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DESCRIPCION

Proteccién de superficie de tejidos bioldgicos expuestos.
Campo de la invencion

La invencion se refiere a una red de barrera biodegradable que comprende dos polipéptidos, siendo uno aniénico
y el otro catiénico. La invencién también se refiere a aplicadores y kits que comprenden componentes para ser usados
para crear dicha red de barrera biodegradable. La invencién también proporciona el uso de dicho aplicador o kit en
una terapia, tal como en medicina, medicina veterinaria y horticultura.

Antecedentes de la invencion

Las superficies de los tejidos deben protegerse dependiendo del tipo y grado de exposicién y desgaste quimi-
co a los que normalmente se someten. Por tanto, todas las células en el cuerpo estdn cubiertas por una membrana
celular de bicapa que consiste, fundamentalmente, en lipidos y proteinas. Las superficies epiteliales, que estan co-
nectadas con el mundo exterior, y el tracto respiratorio, gastrointestinal y, hasta cierto grado, el tracto genitourinario,
estan expuestos a un entorno bastante duro. Estas superficies epiteliales también estdn cubiertas por una capa mu-
cosa que tiene propiedades viscoeldsticas y muy protectoras. Por otra parte, los tejidos, tales como la sinovia y el
mesoteilo, no estdn protegidos por mucosa, puesto que no estdn expuestos a una condicidon drastica de la misma
magnitud.

Ademas, los tejidos epiteliales vitales, tales como vasos sanguineos u érganos sanguineos, estan revestidos por
membranas mucosas, serosas, sinoviales y endoteliales, de forma que pueden funcionar independientemente entre si.
Las membranas peritoneales, pericirdicas y pleurales consisten en una unica capa de células mesoteliales, que esta
cubierta por una fina pelicula de fluido peritoneal. Los componentes de las membranas, asi como la capa cobertora de
fluido, tienen varias funciones, por ejemplo, la lubricacién de los érganos que encierran.

La membrana epitelial protectora es muy delgada y estd formada por una capa delicada de tejido conectivo cubierta
por una monocapa de células mesoteliales y s6lo una o pocas bicapas de fosfolipidos. Esto hace que el tejido sinovial
y del mesotelio sea especialmente vulnerable a las infecciones y traumatismos. Cuando una de estas membranas
se expone a un problema fisico, quimico o microbiano, en respuesta a ello a menudo se liberan muchas sustancias
potentes que son perjudiciales para las membranas. Por consiguiente, la estructura y funcién de la membrana puede
destruirse con facilidad cuando se producen traumatismos, isquemia e infecciones. Después de la irritacién de una
membrana sensible al estrés, por ejemplo, sélo por la desecacidon o abrasién de las superficies de las membranas
durante una cirugia, ésta serd cubierta con rapidez por un codgulo de fibrina. Puesto que la actividad activadora del
plasmindgeno (es decir, la capacidad fibrinolitica) es menor después de un traumatismo, los codgulos de fibrina después
se organizan como adhesiones fibrosas, es decir, pequefias bandas o estructuras a través de las cuales las membranas
serosas o sinoviales adyacentes se adhieren de una manera anémala. Las operaciones quirtrgicas, la infeccién o la
inflamacién de estas partes del cuerpo, que estdn revestidas con membranas serosas o sinoviales, pueden dar como
resultado una inflamacién adhesiva, independientemente del tamafio del drea afectada. Las adhesiones entre tejidos
epiteliales vitales se forman en los primeros dias después de una cirugfa, traumatismo o infeccién, y pueden observarse
no sélo en porciones concretas del cuerpo, sino en todos los tejidos vitales. Estas adhesiones entre, por ejemplo,
las zonas de contacto entre los intestinos, o entre los intestinos y la pared abdominal, son el resultado de dafios
tisulares, que a menudo pasan inadvertidos, tales como la desecacion, y se producen por diversas razones, incluyendo
la estimulacién mecdnica y quimica de tejidos vitales que acompafia a las manipulaciones quirdrgicas, la infeccién
bacteriana postoperatoria, la inflamacién u otras complicaciones.

Puede observarse una adhesion de tejidos epiteliales vitales, grande o pequefia, en la mayoria de los campos
quirurgicos. Se ha informado que de todos los pacientes que han sufrido cirugia abdominal en un hospital a lo largo
de un periodo de cuatro afios, se ha descubierto que 93% tenian adhesiones de operaciones previas. Ademads, en un
periodo de 10 afios serd necesaria una prevencion de la adhesioén en aproximadamente 20% de todas las operaciones
quirdrgicas, que corresponde con mds de un millén de operaciones anuales en cada gran continente.

Sin embargo, las adhesiones postquirtirgicas obtenidas son el resultado de una respuesta natural de curacién de
heridas en los dafios en tejidos que se producen durante una cirugia. Numerosos factores desempenan un papel en la
curacién de heridas peritoneales y el desarrollo de adhesiones. Entre otros, se sabe que los macréfagos peritoneales
desempefian un papel importantes en la reparacion peritoneal inicial.

Por tanto, mientras se espera que, después de la cirugia, el cuerpo produzca nuevas capas protectoras, resulta
deseable suministrar la correspondiente proteccién desde el exterior a las superficies epiteliales expuestas de una
manera eficaz. Ademads, resulta importante prevenir o reducir la infeccién y/o la inflamacién obtenida después de una
cirugia, asi como la formacién de fibrina acompafiante.

Se ha informado acerca de diversas macromoléculas y materiales bioactivos que disminuyen el grado de las adhe-
siones abdominales postoperatorias. De forma similar, se ha estudiado una serie de métodos para limitar la formacién
de la adhesion quirtrgica, con unos resultados prometedores pero a menudo ambiguos. Sin embargo, la mayoria de
los esfuerzos realizados para evitar o reducir las adhesiones peritoneales postoperatorias finalmente se han abando-
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nado. Entre los métodos utilizados pueden mencionarse la prevencién de la formacién de fibrina, la reduccién de la
formacioén de fibrina, la separacion de superficies, y las técnicas quirdrgicas.

Se han llevado a cabo numerosas investigaciones en las que se colocan barreras en un sitio de lesion para evitar
la formacién de un puente de fibrina entre el tejido dafiado y los 6rganos vecinos. Estas barreras incluyen materiales
reabsorbibles, tales como celulosa regenerada oxidada enzimaticamente degradable, e hidrogeles fisioquimicamente
reticulados de disolucién lenta de tipo Pluronic™.

La mayoria de los métodos de proteccion de superficies epiteliales expuestas, en las que la formacién de adhe-
sién postquirdrgica es limitada, también se han enfocado en proporcionar una separacién en la herida colocando un
material entre los tejidos. Ademas, se han afiadido varios tipos de disoluciones de polimeros viscosos, tales como
polivinilpirrolidona, carboximetilcelulosa de sodio, dextranos, y dcido hialurénico, antes y/o al final de la cirugia para
controlar los acontecimientos de curacién de heridas después de la aparicion de las supuestas lesiones en los tejidos.
Se supone que estas disoluciones actiian aumentando la lubricacién y evitando que los codgulos de fibrina se adhieran
a otras superficies, o separando de forma mecdnica los tejidos daflados mientras se curan.

Las disoluciones poliméricas empleadas se basan principalmente en la viscosidad del polimero de alto peso mo-
lecular, que se pretende que aumente cuando aumenta la concentracién. El polimero a menudo es un polisacarido, tal
como en el documento US 4.994.277, en el que se describe un gel viscoeldstico de goma de xantano biodegradable
en una disolucion acuosa para evitar las adhesiones entre tejidos vitales. Sin embargo, la principal desventaja de estos
polimeros cuando se emplean para reducir, por ejemplo, la adhesién peritoneal como revestimientos protectores du-
rante la cirugia o como agentes de separacion de superficies, es que no disminuyen significativamente las adhesiones
debido a su corto tiempo de residencia en la cavidad peritoneal. El resultado es que deben realizarse més cirugias en
el paciente.

Se han empleado disoluciones de polimeros menos viscosos como revestimientos protectores de tejidos durante
la cirugia, para mantener la lubricidad natural de los tejidos y los érganos, y para proteger las membranas que los
rodean. El prerrevestimiento para la proteccion de tejidos y para evitar la adhesion incluye el revestimiento de tejidos
al principio de la cirugia, antes de que pueda producirse una manipulacién e irritacién significativa del tejido, y se
sigue de forma continua a lo largo de la operacién, de forma que puede mantenerse un revestimiento protector sobre
los tejidos.

El documento US 5.366.964 describe una disolucién viscoeldstica quirtrgica para estimular la curacién de heridas,
que se emplea en contacto directo con células que estdn sometidas a una curacién de heridas. La disolucidn estd
prevista para la proteccion de las células y para el revestimiento de las células durante la cirugia, y comprende uno o
varios componentes poliméricos. Se supone que la hidroxipropilmetilcelulosa y el sulfato de condroitina van a lubricar
el tejido, mientras que el hialuronato de sodio proporciona propiedades viscoeldsticas a la disolucion.

Varios agentes empleados en la actualidad para tratar las adhesiones postquirtrgicas contienen dcido hialurénico.
Por ejemplo, el documento US 5.409.904 describe disoluciones que reducen la pérdida de células y los dafios en teji-
dos, previstas para proteger a las células endoteliales durante una cirugia oftalmica. Las composiciones utilizadas estdn
compuestas de un material viscoeldstico que comprende 4cido hialurénico, sulfato de condroitina, coldgeno modifi-
cado y/o celulosa modificada. En el documento WO 9010031 se describe una composicion para evitar la adhesion de
tejidos después de una cirugia que contiene dextrano y dcido hialurénico, en la que se supone que las sustancias van a
actuar de forma sinérgica. En el documento WO 9707833 se describe un material de barrera para evitar las adhesiones
quirdrgicas, que comprende ésteres bencilicos o derivados del 4cido hialurénico covalentemente reticulados.

Se ha descubierto que un agente basado en el 4cido hialurénico fabricado por Pharmacia con el nombre comercial
de Healon y previsto originalmente como una instilacién ocular es el agente mds eficaz conocido hasta la fecha. Sin
embargo, el dcido hialurénico se aisla a partir de crestas de gallo y, por tanto, es muy caro ademads de ser potencialmente
alergénico incluso en pequefias cantidades y ain mads para grandes superficies, tales como el peritoneo, que tiene un
drea de aproximadamente 2 m?.

En el documento WO 9903481 se describe una composicion para lubricar y separar tejidos y membranas biol6gi-
cas de las membranas adyacentes, o de células o tejidos adyacentes, que comprende un polimero hidréfobo formado a
partir de un polimero catiénico hidrosoluble biolégicamente aceptable que porta grupos hidr6fobos unidos covalente-
mente.

De forma similar, en el documento EP 0.705.878 se describen composiciones hidroinsolubles biocompatibles que
comprenden un polisacarido polianiénico combinado con un polimero bioabsorbible hidréfobo.

En el documento US 6.235.313 se compara una diversidad de polimeros segin su fuerza adhesiva a superficies de
mucosas. Se ensayaron hidrogeles cargados negativamente, tales como alginato y carboximetilcelulosa, con grupos
carboxilicos expuestos sobre la superficie, asi como algunos hidrogeles cargados positivamente, tales como quitosano.
La eleccion se basé en el hecho de que las mayoria de las membranas celulares realmente estan cargadas negativa-
mente. Sin embargo, no existe ninguna conclusion definitiva sobre cudl es la propiedad mas importante para obtener
una buena bioadhesion a la pared del tracto gastrointestinal. Por ejemplo, se considera que el quitosano se une a una
membrana mediante interacciones iénicoas entres grupos amino cargados positivamente sobre el polimero, y grupos
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acido sidlico cargados negativamente sobre la membrana. Por tanto, las moléculas policatidnicas, tales como el quito-
sano y la polilisina, tienen una fuerte tendencia a unirse a superficies epiteliales expuestas, puestos que éstas tienen,
generalmente, una carga negativa neta.

Un inconveniente principal de estas dos moléculas catiénicas es que muestran efectos toxicos. Por ejemplo, se
considera que la polilisina actda como inhibidor del canal de calcio porque produce un cambio conformacional, inhi-
biendo, con ello, los flujos de iones transmembrana.

El documento WO 97/22371 y en Elbert et al., J. Biomed. Mater. Res., 1998, vol. 42, pp. 55-65, se describen
composiciones de barrera basadas en polimeros reticulados que incluyen polilisina y otro componente, tal como po-
lietilenglicol.

Sumario de la invencion

La invencidén se refiere a una nueva red de barrera biodegradable inventada, que no es tdxica, que es posible
producirla con bajo coste, que es biodegradable y no alergénica. Esta red permite la posibilidad de tratar las adhesiones
postquirdrgicas de una manera eficaz.

En primer lugar, la invencidn se refiere a una red de barrera biodegradable que comprende un polipéptido catiénico,
un polipéptido aniénico y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En segundo lugar, la invencién se refiere a un aplicador que comprende un polipéptido catiénico y un vehiculo far-
macéuticamente aceptable, un polipéptido aniénico y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, estando dicho péptido
catidnico y aniénico separados entre si mediante un separador.

En tercer lugar, la invencidn se refiere a un kit que comprende un polipéptido catiénico y un vehiculo farmacéuti-
camente aceptable, un polipéptido aniénico y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, y un medio para administrar
dicho polipéptido catiénico y aniénico.

Por tltimo, la invencién proporciona un método para tratar a un mamifero que presenta una lesién, que comprende
el uso del aplicador o el kit segtin la invencién para crear una red de barrera biodegradable segtin la invencion.

Proporcionando dicha red, aplicador y kit, un nuevo producto mejorado estard disponible en el mercado para ser
utilizado en la curacién de heridas.

Descripcion detallada de la invencion
Definiciones
En el contexto de la presente invencién se aplican las siguientes definiciones:

La expresion “red de barrera biodegradable” pretende significar una barrera que evite la adhesién entre tejidos
en una lesidn, y que proporcione protecciéon a un tejido lesionado frente, por ejemplo, a la inflamacién y los agentes
infecciosos. Ademas la barrera es degradable a lo largo del tiempo durante el proceso de curacién de la lesion.

La “red” pretende significar una red formada entre una mezcla de al menos dos polipéptidos, en la que al menos
uno es catidnico y el otro es aniénico.

El “mismo tipo de resto aminodcido” pretende significar que los restos aminodcidos en un polipéptido son, por
ejemplo, s6lo H (H-H-H-H-H-H-H).

En el presente contexto, los nombres de los restos aminodacidos empleados son los definidos en la Protein DataBank
(PNB) (www.pdb.org), que estidn basados en la nomenclatura de la IUPAC (IUPAC Nomenclature and Symbolism for
Amino Acids and Peptides, Eur. J. Biochem., 138, 9-37 (1984), junto con sus correcciones en Eur. J. Biochem., 1542,
1 (1985)). El término “aminodcido” pretende indicar un aminodcido del grupo que consiste en arginina (Arg o R),
histidina (His o H), lisina (Lys o K), aspartato (Asp o D), y glutamato (Glu o E).

La red de barrera biodegradable

La invencidn se refiere a una red de barrera biodegradable. La red de barrera biodegradable se produce en los sitios
de lesiones. La red comprende un polipéptido catiénico, un polipéptido anidénico y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. La red se forma aplicando al menos un polipéptido anidnico y al menos un polipéptido catiénico en se-
cuencia a un tejido. El vehiculo del polipéptido catidnico esta gelificado para concentrar su administracién. El tejido
lesionado y la membrana protectora se retiran parcial o totalmente. Por tanto, el tejido subyacente se expone y la red
acttiia como proteccion de las superficies epiteliales expuestas de un mamifero, tal como seres humanos o animales.

El polipéptido catiénico puede seleccionarse del grupo que consiste en los restos aminodcidos R, H, K, sus variantes
sintéticos y semisintéticos y sus mezclas, tales como una polilisina, poliargininina o polihistidina. El polipéptido puede
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estar en la forma L. El polipéptido puede ser un polipéptido que consiste en uno y el mismo resto aminodcido, tal como
R-R-R-R o0 H-H-H-H, o una mezcla de éstos, tales como R-H-R-R-H, etc. Uno o mas restos aminoacidos sintéticos o
semisintéticos también pueden estar presentes en el polipéptido.

El polipéptido aniénico puede seleccionarse del grupo que consiste en los restos aminodcidos D, E, sus variantes
sintéticos y semisintéticos, tales como poliglutamato o poliaspartato. El polipéptido puede estar en la forma L. El
polipéptido puede ser un polipéptido que consiste en uno y el mismo resto aminoécido, tal como D-D-D-D o E-E-E-
E, o una mezcla de éstos, tales como D-D-E-D-E. Uno o maés restos aminoacidos sintéticos o semisintéticos también
pueden estar presentes en el polipéptido.

La longitud de los polipéptidos puede ser la misma o diferente, dependiendo de dénde se va a formar la barrera
biodegradable, es decir, dependiendo del tejido al que se va a aplicar. El tamafio puede ser al menos 5.000 Da, tal como
entre aproximadamente 5.000 a aproximadamente 50.000 Da. Los ejemplos son 6.000, 7.000, 8.000, 10.000, 15.000,
20.000, 30.000, 40.000 y sus mezclas.

Ademds, al menos uno de los polipéptidos mencionados anteriormente puede estar unido al menos a un resto
aminodcido neutro diferente, otros péptidos u otras sustancias, tales como una sustancia que limpie las superficies
lesionadas, proporcione antioxidantes, module la apoptosis, estimule la curacién, inhiba la fibrogénesis y el creci-
miento tumoral, controle el sangrado, inhiba la inflamacién, aumente la estabilidad o protega frente a infecciones. Los
ejemplos son agentes antimicrobianos, agentes antiinflamatorios, agentes limpiadores, antioxidantes, moduladores de
la apoptosis, agentes de curacion, inhibidores de la fibrogénesis, agentes antitumorales y agentes antisangrado.

Por consiguiente, los polipéptidos pueden modificarse mediante amidacion, esterificacidn, acilacion, acetilacion,
PEGilacién o alquilacién.

La red mencionada anteriormente también puede comprender un diluyente o tampdn farmacéuticamente aceptable.

Un “vehiculo farmacéuticamente aceptable” significa una sustancia no téxica que no interfiera con la eficacia de la
actividad de proteccién de superficies de los polipéptidos. Estos tampones o diluyentes aceptables son muy conocidos
en la técnica (véase Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18 edicién, A.R. Gennaro, ed., Mack Publishing Company
(1990)).

El término “tampodn” pretende significar una disolucién acuosa que contiene una mezcla de dcido-base con el fin
de estabilizar el pH. Los ejemplos de tampones son trizma, bicina, tricina, MOPS, MOPSO, MOBS, Tris, Hepes,
HEPMS, MES, fosfato, carbonato, acetato, citrato, glicolato, lactato, borato, ACES, ADA, tartrato, AMP, AMPD,
AMPSO, BES, CABS, cacodilato, CHES, DIPSO, EPPS, etanolamina, glicina, HEPPSO, imidazol, 4cido imidazol-
lactico, PIPES, SSC, SSPE, POPSO, TAPS, TABS, TAPSO, TES, tricina.

El término “diluyente” pretende significar una disolucién acuosa o no acuosa para diluir el péptido en la prepara-
cion farmacéutica. El diluyente puede ser uno o mas de disolucidn salina, agua, polietilenglicol, propilenglicol, etanol
o aceites (tal como aceite de cartamo, aceite de maiz, aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodén o aceite de
sésamo).

La red de la invencién también puede comprender uno o mds agentes terapéuticos, tales como antimicrobianos,
agentes antiinflamatorios, sustancias que limpien las superficies lesionadas, proporcionen antioxidantes, modulen la
apoptosis, estimulen la curacién, inhiban la fibrogénesis y el crecimiento tumoral, o controlen el sangrado.

Los ejemplos de agentes terapéuticos son las penicilinas, cefaslosporinas, carbacefemos, tetraciclinas, macroli-
dos, yodo, plata, cobre, clorhexidina, 4cido acetilsalicilico, y los ejemplos de sustancias limpiadoras son las enzimas
proteoliticas.

Los ejemplos de agentes que tengan antividad antioxidante son diversas vitaminas, glutatién, dcido félico, curcu-
mina, resveratrol, epigalocatequina, antocianidinas y numerosos otros agentes.

Los ejemplos de agentes que modulan la apoptosis, inhiben la fibrinogénesis y el crecimiento tumoral son los
glucocorticosteroides, insulina, dexametasona, carotenoides, dcido linoleico y 4cidos linoleicos conjugados, melato-
nina, isotiocianatos, shikonina, solamargina, perifosina, desoxinivalenol, carboxiamidotriazol (CAI), inhibidores de la
histona desacetilasa y numerosos otros agentes.

Los ejemplo de agentes que estimulan la curacién son diversos factores del crecimiento, insulina, vitamina E, 4cido
retinoico, componentes herbales y numerosos otros agentes, y los ejemplos de agentes que controlan el sangrado son
la norepinefrina, gelatina, coldgeno, celulosa oxidada y numerosos otros agentes.

El polipéptido mencionado anteriormente puede sintetizarse mediante métodos quimicos convencionales, inclu-
yendo la sintesis mediante un procedimiento automatico. En general, se sintetizan andlogos de péptidos basandose
en la estrategia de proteccién de Fmoc en fase sélida convencional con HATU (N-6xido del hexafluorofosfato de
N-[dimetilamino-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]piridin- I -ilmetilel]-N-metilmetanaminio) como agente de acoplamiento u
otros agentes de acoplamiento, tales como HOAt-1-hidroxi-7-azabenzotriazol. El péptido se retira de la resina en
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fase sélida con 4cido trifluoroacético que contiene los captadores apropiados, que también protegen a los grupos fun-
cionales de las cadenas laterales. El péptido bruto se purifica ain mds utilizando una cromatografia de fase inversa
preparativa. Pueden emplearse otros métodos de purificacion, tales como cromatografia de reparto, filtracién en gel,
electroforesis en gel, o cromatografia de intercambio i6nico. Pueden emplearse otras técnicas de sintesis, tales como la
estrategia de proteccién de tBoc, o el uso de diferentes reactivos de acoplamiento o similares, para producir péptidos
equivalentes.

Un aplicador o kit de la invencion

Ademas, la invencion se refiere a un aplicador que comprende un polipéptido catidnico y un vehiculo farmacéutica-
mente aceptable, un polipéptido aniénico y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, estando dicho péptido catiénico
y aniénico separados entre si mediante un separador. Los polipéptidos son como se definieron anteriormente, y la
disolucidn es una disolucién farmacéuticamente aceptable como se definié anteriormente.

El aplicador puede ser una jeringa, un aerosol de uno o dos componentes, un nebulizador, escayolas, catéteres,
adhesivos, implantes y vendas.

El separador que separa el polipéptido aniénico y el polipéptido catiénico antes de que se apliquen a un tejido
lesionado puede ser cualquier separador, con la condicién de que sea no téxico y no influya en el efecto de los polipép-
tidos. El separador puede ser biodegradable. La funcién principal de una capa de separacion entre las dos disoluciones
de polipéptidos es lavar todos los péptidos catidnicos antes de la administracidn del polipéptido polianidnico, y evitar
la precipitacion dentro del aplicador. Por tanto, deberfa consistir s6lo en agua destilada o el tampén utilizado en la
disolucién del polipéptido. Sin embargo, esta disolucién acuosa no deberia diluir las disoluciones de los polipéptidos
y, por tanto, no debe administrarse sobre el polipéptido catiénico aplicado primero. El separador puede ser un estado
gelificado de la disolucién acuosa. Ademads, el separador puede ser una membrana.

Ademas, el aplicador puede comprender uno o mds agentes terapéuticos, tales como los definidos anteriormente.
Los agentes estdn separados de los dos polipéptidos, o estdn mezclados mezclan con uno o ambos polipéptidos.

El agente terapéutico puede seleccionarse del grupo que consiste en penicilina, cefaslosporina, carbacefemos, tetra-
ciclinas, macrdlidos, yodo, plata, cobre, clorhexidina, y agentes antiinflamatorios, tales como el acido acetilsalicilico.

Por consiguiente, la invencién se refiere a un kit que comprende un polipéptido catiénico y un vehiculo farmacéu-
ticamente aceptable, un polipéptido anidénico y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, y un medio para administrar
dicho polipéptido catiénico y aniénico. Los polipéptidos son como se definié anteriormente.

El medio puede seleccionarse del grupo que consiste en jeringas, aerosoles, escayolas, catéteres, adhesivos, im-
plantes y vendas.

Ademas, el kit puede comprender uno o mas agentes terapéuticos, tales como antimicrobianos y agentes antiinfla-
matorios. Otros agentes terapéuticos adecuados son los definidos anteriormente. El agente terapéutico se selecciona
del grupo que consiste en penicilina, cefaslosporina, carbacefemos, tetraciclinas, macrélidos, yodo, plata, cobre, clor-
hexidina, y dcido acetilsalicilico.

El agente terapéutico en el aplicador o kit descrito anteriormente puede estar separado de los dos polipéptidos, o
mezclado con uno o ambos polipéptidos.

El aplicador y/o el kit como se describié anteriormente puede utilizarse en una terapia, tal como en medicina,
medicina veterinaria y horticultura.

Por tltimo, la invencién proporciona un método para tratar a un mamifero que presenta una lesién, que comprende
el uso del aplicador y/o el kit como se describi6 anteriormente, creando la red descrita. Los ejemplos de dreas en las que
la invencién puede ser ttil incluyen lesiones e infecciones del bulbo oftalmico, heridas, lesiones e infecciones nasales,
lesiones e infecciones de la piel, quemaduras solares, lesiones/quemaduras térmicas de la piel, llagas producidas
por un tiempo prolongado en el lecho, tlceras crénicas en la piernas, lesiones vaginales, inflamacién de la vejiga
urinaria, tlceras esofdgicas y estomacales, inflamacién y tlceras en el intestino, inflamaciones y lesiones serosas de
las articulaciones, superficies cortadas o lesiones en 6rganos sélidos, tales como el pulmén, higado y bazo, lesiones
dseas, defectos peritoneales e inflamacion.

Ejemplos
La invencidn se describird mds a fondo a continuacidén y serd ilustrada haciendo referencia a los siguientes ejem-

plos. Sin embargo, debe advertirse que estos ejemplos no deben considerarse limitantes de la invencién de ninguna
manera.
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Ejemplo 1
Prevencion de la adhesion

Se adopté un modelo reproducible y estandarizado de rata y conejo. Se utilizaron 48 ratones hembra MRI con un
peso de aproximadamente 25-30 g para inducir las adhesiones, y 42 para otros ensayos. Los animales se mantuvieron
bajo condiciones estandarizadas y tuvieron acceso ilimitado al pienso y al agua del grifo.

Se indujo una anestesia con quetamina 150 mg/kg (Ketalar, Parke Davis) y zilazina 7,5 mg/kg (Rompun, Bayer
Sverige AB), mediante inyeccion intramuscular. Después de una desinfeccién se realiz6 una laparotomia de 25 mm
de largo a lo largo de la linea media. Se expusieron ambas superficies peritoneales de la pared abdominal lateral,
y se realizaron incisiones precisas de 2 x 15 mm de longitud a la misma distancia de la linea media, incluyendo
los musculos. Las heridas se cerraron inmediatamente con suturas individuales 2 x 4 a distancias iguales utilizando
polipropileno 5.0 (Prolene, Ethicon, Johnson & Johnson). La laparotomia de la linea media se cerr6 en dos capas con
una sutura de polipropileno 5.0 continua. En el momento de la evaluacion se administré una sobredosis de anestésico,
el abdomen se abri6 totalmente a través de una incisién precisa en forma de U con la base a la derecha. Se midieron
las longitudes de las adhesiones en ambos lados utilizando un calibrador metélico, y los datos se expresaron como
porcentaje de heridas cubiertas por adhesiones.

Se prepararon disoluciones acuosas frescas de poli-L-glutamato al 0,5% y poli-L-lisina el dia del experimento y se
conservaron en la nevera hasta su uso. Polilisina marcada con FITZ fue mezclada con polilisina en una proporcién de
1:10 (en peso). Todos los productos quimicos y sustratos de los cultivos celulares se obtuvieron en Sigma-Aldrich, St.
Louis, EEUU; las microparticulas fluorescentes (marcadas con azul del Nilo) se obtuvieron en Microparticles GmbH.
(Berlin, Alemania).

Los animales se dividieron aleatoriamente en 4 grupos basandose en el tratamiento y el tiempo de evaluacion. Los
grupos control fueron inyectados por via intraperitoneal con 2 ml de disolucién de cloruro de sodio fisiolégica. Dos
grupos de tratamiento recibieron 1 ml de la disolucién de poli-L-lisina y 5 min después 1 ml de la disolucién de poli-L-
glutamato. Uno de los grupos control y de tratamiento (2 x 14 animales) se sacrificé una semana después de la cirugfa,
y se calcularon las longitudes de las adhesiones. Los dos grupos restantes (2 x 10 animales) se mantuvieron durante
cuatro semanas antes de someterse al proceso de evaluacion.

Se empleé el ensayo de Kruskal-Wallis para determinar la diferencia en la cantidad de adhesion entre los diferentes
grupos tratados, y se utiliz6 el ensayo de la U de Mann-Whitney para comparar los grupos individuales.

Se detectd una disminucion significativa en el desarrollo de adhesiones una semana y un mes después de la herida
peritoneal (**p<0,001) comparado con los correspondientes controles (ensayo de la U de Mann-Whitney). Se obtuvo
una disminucién marcada (22%) pero no significativa (p = 0,235) después de un mes entre los grupos control, mientras
que no se observé diferencia entre los grupos tratados en ese momento.

No se descubrieron adhesiones que estuvieran relacionadas con un fuerte depdsito del compuesto en diferentes
emplazamientos fuera de la herida en si misma. Después de 24 h, los animales que habian recibido poli-L-lisina y
poli-L-glutamato mostraron una gran capa protectora sobre la herida peritoneal, y una pelicula delgada en el resto de
la superficie peritoneal. Sin embargo, el compuesto marcado con FITZ sélo estaba visible en la herida un dia después,
y fue detectable sobre y dentro de la herida. El depdsito fue reconstruido gradualmente hasta el final del periodo de
observacién de 6 dias.

Ejemplo 2
Indice de ingestion de particulas y de fagocitosis

Se ensay6 el desarrollo en el tiempo de la funcién fagocitica in vitro en macréfagos residentes peritoneales de
ratones después de 0,5h, 1 h,2h,3h,4h,5h,6h,8h, 10h, 12 h, 16 h, y 24 h de incubacién con poli-L-lisina + poli-
L-glutamato (40 ug/ml) y/o particulas fluorescentes (1 um).

Se obtuvieron muestras de macréfagos mediante lavado abdominal con 10 ml de disolucion DMEM enfriada en
hielo. Las muestras en el medio se centrifugaron inmediatamente a 1200 rpm durante 10 minutos. Las células se
resuspendieron en DMEM que contenia FBS al 10% y penicilina/estreptomicina, y después se cultivaron en placas de
cultivo celular de 48 pocillos, a 5 x 10° células en cada pocillo. Después de 1,5 h, las células no adherentes se retiraron
mediante un lavado, se afiadieron las particulas (100/célula) junto con los firmacos de ensayo (poli-L-lisina + poli-L-
glutamato) en una dosis de 40 ug/ml a 12 x 5 pocillos, y se afiadieron particulas solas al resto de los 12 x 5 pocillos.
Ademds, se realizaron controles negativos en cada momento del tiempo. Las células se incubaron (37°C, CO, al 5%)
y se desprendieron y fijaron en el momento de la evaluacién utilizando 250 ul de EDTA 5 mM y un volumen igual
de paraformaldehido al 2%. Se realiz6 un andlisis FACS (FACScan, Becton Dickinson, San José, CA), en el que se
registrd el tamafio celular (dispersion hacia adelante, FSC), granularidad (dispersion lateral, SSC) e intensidad de la
fluorescencia (en canales FL3) de 1,5 x 10* células en cada medida. En puertas definidas manualmente, la proporcién
de células fagocitantes/macréfagos totales se expreséd en porcentaje como la media de los datos de cinco pocillos en
cada momento y grupo de tratamiento (control y poli-L-lisina + poli-L-glutamato).
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Las células no tratadas incorporaron mds particulas. Por tanto, el nivel maximo de meseta (mediana) de su inten-
sidad de fluorescencia (FL3) y SSC se ajusté como 100%. Todas las medidas se expresaron como el porcentaje de la
mediana del nivel de meseta y se denomin6 el indice de ingestion de particulas, puesto que se refiere a la cantidad de
particulas ingeridas.

Se emple6 el ensayo de la U de Mann-Whitney para comprobar la meseta de fagocitosis, y se usé el ensayo de
rangos sefialados de Wilcoxon para ensayar la diferencia en el indice de fagocitosis y de ingestion de particulas entre
las parejas de tratamiento (control y poli-L-lisina + poli-L-glutamato, respectivamente).

Mientras que el indice de fagocitosis de los macréfagos no tratados alcanzé la meseta de fagocitosis en aproxi-
madamente 5 h (la diferencia entre 4 y 5 h disminuy6 por debajo del nivel insignificante, p = 1), la poblacién tratada
requiri6 8 h para el mismo efecto (la diferencia entre 8 y 10 h fue insignificante, p = 0,058). Se obtuvo una diferencia
baja pero significativa (p = 0,043) en el indice de fagocitosis después de 24 h (97,3% y 94,3%, respectivamente).

El desarrollo en el tiempo del indice de ingestion, que se refiere al nimero de particulas fagocitadas por los
macréfagos, se hizo significativo entre 1y 2 h (p = 0,008). La poblacion celular control alcanzé la meseta entre 16 y
24 h (con una diferencia insignificante entre el indice a las 13 y 24 h, p = 0,841), mientras que la poblacién celular
tratada no alcanzé la meseta en ningtin momento de las primeras 24 h estudiadas. Ademads, el nimero de particulas
ingeridas fue significativamente menor en el grupo tratado en todos los momentos del tiempo (p = 0,043).

Una citometria de flujo verificé que los macréfagos fagocitan las particulas del compuesto de ensayo, lo cual da
como resultado un significativo crecimiento celular y grandes vacuolas fagociticas.

Ejemplo 3
Microscopia electrénica de transmision

Se recogieron macréfagos peritoneales de dos animales sanos no tratados como se describié anteriormente y se
cultivaron en placas de cultivos de células (Thermanox, Naperville, IL, EEUU). Las células se retiraron mediante un
lavado después de 1,5 h y se afiadi6 poli-L-lisina + poli-L-glutamato (40 ug/ml) en disolucion DMEM suplementada
en secuencia, seguido de una incubacién de 24 h. El medio de incubacién se retird y las células se fijaron en gluta-
raldehido tamponado con fosfato al 2,5%, seguido de un enjuagado en disolucién fosfato de Milloning. Las muestras
se postfijaron en tetraéxido de osmio al 1% y posteriormente se deshidrataron con una serie graduada de etanol, lo
cual fue seguido de una inmersién en un kit de Araldite 502. Se obtuvieron secciones verticales con un cuchillo de
diamante, y se tifieron con acetato de uranilo y citrato de plomo en un LKB Ultrastainer. Las muestras se estudiaron
en un microscopio electrénico de transmisién (TEM) JEOL 1200 EX.

La microscopia electrénica verificé que los macréfagos fagocitan las particulas del compuesto de ensayo, lo cual
da como resultado un significativo crecimiento celular y grandes vacuolas fagociticas.

Ejemplo 4
Microscopia electrénica de barrido

Se observaron las heridas y las torundas peritoneales de ocho animales tratados (4) y no tratados (4) después de
uno y siete dias tras la cirugfa, y los cultivos celulares se realizaron como se describi6 anteriormente.

Las muestras se fijaron en glutaraldehido tamponado con fosfato al 2,5% a temperatura ambiente, y después se
postfijaron en OsOy; al 1%. Las muestras se deshidrataron en acetona, se secaron hasta el punto critico y se revistieron
mediante pulverizacién con oro antes de estudiarse en un microscopio electrénico LEO 420.

Los datos de SEM demostraron que las células mesoteliales cubrieron la superficie del compuesto desde el primer
dia.

Ejemplo 5
Histologia

Se abrieron ocho animales y después se inyectaron por via intraperitoneal con poli-L-lisina + poli-L-glutamato.
En el dia primero, segundo, tercero y sexto del postoperatorio, dos animales se sacrificaron y se retiraron las heridas.
Estas fueron rdpidamente congeladas y sumergidas para producir un bloque que se cort6 inmediatamente en cortes de
muestra de 7 um. Los cortes se dejaron secar en la oscuridad durante 30 min a temperatura ambiente y después se
tifleron con una disolucién de hidrocloruro de 4°,6’-diamino-2-fenilindol (DAP) 100 wg/l durante 10 min. Se realizé
una microscopia fluorescente con un filtro FITZ y un filtro DAPI, y las imdgenes se fusionaron digitalmente (OpenLab,
Improvosion). Se realizé una macrofoto alrededor de las heridas retiradas utilizando transiluminacién, luz ambiental
mixta, e iluminacién UV.
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Los estudios histolégicos demostraron que el material afiadido estaba presente en la herida desde el primer dia.
Ademds, mas y mds células fueron detectadas para cada dia hasta que la matriz fue completamente reconstruida.

Ejemplo 6
Biodegradacion

Se trataron animales sanos no operados por via intraperitoneal como en el ejemplo 1, y se sacrificaron después de
dos meses.

No pudieron detectarse restos visibles de poli-L-lisina ni poli-L-glutamato. La biodegradabilidad fue apoyada por
los descubrimientos realizados, en los que tras un mes de seguimiento se obtuvieron los mismos resultados utilizando
una dosis doble de poli-L-lisina + poli-L-glutamato, aunque esto provocé algunas adhesiones adicionales relacionadas
con el compuesto en la evaluacién realizada el 7° dia.

Ejemplo 7
Biodegradacon

Se prepararon disoluciones acuosas frescas de lisozina al 1% y al 2%, poli-L-glutamato, poli-L-lisina y poli-L-
glutamato, y dcido hialurénico al 0,25%. Las disoluciones de lisozina, poliglutamato, lisozima + poliglutamato, y
polisina + poliglutamato entonces se administraron a los animales como en el ejemplo 1.

El grado de adhesiones abdominales una semana después de la cirugia disminuy6 significativamente en los cuatro
grupos tratados (p<0,001) comparados con los controles. Sin embargo, no se obtuvieron cambios significativos en
la respuesta con el 4cido hialurénico (p = 0,264). Las combinaciones de poli-L-lisina/lisozina parecian producir un
producto insoluble.

Ejemplo 8
Efecto de la poli-L-lisina por si sola (comparativo)

Se prepar6 una disolucién acuosa fresca de poli-L-lisina al 0,5% y se administré a los animales como en el ejemplo

Esta administracién de poli-L-lisina por si sola produjo convulsiones y muerte en 30 min, es decir, antes de que
despertasen de la anestesia. Los sintomas parecen estar relacionados con el efecto de la apertura de los canales de
calcio, disminuyendo con rapidez los niveles de Ca*™ plasmaticos.

Presentacion del procedimiento experimental

a. Se produjeron lesiones térmicas convencionales sobre ambos lados de la espalda de diez ratones. Una herida fue
tratada con la composicion, la otra actué de control. Se observé una menor proporcidn de infeccidn, una curacién mas
rapida y menos secuelas en las heridas tratadas.

b. Se produjeron incisiones de 1 cm de longitud en ambos lados de la espalda de diez ratas. Una herida fue rellenada
con la composicidn, la otra actué de control. Se observé una curacién mas rdpida y sin problemas en la herida tratada.

c. Se realizaron incisiones convencionales en el higado y el bazo de diez ratas. Otras diez ratas actuaron como con-
troles. La cantidad de sangrado se redujo significativamente en los animales tratados. El tratamiento peg6 el defecto,
lo cual produjo como resultado una curacién mas rapida y menos secuelas.

d. Se indujeron heridas e inflamacién de la mucosa colénica en ratas por varios métodos, tales como infusién
con 4cido acético, metotrexato y sulfato de dextrano. Las superficies inflamatorias y las heridas se “pintaron” con la
composicién. Se observé una menor inflamacién y una mejor curacion.

e. Infecciones y heridas de la mucosa nasal humana fueron tratadas con la composicién. Se observé una rapida
limpieza y curacion de las heridas.

f. Se trataron llagas humanas producidas por un tiempo prolongado en el lecho con la composicién. Se observé una
limpieza rapida de las superficies infectadas y necréticas. El tratamiento se repiti6 a lo largo de un periodo de tiempo
mads largo.

g. Se trataron tlceras humanas crénicas en la pierna con la composicién. Se observé una limpieza rdpida de las
superficies infectadas y necréticas. El tratamiento se repitié a lo largo de un periodo de tiempo mas largo.
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REIVINDICACIONES
1. Una red de barrera biodegradable, que comprende:
a) un polipéptido catiénico,
b) un polipéptido aniénico, y
¢) un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

2. La red de barrera biodegradable segin la reivindicacién 1, en la que a) se selecciona del grupo que consiste en
los restos aminodcidos R, H, K, sus variantes sintéticos y semisintéticos y sus mezclas.

3. La red de barrera biodegradable segin la reivindicacion 2, en la que b) se selecciona del grupo que consiste en
los restos aminodcidos D, E, sus variantes sintéticos y semisintéticos y sus mezclas.

4. La red de barrera biodegradable segtin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que los restos
aminodcidos dentro de al menos uno de los polipéptidos comprenden restos aminodcidos del mismo tipo.

5. Lared de barrera biodegradable segin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que al menos uno
de los polipéptidos estd unido a uno o mds restos aminodcidos, otros péptidos u otras sustancias.

6. La red de barrera biodegradable segin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que al menos uno
de los péptidos estd modificado mediante amidacion, esterificacion, acilacién, acetilacién, PEGilacién o alquilacién.

7. La red biodegradable segtin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que los péptidos tienen un
tamafio de al menos 5.000 Da, tal como de aproximadamente 5.000 a aproximadamente 50.000 Da.

8. La red de barrera biodegradable segtin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la red biode-
gradable comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como un diluyente o tampdn.

9. La red de barrera biodegradable segiin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la red bio-
degradable comprende un agente terapéutico, tal como agentes antimicrobianos, agentes antiinflamatorios, agentes
limpiadores, antioxidantes, moduladores de la apoptosis, agentes de curacién, inhibidores de la fibrogénesis, agentes
antitumorales y agentes antisangrado.

10. La red de barrera biodegradable segtn la reivindicacién 9, en la que el agente terapéutico se selecciona del
grupo que comprende penicilinas, cefaslosporinas, carbacefemos, tetraciclinas, macrélidos, yodo, plata, cobre, clor-
hexidina, 4cido acetilsalicilico, enzimas proteoliticas, vitaminas, glutatién, acido félico, curcumina, resveratrol, epi-
galocatequina, antocianidinas, glucocorticosteroides, insulina, dexametasona, carotenoides, 4cido linoleico y dcidos
linoleicos conjugados, melatonina, isotiocianatos, shikonina, solamargina, perifosina, desoxinivalenol, carboxiamido-
triazol (CAI), inhibidores de la histona desacetilasa, factores del crecimiento, insulina, vitamina E, acido retinoico,
componentes herbales, norepinefrina, gelatina, coldgeno, y celulosa oxidada.

11. Un aplicador que comprende:

a) un polipéptido catiénico y un vehiculo farmacéuticamente aceptable;

b) un polipéptido aniénico y un vehiculo farmacéuticamente aceptable;
estando separados dicho polipéptido catiénico y polipéptido anidnico entre si por un separador.

12. El aplicador segun la reivindicacién 11, en el que el aplicador se selecciona del grupo que comprende jeringas,
aerosoles de uno o multiples componentes, nebulizadores, escayolas, catéteres, adhesivos, implantes y vendas.

13. El aplicador segun las reivindicaciones 11-12, en el que el separador es una disolucién acuosa gelificadas o una
membrana.

14. El aplicador segtn las reivindicaciones 11-13, en el que los polipéptidos son como se definid en las reivindica-
ciones 2-10.

15. Un kit, que comprende:
a) un polipéptido catiénico y un vehiculo farmacéuticamente aceptable;

b) un polipéptido aniénico y un vehiculo farmacéuticamente aceptable; y
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¢) un medio para administrar dicho polipéptido catidnico y aniénico.
16. El kit segun la reivindicacion 15, en el que los polipéptidos son como se defini6 en las reivindicaciones 2-10.

17. EI kit segun las reivindicaciones 15-16, en el que el medio se selecciona del grupo que comprende jeringas,
escayolas, catéteres, adhesivos, implantes, vendas, aerosoles de uno o multiples componentes, y nebulizadores.

18. El aplicador segtin las reivindicaciones 11-14, o el kit segtn las reivindicaciones 15-17, que comprende un
agente terapéutico, tal como agentes antimicrobianos, agentes antiinflamatorios, agentes limpiadores, antioxidantes,
moduladores de la apoptosis, agentes de curacidn, inhibidores de la fibrogénesis, agentes antitumorales y agentes
antisangrado.

19. El aplicador o el kit segin la reivindicacién 18, en el que el agente terapéutico se selecciona del grupo que
comprende penicilinas, cefaslosporinas, carbacefemos, tetraciclinas, macrélidos, yodo, plata, cobre, clorhexidina, 4ci-
do acetilsalicilico, enzimas proteoliticas, vitaminas, glutation, dcido félico, curcumina, resveratrol, epigalocatequina,
antocianidinas, glucocorticosteroides, insulina, dexametasona, carotenoides, 4dcido linoleico y 4cidos linoleicos con-
jugados, melatonina, isotiocianatos, shikonina, solamargina, perifosina, desoxinivalenol, carboxiamidotriazol (CAI),
inhibidores de la histona desacetilasa, factores del crecimiento, insulina, vitamina E, 4cido retinoico, componentes
herbales, norepinefrina, gelatina, coldgeno, y celulosa oxidada.

20. El aplicador o el kit segun las reivindicaciones 18-19, en el que el agente terapéutico se separa de los dos
polipéptidos, o se mezcla con uno o ambos polipéptidos.

21. El uso del aplicador o el kit segtin las reivindicaciones 11-20 para la fabricacién de una red de barrera biode-
gradable para su uso en una terapia, tal como en medicina, medicina veterinaria y horticultura.
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