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DESCRIPCION
Preparaciones enzimaticas estables y métodos de uso de las mismas

La presente divulgacion se refiere a composiciones enzimaticas concentradas estables adecuadas para
almacenamiento en condiciones ambientales, mientras se mantiene su actividad enzimatica prevista. La divulgacion
se refiere, ademas, a kits que comprenden composiciones enzimaticas concentradas, métodos para preparar
soluciones desbridantes a partir de dichas composiciones enzimaticas concentradas y métodos para usar las
soluciones desbridantes diluidas.

Antecedentes de la invencion

Los pacientes que sufren ulceras cronicas y particularmente Ulceras diabéticas tienen un alto riesgo de infecciones
locales y sistémicas. En los frecuentes acontecimientos de ulceras en las piernas y los pies, estos pacientes también
corren el riesgo de deformidad estructural del pie, movilidad articular limitada y amputacioén. Los tratamientos para las
ulceras infectadas incluyen control glucémico, antibidticos sistémicos y cuidado meticuloso de heridas, principalmente
desbridamiento de tejido necrotico. El desbridamiento generalmente se intenta mediante métodos quirdrgicos, sin
embargo, se han ideado métodos no quirurgicos que incluyen el uso de enzimas desbridantes para evitar la pérdida
de sangre y el dolor inherentes a la cirugia. Ademas, el desbridamiento enzimatico no requiere la exposicion del
paciente lesionado a traumas adicionales relacionados con el procedimiento quirurgico y, sin embargo, proporciona
una resolucién inmediata y rapida de las afecciones médicas de emergencia asociadas con las Ulceras.

Las enzimas desbridantes también son utiles para tratar problemas cutaneos graves, tales como eccema, psoriasis y
similares, y afecciones cutaneas menos graves, tales como arrugas, acné y piel seca, como se desvela, por ejemplo,
en las patentes de Estados Unidos N°. 4.524.136; 5.439.935; 5.441.740; 5.554.366; 5.853.705 y 6.780.444. También
estan disponibles productos comerciales que comprenden tales enzimas, por ejemplo, Accuzyme® (papaina) y
Granulex® (tripsina), cuya aplicacion es limitada para el desbridamiento de heridas.

Las patentes de Estados Unidos N.° 4.197.291; 4.226.854; 4.307.081; 4.329.430 y 5.830.739 desvelan enzimas
hidroliticas derivadas de la planta de pifia y una composicién que las comprende. La solicitud de patente de Estados
Unidos N°. 2003/0026794 desvela métodos para tratar afecciones cutaneas usando al menos una enzima que afecta
a una o mas capas particulares de piel. Las preparaciones enzimaticas mencionadas anteriormente tienen una vida
util limitada en condiciones de almacenamiento estandar, tales como almacenamiento a temperatura ambiente.

Las composiciones enzimaticas pueden estabilizarse mediante restos que inhiben la pérdida de actividad enzimatica
durante el almacenamiento. Por ejemplo, la patente de Estados Unidos N.° 6.692.726 desvela composiciones orales
estables que comprenden enzimas, cloruro de cetilpiridinio y un agente reductor que confiere estabilidad a las
composiciones. Normalmente, dichos aditivos son adecuados solo para enzimas particulares y ademas para usos
particulares de dichas enzimas.

Los métodos y aparatos para aplicar la composicién enzimatica sobre una herida se ensefian en los documentos
WOO03/011369, US 2004/0186421 y WO2005/070480 del inventor de la presente divulgacion. Estas solicitudes
desvelan aparatos para soluciones terapéuticas de flujo continuo, particularmente soluciones que comprenden
proteasas como principio activo, sobre una herida tal como una ulcera.

El documento US 4715899 se refiere a lentes de contacto sucias de proteinas que se limpian convenientemente
mediante el uso concurrente de una solucion acuosa que contiene una sulfhidril proteasa inactivada y un agente tio
reductor acuoso suave. La proteasa se inactiva alostéricamente por reaccion con tetrationato de sodio.

El documento GB 913203 se refiere a una formulacién enzimatica para su uso en ablandar carne en una solucion
acuosa sustancialmente estéril de una enzima proteolitica, por ejemplo, papaina, bromelina, ficina, tripsina o
pancreatina, que estd libre de materia insoluble y ha sido tratada para eliminar las impurezas. La solucién se puede
preparar suspendiendo la enzima en agua, clarificando la solucién resultante, ajustando el pH a mas de 7,0 y
esterilizandola eliminando por filtracién las bacterias. La solucion puede purificarse por fraccionamiento de sal o por
fraccionamiento por un disolvente tal como etanol. La enzima puede estabilizarse, es decir, inactivarse de forma
reversible, con perdxido de hidrégeno. La inactivaciéon reversible implica la adicion de material inactivador o la
eliminacion del material activador, los materiales activadores que normalmente se encuentran en la papaina en bruto
son glutation, cisteina y succinato de deshidrogenasa succinica. De acuerdo con el ejemplo |, el polvo de papaina
comercial se humedece con glicerol y se agita con agua que contiene peréxido de hidrégeno, la solucidon se deja
reposar, luego se trata con catalasa y tierra de diatomeas y se filtra a través de un embudo Buchner, y el filtrado se
diluye, se trata con cloruro de sodio, se ajusta a pH 7,3, y se filtra a través de un filtro Leitz en frascos esterilizados,
los frascos se mantienen refrigerados hasta su uso.

El documento US 3539451 se refiere a la produccion de papaina y ficina inactivadas de forma reversible.

El documento US 6692726 se refiere a una composicion para el cuidado bucal que tiene una higiene bucal mejorada

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2763 724 T3

y propiedades antiplaca que comprende un vehiculo oralmente aceptable que contiene una combinacién de una
enzima, cloruro de cetilpiridinio y un agente reductor.

El documento US 4307081 se refiere a una nueva mezcla de enzima proteolitica que contiene escarasa derivada de
bromelina util para la digestion, diseccién y separacion de tejido desvitalizado no viable, especialmente tejido de escara
de tejido viable en un 6érgano huésped.

El inventor de la presente divulgacion demostré ademas que la aplicacién de una corriente de enzima proteolitica
activa durante algunas horas, a través y sobre el area de la herida proporciona un desbridamiento efectivo (Freeman
et al., Wound 16: 201-205, junio de 2004). Se descubrié que un tratamiento similar con una solucién tampén
desprovista de enzimas era ineficaz. Ademas, el tratamiento con una composicion estatica (no fluida) de enzimas
durante un periodo de tiempo similar no tuvo ningun efecto.

Existe una necesidad insatisfecha de composiciones enzimaticas que comprendan enzimas desbridantes y que tengan
una larga vida util mientras se mantiene una actividad desbridante efectiva. Ventajosamente, dichas composiciones
deben ser faciles de usar y, por lo tanto, pueden ser aplicadas por cualquier usuario y no necesariamente por un
profesional sanitario.

Sumario de la invencién

La presente invencion se refiere a una composicion que comprende un concentrado no activo de una tiol-proteasa,
siendo dicho concentrado un concentrado hiperténico y comprendiendo al menos 20 mg/ml de una forma inactiva de
dicha tiol proteasa y comprendiendo ademas al menos un agente osmético, en la que dicho al menos un agente
osmotico comprende glicerol y cloruro de sodio, y en la que la concentracion de glicerol es como maximo el 30 % v/v
y la concentracion de cloruro de sodio es al menos el 1 % p/v'y como maximo 18 % p/v, y en la que dicho concentrado
tiene un pH dentro del intervalo de pH 3-6, y es estable durante al menos 1 semana a temperatura ambiente 0 a una
temperatura dentro del intervalo de 4-10 °C y dicha tiol-proteasa se reactiva por diluciéon para poseer actividad
proteolitica dentro del intervalo de 5.000 a 50.000 unidades USP/mg.

Preferentemente, dicha tiol proteasa es papaina.
Preferentemente, la concentracion de la tiol proteasa esta dentro del intervalo de 25 a 45 mg/ml.

Preferentemente, dicho agente osmotico puede comprender ademas una sustancia seleccionada del grupo que
consiste en manitol, dextrano, polietilenglicol y combinaciones de los mismos.

Preferentemente, el concentrado no activo esta desprovisto de material particulado.

Preferentemente, la composicion comprende ademas un tampon, seleccionado entre el grupo que consiste en: tampoén
acido N-(2-acetamido)-2-iminodiacético, tampoén acetato, tampdn succinato, tampon maleato, tampén citrato, tampdn
MES y combinaciones de los mismos, preferentemente soluciéon de acetato.

La presente invencion se refiere también a un kit para preparar una composicion desbridante, comprendiendo el kit un
primer componente que comprende la composicion; un segundo componente que comprende una solucion
concentrada de al menos un agente reductor; y un tercer componente que es una soluciéon tampoén concentrada que
comprende al menos un agente tamponante y al menos un agente quelante, en el que mezclar dichos primer, segundo
y tercer componentes en al menos una solucion diluyente proporciona una solucién desbridante que tiene un pH
fisiologico y en el que dicha tiol-proteasa en dicha solucion desbridante posee actividad proteolitica dentro del intervalo
de 5.000 a 50.000 unidades USP/mg.

Preferentemente, la tiol proteasa es papaina.

Preferentemente, el primer componente comprende un tampoén seleccionado del grupo que consiste en: tampoén
acetato, tampodn succinato, tampén maleato, tampén citrato, tampén MES y combinaciones de los mismos.

Preferentemente, el primer componente es estable en almacenamiento en una temperatura dentro del intervalo de 4-
10 °C.

Preferentemente, el al menos un agente reductor es un compuesto de tiol seleccionado del grupo que consiste en:
sulfuro, cistamina, glutation, N-acetilcisteina, cisteina y clorhidrato de cisteina.

Preferentemente, el pH del segundo componente esta dentro del intervalo de pH 1 a 4.
Preferentemente, el tercer componente comprende un agente tamponante seleccionado del grupo que consiste en:

tampon tris hidroximetilaminoetano (Tris), tampén Hepes, tampén lisina, tampdn glicina, tampén MOPS, tampodn
imidazol y tampén MES.
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Preferentemente, el kit en el que después de mezclar los primer, segundo y tercer componentes y la al menos una
solucidn diluyente, el agente tamponante mantiene un pH dentro del intervalo de pH fisiolégico.

Preferentemente, el kit en el que la al menos una solucion diluyente comprende una solucién seleccionada del grupo
que consiste en: solucion salina, solucion salina hiperosmolar y solucion salina que comprende al menos un agente
osmotico.

Preferentemente, el kit en el que el al menos un agente osmoético comprende uno 0 mas compuestos seleccionados
del grupo que consiste en: cloruro de sodio, glicerol, manitol, dextrano, polietilenglicol y combinaciones de los mismos.

Preferentemente, el kit en el que la solucién salina hiperosmolar comprende al menos el 1 % p/v de cloruro de sodio.

Preferentemente, el kit en el que la relacion de volumen entre cada componente del kit y el volumen de la solucion
desbridante es al menos 1:10.

La presente invencion también se refiere al uso del kit, opcionalmente en combinacién con un apdsito, en la
preparacion de un medicamento para desbridar una lesién cutanea o una piel dafada.

Preferentemente, la tiol proteasa es papaina.

Preferentemente, la lesion es una ulcera crénica.

Breve descripcion de los dibujos
La figura 1 muestra secciones histoldgicas del modelo de herida porcina tratada con una corriente de solucién de
papaina preparada de acuerdo con el ejemplo 1 durante 6 horas (A) u 11 horas (B) con respecto al control (no

tratado; C).

La figura 2 exhibe secciones histologicas del modelo de herida porcina tratada con una corriente de solucion de
papaina preparada de acuerdo con el ejemplo 2 durante 6 horas (A) u 11 horas (B).

La figura 3 presenta secciones histoldgicas del modelo de herida porcina tratada con una corriente de solucién de
papaina preparada de acuerdo con el ejemplo 3 durante 6 horas (A) u 11 horas (B).

La figura 4 muestra secciones histolégicas del modelo de herida porcina tratada con una corriente de solucién de
papaina preparada de acuerdo con el ejemplo 5 durante 11 horas.

La figura 5 demuestra el impacto de diferentes soluciones desbridantes sobre la morfologia y la apariencia del
desbridamiento de heridas necrdticas.

La figura 6 representa un sistema de bomba de infusién para infusién i.v. en roedores.
Las figuras 7A y 7B presentan la vida util de soluciones de papaina.

Descripcion detallada de la invencion

Definiciones

El término "papaina”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier enzima de la familia de la papaina
de las tiol proteasas derivadas de plantas, que es capaz de ejercer actividad desbridante in vitro e in vivo. La papaina
es una sulfhidril proteasa derivada del latex de Carica papaya. La papaina pura nativa es parcialmente reactiva hasta
que se activa mediante agentes reductores suaves tales como cisteina, en el grupo funcional SH libre de la misma. La
papaina se proporciona comercialmente como una forma cristalina parcialmente purificada o papaina en bruto, siendo
esta ultima una mezcla que comprende papaina, quimopapaina y lisozima. De acuerdo con los principios de la
presente divulgacion, el término papaina se refiere a papaina que tiene una actividad dentro del intervalo de 10.000 a
100.000 unidades estadounidenses por mg de proteina, en la que una unidad USP de actividad de papaina es aquella
que libera un equivalente de 1 mg de tirosina de una solucién de sustrato de caseina como se describe en la guia de
referencia de la Farmacopea de los Estados Unidos.

Las expresiones "forma no activa" o "forma inactiva" se usan en el presente documento para describir una composicion
enzimatica que no exhibe la actividad pretendida, principalmente hidrdlisis o protedlisis. Especificamente, una forma
no activa de papaina que realiza parcialmente o no realiza ninguna actividad hidrolitica o proteolitica sustancial, que
puede almacenarse durante meses sin perder su actividad hidrolitica potencial.

El término "estable" se usa en el presente documento para describir composiciones enzimaticas no activas que
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conservan la actividad enzimatica deseada tras la activacion, incluso después del almacenamiento en una forma
inactiva. La actividad deseada de una composicidén enzimatica no activa estable se restablece faciimente,
preferentemente por dilucién en soluciones adecuadas, tales como soluciones que comprenden al menos un
compuesto de tiol y al menos un tampodn que es capaz de proporcionar un pH apropiado a la solucién diluida.
Preferentemente, una composicién enzimatica no activa estable esta desprovista de material particulado.

El término "restablecida" como se usa en el presente documento se refiere a la restauracion de todas las actividades
enzimaticas bien conocidas de la papaina, particularmente las actividades proteoliticas, es decir, la descomposicion
estructural de las proteinas, in vivo e in vitro.

Los términos "hipertonica" e "hiperosmolar" se usan indistintamente en el presente documento para describir
soluciones que tienen osmolaridad que es al menos ligeramente hipertonica, en concreto, soluciones que tienen una
presion osmética mas alta que un fluido isoténico, tal como solucion salina. Dichas soluciones incluyen solucidn salina
hiperosmolar y solucién salina que comprende al menos un agente osmotico capaz de modificar la osmolaridad de la
solucion, particularmente, capaz de aumentar la osmolaridad de una solucién isoténica.

La expresion "temperatura ambiente" como se usa en el presente documento se refiere a una temperatura dentro del
intervalo de 10 a 30 °C, preferentemente, dentro del intervalo de 10-25 °C.

La expresién "manera reversible", como se usa en el presente documento, se refiere a la capacidad de un inhibidor,
ya sea una entidad quimica, una entidad biolégica o una condicién ambiental (por ejemplo, pH) para inhibir la actividad
de una enzima, particularmente una actividad de desbridamiento de una enzima hidrolitica, bajo cierta condiciéon que
al cancelar tales condiciones se anula el efecto de inhibicién. Por ejemplo, la inhibicion de la actividad de una
metaloenzima por un agente quelante, tal como EDTA, puede revertirse mediante la adicién de metales en exceso.
En particular, la expresion "manera reversible" excluye los inhibidores que causan un dafio permanente a la enzima y
por lo tanto inhiben la actividad enzimatica deseada de una manera no reversible, tales como el fluoruro de
fenilmetanosulfonilo (PMSF).

El término "desbridamiento”, como se usa en el presente documento, debe interpretarse en su sentido mas general y
se refiere a la eliminacion de tejido desvitalizado de una herida o la eliminaciéon de células muertas de la superficie de
la piel, también conocida como exfoliacion cosmética.

Modos preferidos para llevar a cabo la divulgacién

Mientras que la presente divulgacion emplea muchos principios conocidos de la técnica de las enzimas proteoliticas y
el uso de las mismas para el desbridamiento de heridas entre otras modalidades terapéuticas, la presente divulgacién
varia respecto a la técnica conocida en varias areas criticas. En primer lugar, la presente divulgaciéon proporciona por
primera vez componentes almacenables que pueden mantenerse durante semanas y meses antes de su uso previsto
como composicion desbridante, en condiciones ambientales, mientras se mantiene la actividad potencial de los
componentes, particularmente, componentes enzimaticos. En segundo lugar, obtener la composicion desbridante de
los componentes almacenables es un procedimiento sencillo, que simplemente incluye la reconstitucion en la solucion
o soluciones adecuadas, que puede ser llevado a cabo por cualquier persona capaz de realizar estas simples etapas
y no necesariamente un profesional sanitario.

En la técnica se conocen numerosos métodos para estabilizar preparaciones enzimaticas con el fin de almacenamiento
de manera que las enzimas no pierdan su actividad potencial durante el almacenamiento. Por ejemplo, para
metaloenzimas, el almacenamiento en presencia de cierta cantidad de quelante o quelantes de metal, tales como
EDTA, inhibe la actividad enzimatica que puede restaurarse incubando la solucién de enzima EDTA con el metal que
se requiere para la actividad enzimatica, normalmente se requieren concentraciones en exceso de tales iones de
metal/metal. Las metaloenzimas pueden someterse a dialisis antes o, en lugar de, la incubacién con el quelante de
metales, de modo que el metal migra de las enzimas por ésmosis. En dichos casos, la restauraciéon de la actividad
también se logra incubando la solucién enzimatica dializada con el ion metélico que requeria la restauracion de la
actividad enzimatica.

Otros métodos para almacenar formas no activas de enzimas incluyen la inmovilizacion de enzimas en una esfera
porosa y el almacenamiento en un tampon que contiene aproximadamente el 50 % de glicerol. Aunque cada uno de
los métodos mencionados anteriormente puede ser potencialmente adecuado para el almacenamiento de enzimas de
modo que la actividad pueda recuperarse después del almacenamiento, en la practica, cada enzima particular requiere
condiciones particulares de almacenamiento. Si las condiciones de almacenamiento son inadecuadas para la enzima
o para las actividades enzimaticas ejercidas por la misma, probablemente permanecera inactivada. Por lo tanto, la
presente divulgacion tiene como objetivo definir las condiciones particulares de almacenamiento de enzimas
hidroliticas, particularmente cisteina (tiol) proteasas tales como cisteina proteasas derivadas de plantas que incluyen
papaina, bromelina y ficina, particularmente papaina, aunque posiblemente otras enzimas proteoliticas pueden usarse
durante siempre que puedan almacenarse y restaurarse de acuerdo con los principios de la presente divulgacion.

El kit de la divulgacion incluye al menos tres componentes separados para mezclar en una composicion desbridante:
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un primer componente que comprende una composicidon enzimatica que comprende una tiol proteasa en una forma
no activa, en el que la concentracion de la tiol proteasa en el primer componente es al menos 10 veces mayor que
la concentracion de la tiol proteasa en la composicion desbridante;

un segundo componente que comprende al menos un agente reductor capaz de activar la tiol proteasa, en el que
la concentracion del al menos un agente reductor es al menos 10 veces mayor que la concentracion de dicho al
menos un agente reductor en la composicion desbridante; y

un tercer componente que comprende una solucién tampdn concentrada en el que al diluirse con el primer y
segundo componentes y al menos una solucion diluyente es capaz de mantener el pH de la composicion
desbridante resultante a un pH dentro del intervalo de pH que sea adecuado para la actividad de la tiol proteasa,
particularmente papaina,

en el que mezclar los tres componentes del kit con al menos una solucién diluyente proporciona una composicion
desbridante que tiene un pH fisiolégico y que tiene ademas una actividad proteolitica dentro del intervalo de 10.000
a 100.000 unidades USP/mg.

Como alternativa, el kit comprende al menos una solucién diluyente en lugar del tercer componente, dicha al menos
una solucion diluyente comprende al menos un agente tamponante, al menos un agente quelante, en el que dicha al
menos una solucién diluyente es isotdnica o hipertonica.

Preferentemente, el agente reductor del kit se almacena en un recipiente que consiste en vidrio o cuarzo y mas
preferentemente en una atmosfera de nitrégeno o al vacio.

De acuerdo con los principios de la presente divulgacion, la tiol proteasa contenida dentro del kit de la divulgacion
tiene preferentemente una actividad de al menos 30.000 unidades USP por 1 mg. A dicha actividad, la concentracién
de la tiol proteasa en la solucion concentrada y también en la solucién final puede reducirse, permitiendo asi disminuir
el volumen de las soluciones concentradas del kit.

De acuerdo con un aspecto, la relacion de volumen entre cada componente del kit y el volumen de la composicion
desbridante es al menos 1:10. De acuerdo con otro aspecto, dicha relacion de volumen es al menos 1:20. La solucién
final puede ser de aproximadamente 500 ml y, en consecuencia, puede mantenerse en una bolsa de infusién. Por lo
tanto, el volumen de cada uno de los componentes del kit es como maximo 50 ml por componente, preferentemente
como maximo 25 ml por componente, mas preferentemente como maximo 12,5 ml por componente.

Los componentes del kit son estables en almacenamiento durante semanas y meses a temperatura ambiente, o en
una temperatura dentro del intervalo de 4-10 °C, antes de mezclarse entre si y con al menos una solucion diluyente
para proporcionar una composicion enzimatica que tiene una actividad desbridante.

Aunque, los componentes del kit de la divulgacion se mantienen y almacenan preferentemente en forma de soluciones
concentradas, los componentes se pueden mantener en forma seca o sélida (por ejemplo, liofilizada), opcionalmente
al vacio. La restauracion de una composicion seca requiere la disolucién en condiciones suaves particulares, ya que
la disolucion inadecuada, en concreto, la disolucion bajo calor o agitacion vigorosa, puede dar como resultado una
inactivacion de proteinas completa o parcial. La disolucién incompleta puede dar como resultado concentraciones
inadecuadas de los componentes dentro de la composicion desbridante final, por lo tanto menor actividad de
desbridamiento o falta de la misma.

Medios de almacenamiento apropiados para almacenar cada uno de los componentes del kit en un solo recipiente o
en recipientes separados, puede ser cualquier recipiente hecho de materiales inertes que no interactien con el
contenido de cada componente y que sean estables en las condiciones de almacenamiento. Por lo tanto, los
recipientes adecuados para almacenar cada componente del kit incluyen una bolsa, un frasco, un vial, un parenteral
de gran volumen, un parenteral de pequefio volumen, una jeringa precargada o un cartucho. Las condiciones de
almacenamiento incluyen condiciones estériles o asépticas, es decir, cada componente se mantiene preferentemente
estéril o aséptico. Como alternativa, el contenido de cada recipiente puede esterilizarse facilimente. Ademas, en el
aspecto preferido, el contenido total o parcial de cada recipiente puede retirarse mientras se mantiene el recipiente sin
contaminar.

Para mantener la solucién enzimatica altamente concentrada del primer componente inactiva y estable durante
semanas y meses, y particularmente, para evitar la auto-digestion, la precipitacion, la agregacion y la inactivaciéon
irreversible durante el almacenamiento, los inventores de la presente divulgacion han descubierto que la solucién debe
mantenerse a un pH &cido, particularmente a un pH dentro del intervalo de 3 a 6, preferentemente de 4 a 5. En dichas
condiciones, la actividad potencial de la tiol proteasa se mantiene mientras la tiol proteasa no precipita, se disgrega,
es auto-digerida o se agrega. Ademas, el acetato tampon que permanece en la composicidn desbridante final, después
de que el primer componente del kit se mezcla con los otros componentes y la al menos una solucion diluyente, no
interfiere sustancialmente en la actividad de desbridamiento de la tiol proteasa. El hecho de que la tiol proteasa en
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tales condiciones de almacenamiento no forme agregados y/o precipite es particularmente inesperado en vista del
hecho de que en la solucion del primer componente, la concentracion de la tiol proteasa es extremadamente alta y es
de al menos 20 mg/ml, hasta aproximadamente 100 mg/ml.

Se prefieren los tampones que tienen una capacidad de tampén en un intervalo de pH de 3-6. Tales tampones incluyen,
pero no se limitan a, tampoén succinato, tampon maleato, tampén citrato, tampon MES, tampoén acetato y
combinaciones de los mismos.

El segundo componente comprende una sustancia reductora que contiene un resto tiol, en el que la sustancia
reductora es capaz de activar las proteinas tiol. La concentracion de la sustancia reductora dentro del segundo
componente es sustancialmente alta, particularmente, al menos 10 veces mayor que su concentracion en la
composicion desbridante final. Aunque altamente concentrado, el agente reductor no precipita, se agrega o pierde su
actividad potencial durante el almacenamiento. Los agentes reductores adecuados incluyen, pero no se limitan a,
sulfuro, cisteina y clorhidrato de cisteina.

El kit comprende ademas un tercer componente que comprende una solucion tampon concentrada de modo que
cuando el tercer componente se mezcla con dicho segundo componente, dicho primer componente y la al menos una
solucion diluyente (también denominada en adelante "portador”), la soluciéon tampdn se diluye de este modo capaz de
mantener la composicion desbridante en un intervalo de pH que permite la actividad desbridante de la tiol proteasa y
al mismo tiempo adecuada para la aplicacion fisiolégica, es decir, el uso previsto de la composiciéon desbridante. Por
lo tanto, aunque el intervalo de pH que es 6ptimo para las tiol proteasas, particularmente la papaina, es relativamente
amplio, la composicion desbridante de la descripcion esta dentro de un intervalo de pH fisiolégicamente aceptable, en
concreto, dentro del intervalo de 6,8 a 7,7, preferentemente dentro del intervalo de 7 a 7,6. La concentracion del
tampon en el tercer componente es alta, particularmente al menos 10 veces mayor que la concentracion del tampon
en la solucién desbridante final.

El tercer componente comprende ademas al menos un agente quelante.

La al menos una solucion diluyente que se mezcla con todos los componentes del kit de la divulgacion para formar la
composicion desbridante se puede proporcionar en un recipiente separado con una media de mediciéon que permite
medir el volumen exacto de portador requerido para mezclar con los componentes del kit. Como alternativa, el portador
puede ser un componente del kit en el volumen exacto requerido para ser mezclado con los otros componentes para
formar la composicion desbridante. El portador puede proporcionarse en un recipiente al que se afiade cada uno de
los componentes del kit de la divulgacion para formar la composicion desbridante final en el recipiente. El recipiente
puede ser una bolsa, un frasco, un vial, un parenteral de gran volumen, un parenteral de pequefio volumen, una jeringa
precargada o un cartucho. El orden de adicién de cada componente a la al menos una solucién diluyente es
insignificante. Preferentemente, la al menos una solucion diluyente es aséptica o estéril o puede tratarse facilmente
con el fin de volverla aséptica o estéril. Ademas, durante la mezcla de los componentes del kit con la al menos una
solucion diluyente, la mezcla se mantiene preferentemente sin contaminar. De acuerdo con cierto aspecto, la mezcla
se realiza normalmente en condiciones asépticas/estériles.

El portador puede ser una solucién hiperosmolar tal como una solucién salina hiperosmolar, una solucion salina que
comprende uno o varios agentes osmoticos y una solucion salina hiperosmolar que comprende uno o varios agentes
osmoticos.

La alta osmolaridad es un medio conocido de tratamiento de infecciones, ya que previene el crecimiento de bacterias.
La presente divulgacién desvela por primera vez que el uso de dicha solucion hiperosmolar, promueve la cicatrizacion
de ulceras y heridas al inducir o mejorar la hiperemia.

Los kits, composiciones y métodos de la presente divulgacion estan dirigidos a proporcionar un tratamiento ventajoso
para heridas, particularmente Ulceras, y preferentemente Ulcera crénica tal como Ulceras diabéticas. Aproximadamente
16 millones de personas en los Estados Unidos tienen diabetes y aproximadamente el 15 por ciento desarrolla Ulceras
cronicas del pie y la pierna que son heridas abiertas de cicatrizacion lenta. Los pacientes con Ulceras diabéticas tienen
un mayor riesgo de infecciones locales y sistémicas y amputacion. La mayoria de las Ulceras diabéticas son bastante
profundas y también tienen un suministro de sangre inadecuado.

Debido a que el dolor de pequefios cortes o rasgufios puede no sentirse debido al dafio a los nervios en la zona, y
ademas, la mala circulacion ralentiza el tiempo de cicatrizacion, dicha Ulcera puede convertirse en heridas peligrosas
antes del diagnéstico. Las Ulceras por presion, también conocidas como llagas o Ulceras de decubito, también pueden
convertirse en ulceras graves que pueden ser letales. En el caso de ulceras por presion, la zona ulcerada de la piel y
el tejido se lesiona o descompone normalmente como consecuencia de un periodo prolongado de presién
ininterrumpida u otra agresion continua a la piel. Normalmente, las ulceras por presion se desarrollan cuando la piel y
el tejido subyacente se comprimen entre un hueso y una superficie externa, tal como una cama o una silla. Los lugares
mas comunes para las ulceras por presion son sobre prominencias 6seas, tales como el codo, los talones, las caderas,
el coxis, los tobillos, los hombros, la espalda y la parte posterior de la cabeza. Generalmente, las Ulceras por presion
ocurren cuando una persona esta sentada o acostada durante demasiado tiempo sin cambiar su peso. Por lo tanto,
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aunque cualquier persona confinada en una silla 0 cama esta en riesgo, se observa con mayor frecuencia en ancianos
y enfermos. La incontinencia y la disminucién de la percepcion sensorial, por ejemplo, debido a un accidente
cerebrovascular, también aumentan la probabilidad de desarrollar llagas. La presion constante contra la piel aprieta
los vasos sanguineos que suministran nutrientes y oxigeno a la piel y al tejido cercano parcial o completamente
cerrado, lo que provoca una disminucion del suministro de sangre a la zona. La ausencia o reduccion severa de
oxigeno y nutrientes, da como resultado la muerte de la piel y, potencialmente, de los tejidos subyacentes. Si se deja
sin tratar, el tejido cercano comienza a morir, lo que finalmente da como resultado una ulcera que también puede
afectar al hueso. La ulceracion severa, es decir, el resultado de una abertura en la piel puede proporcionar una entrada
para infecciones secundarias; en casos particularmente graves, las Ulceras de decubito pueden causar la muerte.

Regimenes de tratamiento y dosificacién

La dosis tipica util para desbridar tejido necrético de acuerdo con la presente divulgacion se determina de acuerdo con
la gravedad de la lesién. De manera habitual, un flujo de una solucién desbridante que comprende una tiol proteasa
de acuerdo con cualquiera de las formulaciones detalladas en el presente documento, se transporta sobre y a través
de la lesién durante al menos una hora. La lesion se controla para evaluar el progreso del desbridamiento. Una pausa
en el tratamiento durante cortos periodos de tiempo se lleva a cabo mediante la detenciéon del flujo y la eliminacion de
cualquier conducto que impida el libre movimiento del paciente. Se puede dejar un apdsito oclusivo al que se vuelven
a unir los conductos sobre la lesion.

El tratamiento puede aplicarse usando un aparato como se describe en los documentos US2004/0186421 o
WO2005/070480 del inventor de la presente divulgacion. Dicho aparato comprende una carcasa que tiene al menos
una abertura formada en la misma y medios para fijar el aparato a la piel alrededor de la circunferencia de la lesion
cutanea, en el que dicha carcasa comprende (i) al menos un tubo de entrada que tiene un primer eje longitudinal y
configurado para ser ajustable a lo largo de su eje longitudinal a través de dicha al menos una abertura; y (ii) al menos
un tubo de salida que tiene un segundo eje longitudinal. El aparato comprende ademas un depdsito adaptado para
contener la solucidn desbridante, estando el depdsito en comunicacion fluida con la una o mas entradas. Una salida
puede comprender valvulas para controlar el flujo entre el depésito y la zona de tratamiento. Preferentemente, una
salida puede comprender ademas medios que permiten desconectar y reconectar la carcasa del depdsito, permitiendo
asi pausar el tratamiento.

La simplicidad de desconectar y reconectar al paciente de los medios de flujo y las composiciones desbridantes permite
aplicar el tratamiento desbridante durante periodos prolongados. Un flujo de la solucién desbridante puede durar al
menos una hora y también puede durar varias horas, segun las necesidades individuales.

Ejemplos

Ejemplo 1. Preparacion de una composicion desbridante | a partir de soluciones concentradas estables y
transparentes.

Se proporciond un kit que contenia los siguientes componentes:

1. Una solucion enzimatica (25 ml) de papaina (Merck N.° de cat. 1.07149.5000 con actividad especifica de 30.000
U USP/mg, 40 mg/ml) en tampdn acetato 0,05 M, pH 4,3-4,5 que contiene el 10 % (v/v) de glicerol.

2. Clorhidrato de cisteina, 25 ml, 0,1 M, pH 1,4.

3. Tris/EDTA, 25 ml de 2 M/0,04 M, pH 7,85

Todas las soluciones eran transparentes y no contenian precipitados ni agregados. Las tres soluciones se diluyeron
mediante su adicion en una solucion de 500 ml que contenia solucion salina al 0,9 % para proporcionar una solucion
con un pH final de 7,4+0,2 y concentraciones finales de tampén Tris 0,1 M, cisteina HCI 5 mM, EDTA 2 mM, 2 mg/mi
de papaina y un 0,5 % de glicerol en solucion salina al 0,9 %.

Ejemplo 2. Preparacion de una composicién desbridante Il a partir de soluciones concentradas estables y
transparentes.

Se proporcioné un kit que contenia los siguientes componentes:

1. Una solucién enzimatica (25 ml) de papaina (Merck N.° de cat. 1.07149.5000 con actividad especifica de 30.000
U USP/mg, 40 mg/ml) en tampodn acetato 0,05 M, pH 4,3-4,5 que contiene el 10 % (v/v) de glicerol.

2. Clorhidrato de cisteina, 25 ml, 0,1 M, pH 1,4.

3. Tris/EDTA, 25 ml de 2 M/0,04 M, pH 7,85

Todas las soluciones eran transparentes y no contenian precipitados ni agregados. Las tres soluciones se diluyeron
mediante su adicion en una solucion de 500 ml que contenia solucién salina al 5 % (p/v) para proporcionar una solucion
hiperosmolar con un pH final de 7,4+0,2 y concentraciones finales de tampon Tris 0,1 M, cisteina HClI 5 mM, EDTA 2
mM, 2 mg/ml de papaina y un 0,5 % de glicerol en solucion salina al 5 %.
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Ejemplo 3. Preparacién de una composicién desbridante Il a partir de soluciones concentradas estables y
transparentes.

Se proporciond un kit que contenia los siguientes componentes:

1. Una solucion enzimatica (25 ml) de papaina (Merck N.° de cat. 1.07149.5000 con actividad especifica de 30.000
U USP/mg, 40 mg/ml) en tampdn acetato 0,05 M, pH 4,3-4,5 que contiene el 10 % (v/v) de glicerol.

2. Clorhidrato de cisteina, 25 ml, 0,1 M, pH 1,4.

3. Tris/EDTA, 25 ml de 2 M/0,04 M, pH 7,85

Todas las soluciones eran transparentes y no contenian precipitados ni agregados. Las tres soluciones se diluyeron
mediante su adicion en una solucién de 500 ml que contenia glicerol al 10 % (v/v) para proporcionar una solucion
hiperosmolar con un pH final de 7,4+0,2 y concentraciones finales de tampon Tris 0,1 M, cisteina HClI 5 mM, EDTA 2
mM, 2 mg/ml de papaina en el 10,5 % de glicerol.

Ejemplo 4. Preparacion de una composicion desbridante IV a partir de soluciones concentradas estables y
transparentes.

Se proporciond un kit que contenia los siguientes componentes:

1. Una solucion enzimatica (25 ml) de papaina (Merck N.° de cat. 1.07149.5000 con actividad especifica de 30.000
U USP/mg, 40 mg/ml) en tampon acetato 0,05 M, pH 4,3-4,5 que contiene el 10 % (v/v) de glicerol.

2. Clorhidrato de cisteina, 25 ml, 0,1 M, pH 1,4.

3. Tris/EDTA, 25 ml de 2 M/0,04 M, pH 7,85

Todas las soluciones eran transparentes y no contenian precipitados ni agregados. Las tres soluciones se diluyeron
mediante su adicién en una solucion de 500 ml que contenia glicerol al 10 % (v/v) y solucion salina al 0,9 % (p/v) para
proporcionar una solucion hiperosmolar con un pH final de 7,4+0,2 y concentraciones finales de tampdn Tris 0,1 M,
cisteina HCI 5 mM, EDTA 2 mM, 2 mg/ml de papaina en glicerol al 10,5 % en solucién salina al 0,9 %.

Ejemplo 5. Preparacion de una composicion desbridante V a partir de soluciones concentradas estables y
transparentes.

Se proporciond un kit que contenia los siguientes componentes:

1. Una solucién enzimatica (25 ml) de papaina (Merck N.° de cat. 1.07149.5000 con actividad especifica de 30.000
U USP/mg, 40 mg/ml) en tampdn acetato 0,05 M, pH 4,3-4,5 que contiene el 10 % (v/v) de glicerol.

2. Clorhidrato de cisteina, 25 ml, 0,1 M, pH 1,4.

3. Tris/EDTA, 25 ml de 2 M/0,04 M, pH 7,85

Todas las soluciones eran transparentes y no contenian precipitados ni agregados. Las tres soluciones se diluyeron
mediante su adicién a una soluciéon de 500 ml que contenia glicerol al 10 % (v/v) y solucién salina al 5 % (p/v) para
proporcionar una solucién hiperosmolar con un pH final de 7,4 + 0,2 y concentraciones finales de tampoén Tris 0,1 M,
cisteina HCI 5 mM, EDTA 2 mM, 2 mg/ml de papaina en glicerol al 10,5 % en solucion salina al 5 %.

Ejemplo 6: desbridamiento de heridas haciendo fluir una solucioén desbridante sobre un modelo de herida porcina I:

Preparacion del animal y protocolo de tratamiento:

Se sedaron y anestesiaron cerdos hembra Large white maduros, con un peso aproximado de 30 kg, con inyeccion
intramuscular de ketamina (100 mg/ml) 20 mg/kg de peso corporal, xilamina al 10 % (2 mg/kg de peso corporal) y
atropina 0,02 mg/kg de peso corporal. El cerdo se mantuvo bajo anestesia general en una mezcla inhalada de halotano
e isoflurano (1,5-3 %) en oxigeno puro y por infusién intravenosa de solucién de Hartman (lactato de Ringer) a una
velocidad constante de 30-50 gotas/min.

Se indujeron cinco heridas en la piel miocutaneas de doble colgajo en el plano dorsal del lomo de los cerdos, en las
regiones paravertebrales, de 9 x 3 cm de tamafio, (que se extendian hasta la capa muscular) de acuerdo con Swindle
(Swindle MM. Surgery, anesthesia and experimental techniques in swine. lowa State University Press, Estados Unidos.
pags. 74-77. 1998). Siete dias después de la induccion de la herida, bajo anestesia general, las heridas se expusieron
proporcionando una abertura de 3,5 cm x 3,5 cm y se colocaron dispositivos (Dermastream™; W003/011369, US
2004/0186421 y WO2005/070480) sobre la herida y se unieron al entorno de la piel y sus partes de entrada y salida
se conectaron al depdsito de solucion y a las bolsas de recoleccién de fluidos, respectivamente.

Cuatro de cada 5 heridas fueron sometidas a un flujo controlado de 6-11 horas de enzima o solucion salina durante
un periodo de 6-11 horas a un caudal de 1 ml / min. Una herida sirvié como control no tratado.
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La solucion de enzima desbridante contenia papaina (Merck N.° de cat. 1.07149.5000, con una actividad especifica
de 30.000 U USP/mg) a una concentracién de 60.000 U USP/ml, preparada de acuerdo con el ejemplo 1.

Después del tratamiento de 6-11 horas, se termind la transmision, se retird el DermaStream™ de todas las heridas y
la camara Nikon con zoom S3 Pro realizé una documentacion fotografica de la superficie de cada area de la herida a
una distancia de 20 cm de la superficie de la herida y un angulo de ~45 ° w en alta resolucion. El area incluia todo el
sitio de la herida y los margenes.

Los cerdos se sacrificaron mediante inyeccién intramuscular de Pental (200 mg/ml) 1 mi/1,5 kg de peso corporal y se
extrajeron biopsias de todas las heridas, que contenian muestras longitudinales del area de la herida, de 1x4 cm de
tamanfo. Las biopsias incluyeron el margen normal de la piel, asi como las capas musculares subyacentes no heridas.
Las muestras se fijaron en paraformaldehido al 4 % durante 48 horas y se incluyeron en parafina. Se recogié una
seccién/corte aleatorio y representativo (8 um), desde el margen normal hasta el borde del margen de la herida, de
cada bloque y se tiié con la técnica de tincion con hematoxilina eosina.

El efecto desbridante de la corriente de solucion de papaina preparada segun el ejemplo 1 durante 6 horas u 11 horas
en un modelo de herida porcina se presenta en secciones histoldgicas que se muestran en la figura 1, en comparacion
con una herida no tratada. Los resultados indican claramente un desbridamiento significativo ya afectado después del
tratamiento uUnico de 6 horas.

Ejemplo 7: desbridamiento de heridas haciendo fluir una solucioén desbridante sobre un modelo de herida porcina Il

Los resultados de hacer fluir la solucién descrita en el ejemplo 2 se aplicaron sobre una herida porcina diferente
durante 6 horas u 11 horas, empleando la configuracion experimental descrita en el ejemplo 6 se presentan en la figura
2. Los resultados indican un desbridamiento efectivo logrado después de 6 horas y una limpieza sustancial alcanzada
dentro de las 11 horas con un aspecto distintivo de hiperemia.

Ejemplo 8: desbridamiento de heridas haciendo fluir una solucién preparada de acuerdo con la divulgacion sobre un
modelo de herida porcina Il

Los resultados de hacer fluir a solucién descrita en el ejemplo 3 durante 6 horas y 11 horas empleando la configuracion
experimental descrita en el ejemplo 6 se presentan en la figura 3. Los resultados indican un desbridamiento efectivo
alcanzado después de 6 horas.

Ejemplo 9: desbridamiento de heridas haciendo fluir una solucién preparada de acuerdo con la divulgacion sobre un
modelo de herida porcina IV

Los resultados de hacer fluir la soluciéon descrita en el ejemplo 5 durante 11 horas empleando la configuracion
experimental descrita en el ejemplo 6 se presentan en la figura 4. Los resultados indican desbridamiento efectivo.

El impacto de diferentes composiciones desbridantes sobre la morfologia y la apariencia del desbridamiento de heridas
necroéticas se demuestra en la figura 5: A - papaina (40 mg/ml) en solucion salina al 5 % durante 6 h (paneles izquierdos
- antes del tratamiento y paneles derechos - después del tratamiento); B - papaina (40 mg/ml) en solucién salina al 0,9
% y glicerol al 10 % durante 6 horas; C - papaina (40 mg/ml) en solucién salina al 5 % y glicerol al 10 % durante 6 h.

Ejemplo 10: prueba de seguridad - irritacion cutanea aguda

El estudio de irritacion cutanea aguda se llevé a cabo en conejos hembra New Zealand (NZW) (n=3), 3,0-3,4 kg para
la evaluacion del potencial de reaccion de irritacion dérmica de una solucién desbridante que comprende 2 mg/ml
(también denominada en lo sucesivo "Enzystream™").

En todos los conejos, 4-24 horas antes de la aplicacion de las soluciones probadas en los sitios designados en el lomo
de los conejos, se elimind el pelaje recortando estrechamente ambos lados de la columna vertebral. En el lomo de
cada conejo, se prepararon 2 sitios de control y 2 sitios tratados, de aproximadamente 2,5x2,5 cm cada uno. Los dos
sitios probados en cada conejo se sometieron a 0,5 ml de solucion desbridante final Enzystream™ vy los 2 sitios
probados restantes se trataron con el mismo volumen de solucién salina. Las soluciones probadas se aplicaron primero
a parches de gasa que luego se aplicaron directamente a los sitios respectivos durante un periodo de 4 horas. Al final
del periodo de exposicion de 4 horas, se retiraron los parches.

Observacion y examen: se observaron conejos durante un periodo de 72 horas después de la retirada de los parches.
Se realiz6 un periodo de observacion prolongado mas alla de las 72 horas en casos de reacciones persistentes en la
piel y se observo animal una vez al dia hasta que se observo reversibilidad o hasta un maximo de 14 dias después de
la aplicacion. Los signos de eritema y edema (segun los grados de reacciones cutaneas) y la respuesta en los sitios
de aplicacién se evaluaron tras 1, 4, 24, 48 y 72 horas después del tratamiento. En los casos en que los animales
fueron monitorizados durante hasta 14 dias, se realizaron examenes adicionales una vez al dia. El examen de
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cualquier efecto adverso sistémico se llevé a cabo una vez al dia durante todo el periodo de estudio.

Los pesos corporales se midieron antes de la aplicacion de la solucion en los sitios de prueba y al finalizar el estudio
(después de 72 horas o 14 dias en caso de un periodo de observacion prolongado).

Evaluacién de datos: la evaluacidon de los posibles efectos de irritacion de las soluciones probadas se baso en la
determinacion de la escala del indice de irritacion primaria (Pll) usando el indice de irritacién Draize para eritema y
edema (Draize, UL. : Dermal toxicity in appraisal of the safety of chemicals in food, drugs and cosmetics. The
association of food and drug officials of the United States, Bureau of food and drug, Austin, TX. 1959 Paginas: 46-59)
y se compard con las "categorias de respuesta a la irritacion en el conejo" como se especifica en la norma ISO 10993-
10. Se evalud el Pll de los sitios de aplicacion: inmediatamente tras 1 hora, después de 4 horas de aplicacion del
parche y a las 24, 48 y 72 horas después del tratamiento.

Resultados: las respuestas generales de irritacion dérmica en todos los conejos causaron una reaccion "insignificante”
a "leve" de acuerdo con la puntuacion PII (0-1,9) con un promedio de 1,05 ("leve"). Ademas, no hubo signos clinicos
en respuesta a ninguna solucién probada en ninguno de los conejos, asi como tampoco cambios anormales en el peso
corporal durante todos los periodos de estudio.

Ejemplo 11: prueba de seguridad - toxicologia aguda durante una infusion de 1 hora

Estudio de toxicologia aguda de infusion i.v. 1 hora de la solucion EnzyStream™ en ratas macho Sprague Dawley
(n=12), 270-275 g, para evaluacion de seguridad.

Todas las ratas fueron anestesiadas con anestesia con gas halotano durante 70-80 min para insercién e infusion
yugular mediante catéter. Se insertd un catéter de polietileno lleno de solucién salina-heparina en la vena yugular. Se
realizé una infusidon automatica lenta de formulaciones probadas (solucién salina de control o soluciéon Enzystream™)
de 1 ml de una solucién de papaina de 1 mg/ml durante una hora. Cinco ratas fueron sometidas a solucién salina,
mientras que 7 ratas fueron tratadas con soluciéon EnzyStream™.

Justificacién de la dosis: la cantidad de solucién administrada fue de 1 ml/animal con un peso de ~250 g. La
concentracion de la enzima papaina administrada fue de 1 mg/ml. Estas cantidades se calcularon de acuerdo con los
pesos corporales de los animales y humanos y los volimenes de circulacién sanguinea para representar la absorcion
potencial del 50 % de la solucidon enzimatica que se hizo fluir por un area de la herida tratada durante una sesion de
flujo en ensayos clinicos. Se puede suponer que este valor es ~x100 mas alto que la cantidad que puede ser absorbida
practicamente durante el tratamiento de Ulceras venosas/diabéticas en ensayos clinicos. Esta suposicion se basa en
la mala circulacién sanguinea de las ulceras diabéticas y venosas y se puede suponer que la penetracién de liquidos
en el cuerpo/sistema sanguineo es, por lo tanto, minima.

Una hora después de la infusién, se retir6 el catéter y se suturaron la vena y la piel. Los animales se monitorizaron
durante los siguientes 14 dias y se sacrificaron mediante inyeccion de Pental (200 mg/ml) 1 ml/1,5 kg de peso corporal.

Parametros fisioldgicos y bioguimicos: el peso corporal (PC) se midié antes de la infusién i.v. y 24, 48, 72 horas, 7 y
14 dias después de la infusion.

La temperatura y los electrocardiogramas (ECG) se midieron antes de la infusion, cada 10 minutos durante la infusion
y 3, 24, 48, 72 horas, 7 y 14 dias después de la infusién.

Se obtuvieron muestras de sangre de la vena de la cola para hemograma completo, funciones hepéticas y renales, y
electrolitos antes del periodo de infusion y 3, 24, 48, 72 horas, 7 y 14 dias después de la infusion.

La vitalidad y los patrones normales de comportamiento de comer, beber, secreciones urinarias y fecales fueron
monitorizados diariamente.

Histologia: después de 14 dias, biopsias de los siguientes érganos principales: corazén; pulmén; rifidn y suprarrenal;
higado; eso6fago; traquea; tiroides; pancreas; timo; cartilago xifoides; bazo y articulacion de la rodilla se extrajeron de
todas las ratas y se fijaron inmediatamente en formaldehido tamponado con fosfato al cuatro por ciento durante 48
horas, se procesaron mediante procedimientos histoldgicos de rutina y se incluyeron en parafina.

Se cortaron secciones en serie a 8 um de espesor. Las secciones se tifieron con hematoxilina y eosina y se tomaron
para examen histolégico en busca de efectos toxicos.

Resultados: durante el periodo de aclimatacién previo al inicio de la infusion i.v., todos los parametros monitorizados
de las ratas estaban dentro de los intervalos fisiolégicos normales. El peso corporal (PC), la temperatura rectal, la
frecuencia cardiaca, los analisis de sangre para las funciones hepaticas y renales, asi como para los niveles de
electrolitos en la sangre, no mostraron diferencias estadisticas entre el control de solucién salina y los grupos tratados
experimentalmente, y todos estaban dentro del intervalo de datos normal. Se demostrd un perfil dinamico similar de
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los cambios de PC en los grupos experimentales y de control: el PC disminuyé ligeramente durante los primeros 3
dias después del procedimiento de infusién y comenzd a aumentar en el dia 4 y finalmente fue incluso mayor que los
datos de PC previos a la infusién.

No se detectaron anomalias en las secciones histologicas de 12 érganos internos examinados de ambos grupos de
animales. A nivel histoldgico, todos los 6rganos y tejidos de todos los animales analizados (tratados con solucion salina
o tratados con papaina), mostraron un patrén histolégico normal sin cambios patolégicos, morfolégicos u otros efectos
adversos

Los resultados obtenidos en las condiciones experimentales descritas anteriormente demuestran claramente la
ausencia de efectos secundarios téxicos para la formulacion probada de solucion desbridante Enzystream™ infundida
durante 1 hora en ratas.

Ejemplo 12: prueba de seguridad - toxicologia aguda durante una infusién de 6 horas

La evaluacion de seguridad de la infusion intravenosa de la solucion Enzystream™ a la misma dosis descrita en el
ejemplo 11 (un ml de solucién de papaina de 1 mg/ml) durante la infusion intravenosa aguda (i.v.) prolongada de 6 h
se llevo a cabo en 8 ratas Sprague Dawley (4 machos y 4 hembras), 270-275 g, ratas conscientes anestesiadas.

Métodos: todas las ratas se insensibilizaron al dolor con una sola inyeccién subcutdnea de Flunixina Meglumina y
después se anestesiaron mediante inyeccion de Ketamina-Xilasina para preparar la preparacién experimental. Se
inserté un tubo de polietileno lleno de solucién salina heparinizada en la vena yugular. Después de aproximadamente
una hora, cuando los animales regresan a un estado de consciencia, se inicié la infusion lenta y automatica de las
formulaciones probadas (control-solucion salina o Enzystream™) mediante la bomba de infusion 1 conectada a un
extremo de un pasaje alargado 3 a través de un elemento giratorio 2, en el que el segundo extremo del pasaje 3 esta
en comunicacioén con la piel del animal a través de la correa y la silla 4 (figura 6). El pasaje 3 puede comprender un
resorte de acero inoxidable. La velocidad de infusion fue de 2,77 pl/min de un ml de la solucién de papaina de 1 mg/ml
durante 6 horas. Cuatro ratas se sometieron a infusién salina mientras que a otras 4 ratas se les administré solucién
Enzystream™.

Después de 6 horas de infusion, se retird la canula y se suturaron la vena y la piel. Los animales fueron monitorizados
durante 14 dias y sacrificados por asfixia con COx.

Parametros fisiolégicos y bioguimicos: el peso corporal se midié antes de la infusidn i.v. y 2, 4, 7 y 14 dias después
de la infusion.

Los signos clinicos se registraron diariamente durante todo el periodo de observacion de 14 dias. Las observaciones
incluyeron cambios en la piel, pelaje, ojos, membranas mucosas, aparicién de secreciones y excreciones, actividad
autonoma (por ejemplo, lagrimeo, salivacion, piloereccién, tamafio de la pupila y patrén respiratorio inusual).

La vitalidad y los patrones normales de comportamiento de comer, beber, secreciones de orina y heces también fueron
monitorizados diariamente.

Se obtuvieron muestras de sangre para hemograma completo, funciones hepaticas y renales, y electrolitos de la vena
yugular mediante la canula antes del periodo de infusion y después de 24 horas. Al finalizar el periodo de observacion,
antes del sacrificio, se obtuvo una muestra de sangre del seno retroorbital.

Histologia: biopsias de los siguientes érganos principales: corazén; pulmon; rifidn y suprarrenal; higado; eséfago;
traquea; tiroides; pancreas; timo; cartilago xifoides; bazo, articulacion de la rodilla y cerebro se extrajeron de todas las
ratas y se conservaron inmediatamente en solucion de formaldehido al 4 % durante 48 horas, se procesaron mediante
procedimientos histolégicos de rutina y se incluyeron en parafina. Se cortaron secciones en serie a 8 ym de espesor.
Las secciones se tifieron con hematoxilina y eosina y se tomaron para examen histolégico en busca de efectos toxicos.

Resultados: durante el periodo de aclimatacion previo al inicio de la infusion i.v., todos los parametros monitorizados
de las ratas estaban dentro del intervalo fisioldgico normal.

Parametros fisiologicos: no se observaron signos clinicos notables durante todo el periodo de estudio en las ratas
tratadas con solucién salina control o tratadas con Enzystream ™.

Las determinaciones de peso corporal revelaron en ambos grupos una ligera y transitoria pérdida de peso corporal en
los dias 2 y 4, pero en el dia 7 después de la infusién, todos los animales en ambos grupos demostraron aumento de
peso.

El examen de los parametros de la bioquimica clinica, como las funciones hepaticas y renales y los electrolitos en

muestras de sangre recogidas antes y después de las 24 horas posteriores a la infusion, se encontraban dentro del
intervalo normal en los grupos de control y tratados con Enzystream™. La determinacién de los parametros de
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hematologia y bioquimica obtenidos al finalizar el periodo de estudio de 14 dias de ambos grupos revel6 valores que
también estaban dentro del intervalo normal.

Hallazgos histoldgicos: a nivel de necropsia, no se observaron hallazgos patolégicos graves en ambos grupos. A nivel
histolégico, todos los érganos y tejidos de todos los animales (tratados con solucién salina o tratados con
Enzystream™), mostraron un patron histolégico normal sin ningin cambio patoldgico, morfolégico u otros efectos
adversos.

Conclusiones: los resultados obtenidos en este estudio de seguridad en las condiciones experimentales descritas
anteriormente, demuestran claramente que no hay efectos secundarios toxicos para la solucién desbridante
Enzystream™ cuando se infunde por via intravenosa durante 6 horas.

Ejemplo 13: vida util

Estabilidad en almacenamiento (vida util) de la solucién concentrada de papaina que contiene cantidades variables
de glicerol y NaCl y almacenada a 4 °C.

Métodos: se prepararon tres soluciones enzimaticas concentradas (40 mg/ml de papaina 30.000 U USP/mg cada una),
que contenian cantidades variables de glicerol y NaCl de la siguiente manera: (1) 5 % de glicerol + 0 % de NaCl; (I1)
30 % de glicerol + 0 % de NaCl y (Ill) 30 % de glicerol + 18 % de NaCl. Las soluciones enzimaticas concentradas se
almacenaron a 4 °C, en tubos herméticamente cerrados envueltos en papel de aluminio hasta su uso.

En cada punto de verificacion, se extrajo una muestra de cada tubo y se sometié a un bioensayo de papaina con
sustrato BAPNA estandar preformado con soluciones tampon y activadora de cisteina recién preparadas.

La actividad enzimatica residual se caracterizé comparando la pendiente de la reaccién durante 10 minutos a 410 nm.

Resultados: como se demuestra en las figuras 7A 'y 7B, una composicion enzimatica que comprende el 30 % de glicerol
y el 18 % de NaCl exhibe la actividad enzimatica residual mas alta. La mayor parte, aproximadamente el 90 %, de la
pendiente inicial de la reaccion enzimatica se mantuvo estable durante los 12 meses de incubacién a 4 °C. El analisis
de la pendiente (figura 7B) indica una disminucion mas rapida en la cinética de reaccion durante los primeros 3 meses
seguida de la estabilizacion de la actividad residual, un fendmeno bien documentado para estudios de estabilidad en
almacenamiento de enzimas.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende un concentrado no activo de una tiol-proteasa, siendo dicho concentrado un
concentrado hiperténico y comprendiendo al menos 20 mg/ml de una forma inactiva de dicha tiol proteasa y
comprendiendo ademas al menos un agente osmdético, en la que dicho al menos un agente osmético comprende
glicerol y cloruro de sodio, y en la que la concentracion de glicerol es como maximo el 30 % v/v y la concentracion de
cloruro de sodio es al menos el 1 % p/vy como maximo 18 % p/v, y en la que dicho concentrado tiene un pH dentro
del intervalo de pH 3-6, y es estable durante al menos 1 semana a temperatura ambiente o a una temperatura dentro
del intervalo de 4-10 °C y dicha tiol-proteasa se reactiva por dilucién para poseer actividad proteolitica dentro del
intervalo de 5.000 a 50.000 unidades USP/mg.

2. La composicion de la reivindicacion 1, en la que dicha tiol proteasa es papaina.

3. La composicioén de la reivindicacion 1, en la que la concentracién de la tiol proteasa esta dentro del intervalo de 25
a 45 mg/ml.

4. La composicion de la reivindicacion 1, en la que dicho agente osmotico puede comprender ademas una sustancia
seleccionada del grupo que consiste en manitol, dextrano, polietilenglicol y combinaciones de los mismos.

5. La composicion de la reivindicacion 1, en la que el concentrado no activo esta desprovisto de material particulado.

6. La composicion de la reivindicacién 1, que comprende ademas un tampén, seleccionado entre el grupo que consiste
en: tampon acido N-(2-acetamido)-2-iminodiacético, tampdn acetato, tampdn succinato, tampén maleato, tampdn
citrato, tampon MES y combinaciones de los mismos, preferentemente solucion de acetato.

7. Un kit para preparar una composicion desbridante, comprendiendo el kit un primer componente que comprende la
composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6; un segundo componente que comprende una solucién
concentrada de al menos un agente reductor; y un tercer componente que es una soluciéon tampon concentrada que
comprende al menos un agente tamponante y al menos un agente quelante, en el que mezclar dichos primer, segundo
y tercer componentes en al menos una solucion diluyente proporciona una solucién desbridante que tiene un pH
fisiologico y en el que dicha tiol-proteasa en dicha solucion desbridante posee actividad proteolitica dentro del intervalo
de 5.000 a 50.000 unidades USP/mg.

8. El kit de la reivindicacion 7, en el que la tiol proteasa es papaina.
9. El kit de la reivindicacion 7, en el que el primer componente comprende un tampén seleccionado del grupo que
consiste en: tampdn acetato, tampén succinato, tampén maleato, tampén citrato, tampén MES y combinaciones de

los mismos.

10. El kit de la reivindicacion 7, en el que el primer componente es estable en almacenamiento en una temperatura
dentro del intervalo de 4-10 °C.

11. El kit de la reivindicacion 7, en el que el al menos un agente reductor es un compuesto de tiol seleccionado del
grupo que consiste en: sulfuro, cistamina, glutation, N-acetilcisteina, cisteina y clorhidrato de cisteina.

12. El kit de la reivindicacion 7, en el que el pH del segundo componente esta dentro del intervalo de pH 1 a 4.
13. El kit de la reivindicacién 7, en el que el tercer componente comprende un agente tamponante seleccionado del
grupo que consiste en: tampon tris hidroximetilaminoetano (Tris), tampon Hepes, tampén lisina, tampoén glicina, tampdn

MOPS, tampdn imidazol y tampon MES.

14. El kit de la reivindicacién 7, en el que después de mezclar los primer, segundo y tercer componentes y la al menos
una solucion diluyente, el agente tamponante mantiene un pH dentro del intervalo de pH fisiolégico.

15. El kit de la reivindicacion 7, en el que la al menos una solucion diluyente comprende una solucién seleccionada
del grupo que consiste en: solucién salina, solucién salina hiperosmolar y solucion salina que comprende al menos un
agente osmotico.

16. El kit de la reivindicacién 15, en el que el al menos un agente osmoético comprende uno 0 mas compuestos
seleccionados del grupo que consiste en: cloruro de sodio, glicerol, manitol, dextrano, polietilenglicol y combinaciones
de los mismos.

17. El kit de la reivindicacion 15, en el que la solucion salina hiperosmolar comprende al menos el 1 % p/v de cloruro
de sodio.

18. El kit de la reivindicacion 7, en el que la relacion de volumen entre cada componente del kit y el volumen de la
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solucion desbridante es al menos 1:10.

19. Uso del kit de la reivindicacion 7, opcionalmente en combinacion con un apésito, en la preparacion de un
medicamento para desbridar una lesion cutdnea o una piel dafiada.

20. El uso de la reivindicacion 19, en el que la tiol proteasa es papaina.

21. El uso de la reivindicacion 19, en el que la lesién es una Ulcera crénica.
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