Taepaiboon, y otros, Nanotechnology. 2006;17:2317-232). En consecuencia para lograr una liberacion
mas sostenida, se prepararon soluciones homogéneas del polimero y de la mezcla de isémeros de ibuprofeno (forma acida)
en diclorometano (DCM) para todos los estudios posteriores.

Las concentraciones de los varios polimeros y los parametros de electrocentrifugacion fueron similares a los descritos
anteriormente por nosotros (Blackwood y otros, Biomaterials. 2008; 29(21):3091-104). Se anadié 1-10 % en peso de
ibuprofeno (con relacién al polimero) y cada solucién se disolvié completamente antes de la centrifugacion. Para la 'mezcla’
de polimeros 1:1, se mezclaron voliumenes iguales de las soluciones de PLGA 50/50 (con ibuprofeno) y 75/25 (con
ibuprofeno).

La temperatura y la humedad del medio ambiente en las que se realizé la electrocentrifugacion influenciaron fuertemente las
propiedades fisicas del soporte. Debido a la rapida evaporacion del disolvente de la solucién de centrifugacién a medida que
las fibras expulsadas se secan, se vuelve mas fria que sus alrededores y el vapor de agua se condensa sobre ella. La
centrifugacion en condiciones de humedad produjo soportes en los que las células se contrajeron independientemente del
tipo de células cultivadas sobre ellos o la presencia o ausencia de suero en el medio (Figura 2A). Aqui puede observarse
que después de sélo unos pocos dias en cultivo con células (fibroblastos, queratinocitos y co-cultivos de ambos), los
soportes experimentaron modificaciones fisicas obvias (contraccién, pérdida de grosor y las fibras fusionadas entre si para
producir una morfologia similar a una pelicula porosa). Sin embargo, el secado al vacio de los soportes inmediatamente
después de la centrifugacién con el objetivo de eliminar completamente cualquier agua superficial produjo soportes que eran
mucho mas resistentes a la contraccién de las células como se observa en la Figura 2B.

B. Liberacion de ibuprofeno a partir de los soportes y degradacion in vitro de soportes

La liberacion del ibuprofeno a partir de los tres tipos de soporte (cada uno que contenia ibuprofeno al 10 %) se monitore6
mediante espectrometria UV/Visible. Para cada experimento, se cortdé una pieza de soporte de 25 mg y se sumergié en 3 ml
de agua pura. Esto correspondié a alrededor de 2.5 mg de ibuprofeno por muestra, que es equivalente a una concentracion
maxima calculada de 4.1 mM, 3.9 mM y 3.2 mM para el 50/50, 75/25 y la mezcla respectivamente. La liberacién de
ibuprofeno a partir de las muestras se monitored con espectroscopia UV/Visible a 222 nm (la Amax de ibuprofeno) en varios
puntos de tiempo y se comparé con los valores de la curva de calibracion. Los perfiles de liberacion para los tres soportes se
muestran en la Figura3 ayb.

Todos los soportes mostraron un comportamiento similar, con una liberacion rapida inicial del farmaco durante las primeras
8 horas (como se muestra en una escala ampliada en la Figura 3b). Esta liberacién rapida inicial de ibuprofeno se siguio
después por una liberaciéon sostenida durante los seis dias siguientes (como se muestra en la Figura 3a), punto en el cual
ninguno de los soportes habia liberado totalmente el farmaco; de hecho, las concentraciones del farmaco en solucion fueron
alrededor de un orden de magnitud inferior a los valores calculados para la cantidad total del farmaco presente. En
consecuencia los soportes parecen haber perdido aproximadamente una décima parte de su carga de ibuprofeno durante 7
dias.
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Cuanto mayor sea el porcentaje de glicélido con respecto a lactida en el copolimero, mas rapida sera la descomposicién de
los soportes tanto in vivo como in vitro (Blackwood y otros, Biomaterials. 2008; 29(21):3091-104). El soporte de 50/50 se
descompuso muy rapidamente (dentro de una semana in vitro) en comparacién con aquellos compuestos por 75 % de
lactida y 25 % de glicélido que tomaron alrededor de 3 meses. Por lo tanto inicialmente el trabajo se centrd en el soporte
50/50 como el mejor candidato para un apdsito de liberacion de ibuprofeno que se degradaria en el lecho de la herida. Sin
embargo, la degradacién hidrolitica de PLGA se cataliza por &cido y se considerd que la presencia de ibuprofeno (&cido)
dentro del soporte podria tener un efecto sobre la velocidad de descomposicién del soporte.

En consecuencia, se investigd el efecto de incluir ibuprofeno en los soportes sobre la degradacién in vitro de los soportes
con diferentes proporciones de glicolido (50/50, 75/25 y una mezcla 1:1 de 50/50 y 75/25). Ademas como se ha informado
que el pH en heridas que no cicatrizan puede variar de acido a basico (Dissemond y otros, Hautarzt. 2003 Oct;54(10):959-
65), estas variaciones en el pH se imitaron in vitro en solucion de Ringer a pH 6, 7.4 y 8.5. En la Figura 4 mostramos
microfotografias Opticas de algunas de las fibras de soporte 75:25 en los tiempos 0, 1y 6 dias con y sin ibuprofeno. La Tabla
2 resume los datos de degradacién de estos experimentos.

Para comenzar, todos los soportes tenian un aspecto similar (con fibras en el intervalo de 2-5 pum) lo mismo si los soportes
contenian ibuprofeno o no (Figura 4). Sin embargo, para el dia 6 los soportes que llevaban ibuprofeno habian perdido toda
su integridad estructural. En contraste los soportes de PLGA (independientemente del contenido de glicélido) sin ibuprofeno
mantenian apariencias similares a los observados en el dia 0 (Figura 4 y Tabla 1).

Tabla 1. pHJr de la solucion de Ringers alrededor del soporte

pH inicial pH6 pH7.4 pH8.5
Ibuprofeno - + - + - +
75:25 4.7 4.4 5.5 5.0 5.0 5.6
Day 1 50:50 4.4 4.4 5.0 4.5 4.4 5.6
mezcla 4.1 3.2 5.0 5.3 4.7 5.6
75:25 3.6 2.6 4.1 3.5 3.5 4.7
Dia 6 50:50 4.1 4.1 4.4 3.5 4.1 4.7
mezcla 3.5 2.6 3.4 4.4 29 4.7

tsoportes (con o sin ibuprofeno; 50:50, 75:25, y la mezcla) se cortaron en discos de 18 mm de
didametro mediante el uso de un perforador de tejido. Los soportes se sumergieron en 1 ml de
solucién de Ringer con antibiéticos (1.25ug/ml anfotericina B, 200 1U/ml penicilina y 200 pg/ml
estreptomicina)

y se incubaron a 37 °C. El pH de la solucion alrededor del soporte se monitoreé los dias 0 (pH
inicial)-no mostrado y los dias 1 y 6.

Esta degradacion fue independiente, ademas, del pH inicial de la solucién de Ringer que no cambi6 significativamente del
pH de 4-5 observado en la solucién de Ringer alrededor del soporte en el dia 1. Esto no cambi6 significativamente durante
los 6 dias del experimento (Tabla 2).

Como se resume en la Tabla 2 el contenido de glicolido fue un factor clave en la aceleracion de la velocidad de degradacién
de las fibras. El soporte de PLGA 50/50 tuvo la mayor velocidad de degradacién con ibuprofeno presente, de hecho en el dia
uno la estructura fisica del soporte 50/50 con ibuprofeno mostré cierta fusion de las fibras (como se muestra en la Figura 4C
y se resume en la Tabla 2).
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Tabla 2 Efecto del ibuprofeno y del pH en la degradacién in vitro de los soportes de PLGA
Extension visible de la degradacion

Soportes Control + soportes de ibuprofeno
Dia Polimero pH6 | pH74 | pH85 | pH6 pH7.4 pH 8.5

0 50:50 0 0 0 0 0 0
75:25 0 0 0 0 0 0

1:1 de anteriormente 0 0 0 0 0 0

1 50:50 0 0 0 + + ¥
75:25 0 0 0 + + +

1:1 de anteriormente 0 0 0 + + +

6 50:50 0 0 0 ++ ++ ++
75:25 0 0 0 ++ ++ ++

1:1 de anteriormente 0 0 0 ++ ++ ++

La degradacién visible se clasificé como ninguna = 0, alguna + o extensa ++

2. Respuesta de la célula a los soportes
A. Respuestas citotéxica y anti-inflamatoria de las células al ibuprofeno

Inicialmente fue necesario determinar qué concentraciones de ibuprofeno serian anti-inflamatorias sin ser citotoxicas para
las células. En consecuencia, tanto la sal sddica de ibuprofeno como una mezcla de isémeros de ibuprofeno (forma acida)
se ensayaron para determinar sus efectos sobre la viabilidad de los fibroblastos (los resultados se resumen en la Tabla 3).
Ambas formas de ibuprofeno se desempefiaron de manera similar, donde las células toleraron concentraciones de
ibuprofeno hasta 10° M (p<0.05), pero mostraron una respuesta citotoxica a concentraciones de 102 M. Para estudios
futuros las concentraciones de ibuprofeno investigadas no excedieron 10° M.

Tabla 3. Efecto de Nalbu y una mezcla de isémeros de ibuprofeno sobre la viabilidad de HDF
(Ensayo MTT-ESTA)

El efecto de una exposicion de 24 h a ibuprofeno sobre la viabilidad de fibroblastos humanos se
evalué mediante el uso del ensayo MTT-ESTA. Los resultados mostrados son la media +- SEM
de tres pocillos. Los valores que difieren de los controles se indican como *p <0.05

Tratamiento Sal sédica de ibuprofeno Mezcla de isémeros de ibuprofeno
% Viabilidad SEM valor p % Viabilidad SEM valor p
control 100 16.43 100 16.43
10° 102.17 17.711 109.43 15.53
10° 100.43 18.55 111.80 13.19
10" 98.21 14.04 108.56 15.71
10° 90.33 11.70 101.11 18.30
107 38.25 5.79 | p<0.05 7.20 2.47 | p<0.05

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2527942 T3

Seguidamente, examinamos los efectos del ibuprofeno sobre la activacion de NF-kB inducida por LPS y TNF en fibroblastos
(Figuras 5y 6). Las concentraciones de ibuprofeno de 10 y 10° M - tanto la sal de ibuprofeno como la mezcla de isémeros
de ibuprofeno -fueron capaces de reducir significativamente la respuesta a LPS y TNF-ka como se ilustra en la Figura 5 y los
datos cuantitativos se muestran en la Figura 6. En estos experimentos LPS y TNF-a produjeron un 80 % de activacion del
NF-kB.

B. Respuestas citotdxica y anti-inflamatoria de las células a los soportes con ibuprofeno.

La siguiente etapa de experimentacion fue colocar soportes de PLLA-PGA tanto no cargados como cargados con ibuprofeno
encima de cultivos de fibroblastos en soportes 3D. Después se investigé el efecto de los soportes de PLGA sobre la
viabilidad celular y sobre la respuesta de las células a una estimulacién pro-inflamatoria. Los soportes cargados se
examinaron de dos maneras. Algunos se dejaron sin lavar deliberadamente de manera que se obtendria cualquier liberacién
abrupta inicial de ibuprofeno en estos experimentos. Otros se lavaron vigorosamente en EtOH al 70 % y después se lavaron
tres veces en PBS para eliminar cualquier ibuprofeno débilmente unido.

No hubo un efecto significativo de los soportes lavados y sin lavar sobre la viabilidad de las monocapas de fibroblastos
colocadas bajo estos soportes independientemente de si los soportes se cargaron con 10 % de ibuprofeno o no.

Cualquier liberacion abrupta inicial de ibuprofeno a partir de los soportes no parece ser lo suficientemente alta como para
afectar negativamente la viabilidad celular adyacente en un grado significativo. Los calculos de la liberacién maxima de
ibuprofeno hacia el ml uno de los medios durante 24 horas dieron un maximo teérico de 0.4 mM (como se deriva de la
Seccidn 2 anterior suponiendo aproximadamente un 10 % de liberacién del 10 % de ibuprofeno cargado en los soportes.

Con respecto a los efectos anti-inflamatorios del ibuprofeno la incubacién de las monocapas 2D de fibroblastos con los
soportes que contenian ibuprofeno redujo significativamente la translocacion de NF-kB estimulada por LPS en todos los
casos (p<0.05) (Figura 7). La inhibicion observada con los tres soportes diferentes no fue diferente significativamente, y
comparable a la observada cuando las células se incubaron con una mezcla de isémeros de ibuprofeno a 10* M como se
muestra en la Figura 6. Por lo tanto parece que el 10 % de ibuprofeno cargado en soportes se liber6 a partir de los soportes
en concentraciones apropiadas para inhibir la sefalizacién inflamatoria en los fibroblastos.

Se examind el efecto de los soportes que contienen ibuprofeno sobre células cultivadas en 3D. En la Figura 8 se muestran
imagenes ilustrativas de la apariencia de estas células en 3D. Si bien es técnicamente dificil estimar la activacién de NF-kB
mediante el uso de la translocacién de p65 en 3D, pudieron notarse dos puntos de este estudio. En primer lugar hubo una
menor activacién de las células con LPS en 3D que en 2D (como se ha informado por este y otros laboratorios) las células
frecuentemente hacen frente mejor a los insultos cuando estan en 3D en lugar de 2D (Sun y otros, J Mater Sci Mater Med.
2004;15(7): 743-9) y en segundo lugar los soportes con 10 % de ibuprofeno fueron capaces de reducir la activacién de NF-
kB por LPS en estas células en 3D.

C. Capacidad de soportes cargados de ibuprofeno para soportar la unién y la proliferacién de células

Finalmente una comparacion de la unién y la proliferacion de fibroblastos sobre los soportes mostré que los fibroblastos se
unieron y proliferaron sobre los soportes cargados con 1,2 y 5 % en peso de ibuprofeno, asi como sobre soportes no
cargados (Figura 9a). Sin embargo la carga de los soportes con 10 % de ibuprofeno si redujo la unién celular inicial, pero
esto pudo restaurarse parcialmente (ver la Figura 9a) o totalmente (ver la Figura 9b) a niveles controles mediante el lavado
de los soportes durante 24 horas (en consonancia con los soportes que liberan algo de su ibuprofeno).

Esto muestra que las fibras cargadas con ibuprofeno siguen siendo capaces de proporcionar un sustrato para que estas
células se unan y migren sobre él y se confirma por los resultados que se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Efecto de los soportes cargados con ibuprofeno en la viabilidad de los fibroblastos en

cultivos 3D
Tratamiento del Composicion del % viabilidad
soporte soporte normalizado
Mezcla 94.0+1.1
Lavado 75/25 94.4+4.5
Soportes control sin 50/50 73.87.2
carga Mezcla 74.847.0
No lavado 75/25 70.6+9.2
50/50 74.2+11.9
mezcla 108.5+4.5
Lavado 75/25 112.4+0.2
Soportes cargados de 50/50 82.1+11.3
ibuprofeno Mezcla 85.5+10.4
No lavado 75/25 98.5+7.2
50/50 101.1£7.2

Los fibroblastos se cultivaron en cultivos en 3D (por triplicado) y los efectos de los soportes cargados o no cargados con
ibuprofeno se examinaron en estos cultivos durante 24 horas al evaluar la viabilidad celular por el ensayo MTT ESTA. Los
resultados mostrados son la media + SEM de triplicados de la viabilidad celular con relacién a los cultivos controles no
expuestos a los soportes.

Las composiciones de los soportes fueron copolimeros de poli(D,L-lactida-co-glicélido) (PLGA) se electrocentrifugaron para
producir los soportes con diferentes proporciones de lactida con respecto al glicélido [75:25 (Mw 66-107k), 50:50 (Mw 40-
75Kk) y una mezcla 1:1 de estos dos.

Los tratamientos de los soportes fueron los siguientes. Todos los soportes con o sin ibuprofeno se esterilizaron inicialmente
mediante el uso de EtOH al 70 %. Los soportes se lavaron después en medio de células durante unos pocos segundos
antes de colocarlos sobre los cultivos en 3D. Para los soportes con ibuprofeno referidos como soportes lavados, éstos se
lavaron en PBS durante 1 hora para permitir cualquier liberacion inicial de ibuprofeno y después se lavaron brevemente en
medio de células durante unos pocos segundos antes de colocarlos sobre los soportes en 3D que contenian fibroblastos.

3. Soportes cargados de aspirina

A. Resultados

La concentracién total de aspirina en la muestra de 10 mg de soporte (en 3 ml de agua) fue de 1.68 mM y tras una semana
solo el 37 % de esta se habia liberado. Al igual que con los soportes cargados de ibuprofeno, hubo una liberacion inicial
rapida en las primeras 8 horas mas o menos, seguida de una liberacién mas sostenida y gradual durante los siguientes 7
dias.

B. Discusién

El perfil de liberacion de la aspirina a partir de los soportes fibrosos de PLGA fue muy similar al observado para los soportes

cargados de ibuprofeno, con una liberacion rapida inicial durante las primeras 8 horas. Después de la liberacién abrupta
inicial, se observa una liberacién mas sostenida ya que las fibras comienzan a degradarse pero en cada caso los soportes
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s6lo habian liberado un porcentaje (aproximadamente el 10 % para el ibuprofeno y el 37 % para la aspirina) después de 7
dias sumergidos en agua, como se ilustra en la Figura 10.
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Reivindicaciones

1. Un soporte electrocentrifugado, que comprende un polimero o copolimero biodegradable y un farmaco antiinflamatorio no
esteroideo (NSAID), en donde dicho polimero o copolimero y dicho NSAID son capaces de disolverse cada uno en un
disolvente comun y dicho NSAID es capaz de catalizar la degradacién del polimero o copolimero, en donde:

a) dicho polimero biodegradable es un colageno, un poli alfa éster, un poliortoéster o un polianhidrido o un
copolimero de estos, y
b) dicho NSAID es acido acetilsalicilico o un NSAID propiénico.

N

. Un soporte electrocentrifugado de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicho polimero es acido polilactato o acido
poliglicélico.

3. Un soporte electrocentrifugado de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho NSAID es [4cido 2-(4-
isobutilfenil)propidnico].

B

. Un soporte electrocentrifugado de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho copolimero es un copolimero de acido
polilactato y acido poliglicélico.

5. Un soporte electrocentrifugado de acuerdo con la reivindicacién 4, en donde dicho copolimero es un poli(D,L-lactico-co-
glicélida), y opcionalmente en donde dicho poli(D,L-lactico-co-glicélida) tiene una relacién de 75:25 lactida a glicélida o
dicho poli(D,L-lactico a co-glicélida) tiene una relacién de 50:50 lactida a glicélida.

6. Un soporte electrocentrifugado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde dicho soporte
comprende de aproximadamente 5 % a aproximadamente 30 % en peso de NSAID, de aproximadamente 10 % a 20 %
en peso de NSAID, o aproximadamente 10 % en peso de NSAID.

~

. Un aposito para heridas que comprende el soporte electrocentrifugado of cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

8. Un soporte electrocentrifugado, dicho soporte que comprende un polimero o copolimero biodegradable y un farmaco
antiinflamatorio no esteroideo (NSAID), para usar como un medicamento, en donde dicho polimero o copolimero y dicho
NSAID son capaces de disolverse cada uno en un disolvente comun y dicho NSAID es capaz de catalizar la degradacion
del polimero o copolimero, en donde:

a) dicho polimero biodegradable es un colageno, un poli alfa éster, un poliortoéster o un polianhidrido o un
copolimero de estos, y
b) dicho NSAID es acido acetilsalicilico o un NSAID propidnico.

©

. Un soporte electrocentrifugado, dicho soporte que comprende un polimero o copolimero biodegradable y un farmaco
antiinflamatorio no esteroideo (NSAID) para usar en el tratamiento de una herida, preferentemente una herida crénica o
una herida aguda, en donde dicho polimero o copolimero y dicho NSAID son capaces de disolverse cada uno en un
disolvente comun y dicho NSAID es capaz de catalizar la degradacién del polimero o copolimero, en donde:

a) dicho polimero biodegradable es un colageno, un poli alfa éster, un poliortoéster o un polianhidrido o un
copolimero de estos, y
b) dicho NSAID es acido acetilsalicilico o un NSAID propiénico.

10. Un soporte electrocentrifugado que comprende un polimero o copolimero biodegradable y un farmaco antiinflamatorio no
esteroideo (NSAID), para usar en el tratamiento del dolor o inflamacién, en donde dicho polimero o copolimero y dicho
NSAID son capaces de disolverse cada uno en un disolvente comun y dicho NSAID es capaz de catalizar la degradacion
del polimero o copolimero, en donde:

a) dicho polimero biodegradable es un colageno, un poli alfa éster, un poliortoéster o un polianhidrido o un
copolimero de estos, y
b) dicho NSAID es &cido acetilsalicilico o un NSAID propidnico.

11. Un método para producir un soporte electrocentrifugado para usar en curacion de heridas que comprende:
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i) disolver un polimero o copolimero y un farmaco antiinflamatorio no esteroideo (NSAID) en un solvente comun, en
donde dicho NSAID es capaz de catalizar la degradacion del polimero o copolimero y

a) dicho polimero biodegradable es un colageno, un poli alfa éster, un poliortoéster o un polianhidrido o un
copolimero de estos, y
b) dicho NSAID es &cido acetilsalicilico o un NSAID propi6nico; y

ii) electrocentrifugar la solucion resultante de la Etapa i).
12. Un soporte electrocentrifugado producido de acuerdo con el método de la reivindicacién 11.

13. Uso de un farmaco antiinflamatorio no esteroideo (NSAID) para catalizar la degradacion de un soporte
electrocentrifugado que comprende un polimero o co-polimero, en donde dicho polimero o copolimero y dicho NSAID
son capaces de disolverse cada uno en un disolvente comun y dicho NSAID es capaz de catalizar la degradacion del
polimero o copolimero, y en donde

a) dicho polimero biodegradable es un colageno, un poli alfa éster, un poliortoéster o un polianhidrido o un
copolimero de estos, y

b) dicho NSAID es acido acetilsalicilico o un NSAID propionico, opcionalmente en donde dicho NSAID es
electrocentrifugado junto con dicho polimero o copolimero.
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