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DESCRIPCION
Composiciones de microgel mucoadhesivas y métodos para usar las mismas
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

De conformidad con el 35 U.S.C. §119(e), esta solicitud reivindica prioridad a la fecha de presentacién de la Solicitud
de Patente Provisional de Estados Unidos con N.° de Serie 62/855.687, presentada el 31 de mayo de 2019.

Introduccion

El siguiente anélisis de la técnica anterior tiene como objetivo facilitar la comprensién de la presente invencién
Unicamente. El anélisis no supone el reconocimiento ni la admisiéon de que el material al que se hace referencia sea o
fuera parte del conocimiento general comun a la fecha de prioridad de la solicitud.

La mucositis oral es la inflamacién dolorosa y ulceracién de las membranas mucosas (mucosa oral) que revisten la
cavidad oral, y es causada por una lesion en las células epiteliales de la mucosa oral que a menudo es resultado del
tratamiento con agentes quimioterapicos o radiacion, y el efecto inhibidor que lo acompafia sobre la divisién y
renovacién de estas células epiteliales. La mucositis afecta con mayor frecuencia a la mucosa no queratinizada de las
mejillas, el paladar blando, la superficie ventral de la lengua y la base de la boca. El desarrollo de la mucositis oral
asociada a la radioterapia o la quimioterapia depende de la intensidad del tratamiento de quimioterapia, el uno o mas
agentes quimioterapitocs especificos implicados, la frecuencia e intensidad del tratamiento con radiacién, si el
tratamiento con radiacidén se realiza o no de forma concomitante con la quimioterapia, el posible uso de agentes
radiosensibilizadores y el tipo y la localizacién del tumor. La mucositis oral varia desde un eritema leve que causa
molestias en las mucosas hasta Ulceras bucales profundas y graves, y se produce durante la quimioterapia o la
radioterapia en aproximadamente el 80 % de los pacientes con cancer de cabeza y cuello, asi como en
aproximadamente el 40 % de los pacientes con cancer diferente al de cabeza y cuello, lo que a menudo limita la
frecuencia de la radiacidn y/o la exposicién a la radiacién que seria 6ptima para un paciente en particular (Georgiou y
col., “Oral Mucositis: understanding the pathology and management”, Hippokratia. (2012)16(3):215-6; Scully y col.,
“Oral mucositis: a challenging complication of radiotherapy, chemotherapy, and radiochemotherapy: part 1,
pathogenesis and prophylaxis of mucositis”. Head Neck. (2003) 25(12):1057-70; y Treister y Sonis “Mucositis: biology
and management”, Curr Opin Otolaryngol Head Neck Surg. (2007)15(2):123-9). Anualmente, hay aproximadamente
400.000 casos de dafio inducido por tratamiento en la cavidad oral, y el dafio se produce en muchos casos casi
inmediatamente después de la administracién de quimioterapia, radioterapia o una combinacién de ambas. Estas
realizaciones se usan para tratar canceres tales como leucemia, cancer de mama, cancer de cabeza y cuello, como
un adyuvante para la eliminacién del cancer o para trasplantes de médula 6sea (Georgiou y col.). El documento de
patente WO 2019/036378 describe un material polimérico adhesivo supramolecular, en donde las subunidades
repetidas de dicho polimero comprenden: i) al menos un monémero que tiene un 1,2 dihidroxi bencenodiol sustituido
o un 1,2,3 trihidroxi bencenotriol sustituido; ii) al menos un monémero que puede formar interacciones no covalentes
direccionales con una fuerza de interaccién sustancial; y iii) una combinacién de mondémeros sustancialmente
hidréfobos e hidréfilos que permiten el hinchamiento controlado del material.

En pacientes que reciben varias rondas de quimioterapia, radioterapia o una combinacién de ambas, el desarrollo de
mucositis oral suele ser recurrente. Las consecuencias graves incluyen dolor intenso, infecciones graves, nutricion
inadecuada y hospitalizacién prolongada. En la actualidad, no existe un tratamiento eficaz para la mucositis oral y las
opciones de tratamiento limitadas actuales comprenden cuidado bucal, agentes analgésicos y antiinflamatorios, por
ejemplo, bencidamina, crioterapia, por ejemplo, tragar trozos de hielo inmediatamente antes de la radioterapia, y
tratamiento de infecciones secundarias que pueden originarse a partir de la flora bacteriana dinamica dentro de la
cavidad oral (Worthington y col., “Interventions for preventing oral mucositis for patients with cancer receiving
treatment”, Cochrane Database Syst Rev. (2006)19(2):CD000978). El factor de crecimiento de queratinocitos (KGF)
(Palifermin/Kepivance, Amgen) es una alternativa de tratamiento, pero tiene poca eficacia fuera de las neoplasias
hematolégicas y debe administrarse sistémicamente (Elting y col. “Economic impact of palifermin on the costs of
hospitalization for autologous hematopoietic stem-cell transplant: analysis of phase 3 trial results”, Biol Blood Marrow
Transplant. (2007)13(7):806-13). Aunque existen tratamientos topicos para la mucositis oral y proporcionan cierto
alivio, sélo reducen la carga de los sintomas, pero no reducen la aparicién del problema ni curan las células epiteliales
de la mucosa.

Resumen

Se proporcionan composiciones de microgel mucoadhesivas, que incluyen un agente activo (tal como HB-EGF). Los
aspectos de la invencién incluyen un microgel que comprende un polimero de metacrilato de poli(etilenglicol) metil éter
reticulado que comprende una funcionalidad mucoadhesiva. También se proporcionan métodos para elaborar y usar
las composiciones de microgel mucoadhesivas, por ejemplo, en aplicaciones terapéuticas. En una realizacidn, se
proporcionan composiciones de microgel mucoadhesivas cargadas con HB-EGF, por ejemplo, para la prevencién o el
tratamiento de afecciones de mucositis, tales como afecciones de mucositis oral inducidas por terapia.
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Breve descripcion de las figuras

La figura 1A proporciona un esquema de sintesis para la producciéon de dopamina acrilamida. Las figuras 1B y 1C
proporcionan las estructuras de reactivos usados en la produccién de microgeles mucoadhesivos segln realizaciones
de la invencién. La figura 1D proporciona una micrografia electrénica de barrido de un microgel mucoadhesivo.

La figura 2A proporciona una ilustracién esquematica de un microgel mucoadhesivo cargado con HB-EGF segun una
realizacién de la invencion. La figura 2B proporciona una imagen SEM de un microgel mucoadhesivo cargado con HB-
EGF segun una realizacién de la invencién. La figura 2C proporciona un grafico que muestra los datos de liberacion
del microgel mucoadhesivo cargado con HB-EGF que se muestra en la figura 2A.

Figura 3: EI HB-EGF con suministro de microgel protege la cavidad oral de la mucositis inducida por radiacion.
Figura 4: El HB-EGF con suministro de microgel protege la cavidad oral de la mucositis inducida por radiacion.
Figura 5: Estudio de biodistribucion.

Definiciones

Una “herida™ es una ruptura o discontinuidad en la estructura de un érgano o tejido, incluyendo epitelio, tejido conectivo
y tejido muscular. Los ejemplos de heridas incluyen, pero sin limitacién, heridas, hematomas, Ulceras, llagas,
raspaduras, desgarros, cortes, punciones, heridas por psoriasis, perforaciones de la membrana timpanica, abrasiones
y roturas corneales y quemaduras. Una herida puede producirse por radioterapia o quimioterapia. Esta herida puede
adoptar la forma de una Ulcera o mucositis o inflamacién que rompe el epitelio. La aplicacidén “tépica™ se refiere a la
administracién local no sistémica de un principio activo, e incluye la aplicacién de la composicién en cuestidén a las
membranas mucosas, particularmente a las membranas mucosas dentro de la cavidad oral, por ejemplo, dentro de la
boca de un sujeto.

El término “sujeto” incluye tanto vertebrados como invertebrados, incluyendo, sin limitacién, mamiferos, incluyendo
mamiferos humanos y no humanos tales como primates no humanos, incluyendo chimpancés y otros simios y especies
de monos; animales de laboratorio tales como ratones, ratas, conejos, hamsteres, cobayas y chinchillas; animales
domésticos tales como perros y gatos; animales de granja tales como ovejas, cabras, cerdos, caballos y vacas; y aves
tales como aves domésticas, silvestres y de caza, incluyendo pollos, pavos y otras aves galliformes, patos, gansos y
similares. En algunas realizaciones, el término “sujeto” (como alternativa, denominado en la presente memoria
“paciente”), como se usa en la presente memoria, se refiere a un animal, tal como un mamifero, incluyendo un ser
humano, que ha sido objeto de tratamiento, observacién o experimento.

“Tratamiento™ de un sujeto o “tratar” a un sujeto por una enfermedad o afecciéon en la presente memoria significa
reducir o aliviar los sintomas clinicos de la enfermedad o afeccion tal como la cicatrizacién de heridas lenta o
deteriorada.

“Promover”, “potenciar” o “mejorar” la curacion después, durante o antes de la quimioterapia o la radioterapia, o una
combinacién de ambas, generalmente significa aumentar la velocidad con la que se cura una herida dentro de la
cavidad oral o reducir la gravedad de la herida por mucositis oral o el tejido necrético durante o después de la curacién
de la herida.

La expresién “agente terapéuticamente activo”, al que se hace referencia indistintamente en la presente memoria
como “farmaco” o “agente activo™, describe un compuesto que exhibe un efecto farmacoldgico beneficioso cuando se
administra a un sujeto y, por lo tanto, se puede usar en el tratamiento de una afeccién que se beneficia de este efecto
farmacolégico. Una “cantidad eficaz” o una “cantidad terapéuticamente eficaz” significa una cantidad de agente
terapéuticamente activo que proporciona un efecto terapéutico deseado. Una cantidad terapéuticamente eficaz puede
mejorar, es decir, facilitar, o presentar una respuesta clinicamente significativa en un sujeto. Como alternativa, una
cantidad terapéuticamente eficaz es suficiente para mejorar una afeccién clinicamente significativa en el hospedador.

“Epitelio” se refiere al recubrimiento de las superficies internas y externas del cuerpo, incluyendo el revestimiento de
los vasos y otras cavidades pequefias. Consiste en células unidas por pequefias cantidades de sustancias
cementantes. El epitelio se clasifica en tipos basdndose en el numero de capas profundas y la forma de las células
superficiales. En este contexto se refiere a la capa superficial de células que cubre la cavidad oral, incluyendo el
eso6fago y la orofaringe.

Como se usa en la presente memoria, la expresién “mucosa oral” significa la mucosa bucal, la mucosa alveolar, la
base de la boca, la lengua, particularmente las superficies dorsal y ventral de la lengua, el paladar duro y blando, la
tvula, los musculos palatogloso y palatofaringeo, la orofaringe posterior, incluida la pared faringea posterior, la
hipofaringe y el eséfago superior.
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Como se usa en la presente memoria, “alrededor de” o “aproximadamente™ significan dentro del 50 por ciento,
preferiblemente dentro del 20 por ciento, mas preferiblemente dentro del 5 por ciento, de un valor o intervalo dado.

Un valor que es “sustancialmente diferente” de otro valor puede significar que existe una diferencia estadisticamente
significativa entre los dos valores. Se puede usar cualquier método estadistico adecuado conocido en la técnica para
evaluar si las diferencias son significativas o no.

Una diferencia “estadisticamente significativa” significa que la significacién se determina en un intervalo de confianza
de al menos el 90 %, més preferiblemente en un intervalo de confianza del 95 %.

“Excipiente o portador farmacéuticamente aceptable™ se refiere a un excipiente que puede incluirse opcionalmente en
las composiciones de la invencién y que no provoca efectos toxicolégicos adversos significativos al paciente.

“Sal farmacéuticamente aceptable” incluye, pero sin limitacién, sales de aminoacidos, sales preparadas con acidos
inorganicos, tales como sales de cloruro, sulfato, fosfato, difosfato, bromuro y nitrato, o sales preparadas a partir de la
forma de é&cido inorganico correspondiente de cualquiera de los anteriores, por ejemplo, clorhidrato, etc., o sales
preparadas con un é&cido organico, tales como malato, maleato, fumarato, tartrato, succinato, etilsuccinato, citrato,
acetato, lactato, metanosulfonato, benzoato, ascorbato, para-toluenosulfonato, palmoato, salicilato y estearato, asi
como sales de estolato, gluceptato y lactobionato. De manera similar, las sales que contienen cationes
farmacéuticamente aceptables incluyen, pero sin limitacién, sodio, potasio, calcio, aluminio, litio y amonio (incluido el
amonio sustituido).

Descripcion detallada

Se proporcionan composiciones de microgel mucoadhesivas, que incluyen un agente activo (tal como HB-EGF). Los
aspectos de la invencién incluyen un microgel que comprende un polimero de metacrilato de poli(etilenglicol) metil éter
reticulado que comprende una funcionalidad mucoadhesiva. También se proporcionan métodos para elaborar y usar
las composiciones de microgel mucoadhesivas, por ejemplo, en aplicaciones terapéuticas. En una realizacidn, se
proporcionan composiciones de microgel mucoadhesivas cargadas con HB-EGF, por ejemplo, para la prevencién o el
tratamiento de afecciones de mucositis, tales como afecciones de mucositis oral inducidas por terapia.

Antes de que la presente invencidén se describa con mayor detalle, se debe entender que esta invencién no se limita
a las realizaciones particulares descritas, ya que, por supuesto, pueden variar. También debe entenderse que la
terminologia usada en la presente memoria tiene el propésito de describir realizaciones particulares tUnicamente, y no
pretende ser limitante, ya que el alcance de la presente invencién estaré limitado Unicamente por las reivindicaciones
adjuntas.

Cuando se proporciona un intervalo de valores, se entiende que cada valor intermedio, hasta la décima parte de la
unidad del limite inferior a menos que el contexto indique claramente lo contrario, entre el limite superior e inferior de
ese intervalo y cualquier otro valor indicado o intermedio en ese intervalo indicado, estd comprendido dentro de la
invencién. Los limites superior e inferior de estos intervalos mas pequefios pueden incluirse independientemente en
los intervalos mas pequefios y también estdn comprendidos dentro de la invencién, sujetos a cualquier limite
especificamente excluido en el intervalo indicado. Cuando el intervalo indicado incluye uno o ambos limites, los
intervalos que excluyen uno o ambos de esos limites incluidos también se incluyen en la invencién.

En la presente memoria se presentan determinados intervalos con valores numéricos precedidos por el término
“aproximadamente”. El término “aproximadamente” se usa en la presente memoria para proporcionar un respaldo
literal para el nimero exacto al que precede, asi como un nimero que esta cerca o aproximado al nimero al que
precede el término. Al determinar si un nimero esta cerca o aproximado a un nimero especificamente mencionado,
el niUmero no mencionado cercano o aproximado puede ser un nimero que, en el contexto en el que se presenta,
proporciona el equivalente sustancial del nimero mencionado especificamente.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen el
mismo significado que entiende comlUnmente un experto en la técnica a la que pertenece la presente invencién.
Aunque también se puede usar en la practica o prueba de la presente invencién cualquier método y material similar o
equivalente a los descritos en la presente memoria, a continuacién se describen métodos y materiales ilustrativos
representativos. La mencién de cualquier publicacion es para su descripciéon antes de la fecha de presentacién y no
debe interpretarse como una admisién de que la presente invencién no tiene derecho a anteceder a dicha publicacién
en virtud de una invencién anterior. Ademas, las fechas de publicacién proporcionadas pueden ser diferentes de las
fechas de publicacién reales que pueden necesitar ser confirmadas de manera independiente.

Se observa que, como se usa en la presente memoria y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular “un”, “una”
y “el/la” incluyen referencias en plural a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Se observa ademas que las
reivindicaciones pueden redactarse para excluir cualquier elemento opcional. Como tal, esta declaracién pretende servir
como base antecedente para el uso de tal terminologia exclusiva como “Unicamente”, “solamente™ y similares en relacién
con la mencién de elementos de reivindicacién, o el uso de una limitacién “negativa™.
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La practica de la presente invencion emplear4, a menos que se indique lo contrario, métodos convencionales de
medicina, farmacologia, quimica, bioquimica, biologia molecular y técnicas de ADN recombinante, dentro de la
habilidad de la técnica. Dichas técnicas se explican completamente en la bibliografia. Véanse, por ejemplo, K.J. Lee
Essential Otolaryngology: Head and Neck Surgery, Décima Edicion (McGraw-Hill Education/Medical, 10.2 edicién,
2012); E.N. Myers Operative Otolaryngology: Head and Neck Surgery: Expert Consult (Saunders, 2.2 edicién,
2008); A.L. Lehninger, Biochemistry (Worth Publishers, Inc., adicién actual); Sambrook y col., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (3.2 edicidén, 2001); Methods In Enzymology (S. Colowick y N. Kaplan eds., Academic Press, Inc.);
y Pharmaceutical Formulation Development of Peptides and Proteins (The Taylor & Francis Series in Pharmaceutical
Sciences, Lars Hovgaard, Sven Frokjaer y Marco van de Weert eds., CRC Press; 1.2 edicion, 1999).

Como se ha resumido anteriormente, se proporcionan composiciones de microgel mucoadhesivas. Al describir con
mas detalle los diversos aspectos de la invencién, primero se revisan las realizaciones de las composiciones de
microgel mucoadhesivas con mayor detalle, seguido de una revisidn de las realizaciones de los métodos para elaborar
y usar las composiciones, asi como una revisién de las realizaciones de los kits que incluyen las composiciones.

Composiciones de microgel mucoadhesivas

Como se ha resumido anteriormente, se proporcionan composiciones de microgel mucoadhesivas. Como las
composiciones de microgel de la invencién son mucoadhesivas, pueden adherirse a la capa mucosa de un sujeto, por
ejemplo, durante un periodo de tiempo prolongado, por ejemplo, 0,5 h 0 més, tal como 1 h o mas, 2h omés, 3h o
mas, 6 h o més, etc., mediante fuerzas interfaciales. Las propiedades mucoadhesivas de las composiciones de
microgel pueden evaluarse usando cualquier protocolo conveniente, por ejemplo, métodos in vitro/ex vivo, tales como
métodos que determinan la resistencia a la traccién, métodos que determinan la tensién de corte, método de peso de
adhesion, método de sonda fluorescente, método de canal de flujo, método espectroscépico mecanico, método de
pelicula liquida descendente, método de tincidn con oro coloidal, método de viscosimetro, método del pulgar, nimero
de adhesidn, conductancia eléctrica, propiedades de hinchamiento, estudios de liberacién de farmacos in vitro,
estudios de mucoretenibilidad, etc. Las propiedades mucoadhesivas de las composiciones de microgel también
pueden evaluarse usando métodos in vivo, por ejemplo, uso de radioisdétopos, uso de gammagrafia, uso de
farmacogammagrafia, uso de oximetria de resonancia paramagnética electrénica (EPR, por sus siglas en inglés),
estudios de rayos X, técnica de bucle aislado (Tangri y col. “Recent Advances in Oral Mucoadhesive Drug Delivery
System: A review”, International Jorrnal of Pharma. Research and Development (2011) 3(2): 151-162). También se
describen métodos para evaluar las propiedades mucoadhesivas en: Mackie y col.,, “Innovative Methods and
Applications in Mucoadhesion Research”, Macromolecular Bioscience (2017) 17(8). Las propiedades mucoadhesivas
de las composiciones de microgel también pueden evaluarse usando un protocolo mediado por un chip integrado (IC,
por sus siglas en inglés) BIACORE®, por ejemplo, como se describe en Kumar y col., “Mucoadhesive Polymers: Means
of Improving the Mucoadhesive Properties of Drug Delivery System”, J. chem. pharm. Res. (2010) 2(5): 418-32). En
dichos ensayos, el polimero (polvo) se inmoviliza sobre la superficie del IC con el paso posterior de la solucién de
mucina sobre el mismo. Esto da como resultado la interaccién de la mucina con la de la superficie del polimero. La
interaccién polimero-mucina se mide mediante un fenémeno 6ptico llamado resonancia de plasmén superficial (SPR,
por sus siglas en inglés), que mide el cambio en el indice de refraccidn cuando la mucina se une a la superficie del
polimero. Véase también Takeuchi y col., “Novel mucoadhesion tests for polymers and polymer-coated particles to
design optimal mucoadhesive drug delivery systems” Adv. Drug Deliver. Rev. (2005) 57(11):1583-
1594 y Thongborisute y Takeuchi, “Evaluation of mucoadhesiveness of polymers by BIACORE method and mucin-
particle method”, Int J Pharm. (2008) 354(1-2):204-9. Usando el ensayo de microscopia de fuerza atémica (AFM, por
sus siglas en inglés), las composiciones de microgel mucoadhesivas segln las realizaciones de la invencién exhiben
propiedades mucoadhesivas con respecto a la superficie que muestran un aumento de la adhesién en el canal de
adhesion del ensayo descrito. Los resultados de resistencia a la traccién (Instron) también proporcionan evidencia de
que los microgeles en forma de pelicula aumentan la adhesién entre dos superficies de mucosa porcina usando saliva
humana entre las superficies.

Los microgeles reticulados mucoadhesivos de la invencidn incluyen un polimero de metacrilato de poli(etilenglicol)
metil éter reticulado que incluye una funcionalidad mucoadhesiva. “Microgeles”, en el sentido de la presente
descripcién, son composiciones en forma de una dispersiéon acuosa de particulas de microgel o en forma de una
pelicula que comprende particulas de microgel, donde las particulas de microgel son polimeros reticulados en forma
de particulas esféricas que tienen un tamafio que varia, por ejemplo, de 100 nm a 500 nm en estado seco (es decir,
que contienen menos del 2 % en peso de agua), tal como entre 350 y 450 nm, y en algunos casos entre 375y 425 nm,
por ejemplo, del orden de 400 nm. Cuando se presenta una pelicula, la pelicula puede tener un grosor que varia, en
algunos casos de 10 a 500 micrémetros, tal como de 100 a 400 micrédmetros. Los microgeles de la invencién pueden
incluir sélo un tipo de copolimero reticulado. La densidad de reticulacién del copolimero en los microgeles puede variar
dentro del volumen de la particula generando de este modo una estructura de “ndcleo-cubierta” que comprende dos
partes: una de las dos partes tiene una densidad de reticulacién que es menor que la otra parte. El polimero reticulado
puede tener una tasa de reticulacién constante dentro de todo el volumen de la particula de microgel. En otros casos,
la densidad de reticulaciéon puede ser mayor o menor en la superficie de las particulas.
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Los microgeles segln las realizaciones de la invencién incluyen al menos un polimero de metacrilato de
poli(etilenglicol) metil éter reticulado que tiene una funcionalidad mucoadhesiva, en donde el polimero reticulado
comprende cadenas de copolimero que tienen unidades monoméricas de metacrilato de dietilenglicol, unidades
monoméricas de metacrilato de oligoetilenglicol, por ejemplo, que comprenden de 6 a 10 restos de etilenglicol,
unidades monoméricas de &cido metacrilico, unidades monoméricas mucoadhesivas y restos de reticulacién.

Segun una realizacién, el polimero reticulado del microgel comprende cadenas de copolimero que tienen unidades
monoméricas de metacrilato de dietilenglicol, unidades monoméricas de metacrilato de oligoetilenglicol, por ejemplo,
que comprenden de 4 a 10 restos de etilenglicol, unidades monoméricas de acido metacrilico y unidades monoméricas
con funcionalidad mucoadhesiva. Las unidades monoméricas pueden ser: metacrilato de di(etilenglicol) metil éter,
metacrilato de oligo(etilenglicol) metil éter que tiene de 7 a 9 restos de etilenglicol; y acido metacrilico. Las unidades
monoméricas de metacrilato de oligo(etilenglicol) metil éter también pueden tener de 8 a 9 restos de etilenglicol.

Las unidades monoméricas con funcionalidad mucoadhesiva pueden obtenerse de monémeros con funcionalidad
mucoadhesiva. Dichos monémeros pueden incluir una diversidad de diferentes funcionalidades mucoadhesivas, tales
como, pero sin limitacién: dopamina, polimeros tiolados (tidmeros), lectinas y similares. En algunos casos, el
mondémero con funcionalidad mucoadhesiva es dopamina acrilamida.

Las cadenas de copolimero pueden estar unidas con un enlace cruzado procedente de cualquier agente de reticulacién
conveniente. Un “enlace cruzado™ es un resto (parte de una molécula) que une las cadenas de copolimero. Este
enlace cruzado procedente de una molécula “reticulante” o agente de reticulaciéon que se mezcla con los monémeros
durante el proceso de polimerizacién del polimero reticulado. Los ejemplos de agentes de reticulacién adecuados que
pueden emplearse incluyen, pero sin limitacion: diacrilato de oligo(etilenglicol) que comprende de 1 a 10, tal como de
4 a 5, unidades de etilenglicol, diacrilato de 1,3-butanodiol, diacrilato de 1,4-butanodiol, diacrilato de 1,6-hexanodiol,
diacrilato monoestearato de pentaeritritol, 1,3-diglicerolato diacrilato de glicerol, diacrilato de neopentilglicol, diacrilato
de poli(propilenglicol), etoxilato diacrilato de 1,6-hexanodiol, benzoato diacrilato de trimetilolpropano, dimetacrilato de
etilenglicol, dimetacrilato de 1,3-butanodiol, dimetacrilato de 1,4-butanodiol, dimetacrilato de 1,6-hexanodiol,
dimetacrilato de glicerol, N,N-divinilbenceno, N,N'-metilenbisacrilamida, N,N-(1,2-dihidroxietilen)bisacrilamida,
poli(etilenglicol)diacrilamida, disulfuro de alilo, disulfuro de bis(2-metacriloil)oxietilo y N,N-bis(acriloil)cistamina. Segun
una realizacion, el reticulante tiene grupos terminales de di(met)acrilato y un resto seleccionado del grupo que consiste
en -(CH2-CH2-O)n-CH2-CH2-, donde n es de 0 a 6, -NH-CH2-NH- y mezclas de los mismos. El agente de reticulacién
es, por ejemplo, N,N'-metilenbisacrilamida, dimetacrilato de etilenglicol o diacrilato de oligo(etilenglicol). En algunos
casos, el agente de reticulacidn representa, por ejemplo, del 1 al 5 % en moles del nimero total de moles de las tres
unidades monoméricas.

En algunos casos, un polimero reticulado comprende unidades monoméricas de metacrilato de dietilenglicol, unidades
monoméricas de metacrilato de oligoetilenglicol que comprenden de 8 a 9 restos de etilenglicol, y un enlazador que
comprende grupos terminales de di(met)acrilato y un resto seleccionado del grupo que consiste en - CH2>-CHa-, -(CHo-
CH2-O)n-CH2-CH2-, donde n es de 4 a 5, y -NH-CH2-NH-. La estructura interna de los microgeles puede depender del
reticulante usado. Por ejemplo, las sustancias activas que tienen un peso molecular inferior a 1000 g/mol se pueden
encapsular en un copolimero que tiene puentes -NH-CH2-NH-, las sustancias activas que tienen un peso molecular
que esta entre 1.000 y 4.000 g/mol se pueden encapsular en un copolimero que tiene puentes -CH>-CH>-, y las
sustancias activas que tienen un peso molecular de 4.000 a 10.000 g/mol se pueden encapsular en un copolimero que
tiene -(CH2-CH2-O)n-CH2-CH>-, donde n es de 4 a 5 puentes.

Seguln una realizacién, los microgeles de la invencién se pueden obtener mediante polimerizacién por precipitacién
en fase acuosa de los siguientes monémeros:

- metacrilato de di(etilenglicol) metil éter,

- un metacrilato de oligo(etilenglicol) metil éter que comprende de 6 a 10 restos de etilenglicol, tal como de 7 a
9 restos de etilenglicol, e incluyendo de 8 a 9 restos de etilenglicol,

- un monémero de acido (met)acrilico, y
- un comonémero con funcionalidad mucoadhesiva,
en presencia de un agente de reticulacion.

En la mezcla monomérica inicial, el metacrilato de di(etilenglicol) metil éter puede estar presente, por ejemplo, del
50 % en moles al 90 % en moles del nimero total de moles de los monémeros, el metacrilato de oligo(etilenglicol)
metil éter puede estar presente preferiblemente del 5 al 50 % en moles del niumero total de moles de los monémeros,
el monémero de acido (met)acrilico puede estar presente preferiblemente del 0,1 % en moles al 20 % en moles, por
ejemplo, en un intervalo del 0,1 al 5 % en moles, del nimero total de moles de los monémeros, y el comonémero con
funcionalidad mucoadhesiva, por ejemplo, dopamina acrilamida, puede estar presente del 0,1 % en moles al 20 % en
moles, por ejemplo, en un intervalo del 0,1 al 5 % en moles, del nimero total de moles de los monémeros, siendo la
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suma de estos contenidos igual al 100 %. La relacién molar (a:b) entre el metacrilato de di(etilenglicol) metil éter (a) y
el metacrilato de oligo(etilenglicol) metil éter (b) puede variar y, en algunos casos, varia entre 1:1y 20:1, por ejemplo
entre 5:1 y 10:1. En el sentido de la invencién, el término “entre” excluye los limites numéricos que le siguen. Por el
contrario, la expresién “que varia de... a” incluye los limites indicados.

El monémero de metacrilato de di(etilenglicol) metil éter que se usa para preparar el polimero reticulado de la invencién
representa, por ejemplo, del 80 al 90 % en moles del numero total de moles de los tres monémeros, el monémero de
metacrilato de oligo(etilenglicol) metil éter representa preferiblemente del 5 al 15 % en moles del nimero total de moles
de los monémeros, y el 4cido metacrilico representa preferiblemente del 0,1 al 10 % en moles del nimero total de
moles de los monémeros, siendo la suma de estos tres contenidos igual al 100 %. El monémero de &cido (met)acrilico
puede tener la férmula

CR1R2=CR3R34

en la que R1, Rz, Rsy R4 representan un hidrégeno, un halégeno o un grupo hidrocarburo, comprendiendo al menos
uno de los cuatro grupos un grupo -COOH o -COOM*, representando M*un catién. EI monémero de acido
(met)acrilico puede seleccionarse del grupo que consiste en acidos metilacrilico, metilmetacrilico, etilacrilico,
etilmetacrilico, n-butilacrilico y n-butilmetacrilico, metacrilico, itacénico o acrilico. El 4cido metacrilico esté presente en
algunos casos.

En una realizacion, la fraccidén molar de unidades monoméricas de metacrilato de dietilenglicol es del 80 % en moles
al 90 % en moles, tal como del 82 % en moles al 86 % en moles, la fraccién molar de unidades monoméricas de
metacrilato de oligoetilenglicol es del 5 % en moles al 15 % en moles, tal como del 7 % en moles al 11 % en moles, la
fraccién molar de unidades monoméricas de acido (met)acrilico es del 2 % en moles al 8 % en moles, tal como del
3 % en moles al 7 % en moles, la fraccién molar de unidades monoméricas con mucoadhesivo, por ejemplo, unidades
monoméricas de dopamina acrilamida, es del 2 % en moles al 8 % en moles, tal como del 3 % en moles al 7 % en
moles, y la fraccidn molar del enlace cruzado es del 1 al 3 % en moles, siendo las fracciones molares las fracciones
molares en el polimero reticulado.

Los microgeles mucoadhesivos como se describen en la presente memoria estan cargados con uno o méas agentes
activos.

Se describen mas detalles sobre los microgeles y la fabricacién de los mismos que pueden adaptarse incorporando
un componente monomérico con funcionalidad mucoadhesiva para producir microgeles mucoadhesivos segun las
realizaciones de la invencién en las Publicaciones de Solicitudes PCT publicadas
N.° WO/2016/110615 y WO/2019/077404, asi como en la Patente de EE. UU. N.© 10.287.403.

Microgeles mucoadhesivos cargados con agente activo

Los microgeles mucoadhesivos estan cargados con un agente activo. Por “cargado” se entiende que las particulas de
microgel incluyen una cantidad de uno o més agentes activos. Como tal, una cantidad de agente activo esta presente
en la particula de microgel, y puede considerarse atrapada en la particula de microgel. El término “atrapar” significa
que el agente activo esta ubicado dentro de la red polimérica del microgel. La red del polimero reticulado puede formar
una barrera alrededor de la molécula que se puede suprimir mediante algin cambio fisico en la red, por ejemplo, con
un desencadenante de variacién del pH, un desencadenante de variacién de la temperatura o un desencadenante de
variacién del disolvente. La molécula organica atrapada puede no estar unida al polimero reticulado con un enlace
covalente. El agente activo atrapado puede tener interacciones electrostaticas, enlaces de Van der Walls o enlaces
de hidrégeno con el polimero reticulado, que se pueden acoplar entre enlaces C=C de grupos -OH de las moléculas
organicas y restos de etilenglicol del polimero reticulado. Si bien la cantidad de agente activo cargado en las particulas
de microgel puede variar, en algunos casos, la relacién en peso entre el agente activo y el polimero reticulado en el
microgel es de 250 microgramos/mg a 10 mg/mg. En algunos casos, la relacién en peso entre la sustancia activa y el
polimero reticulado es inferior a 10 mg/mg y superior a un limite inferior seleccionado en el grupo que consiste en
250 microgramos/mg, 350 microgramos/mg, 400 microgramos/mg, 450 microgramos/mg, 500 microgramos/mg,
550 microgramos/mg, 600 microgramos/mg, 650 microgramos/mg, 700 microgramos/mg, 750 microgramos/mg,
800 microgramos/mg, 850 microgramos/mg, 900 microgramos/mg y 1 mg/mg. Segln una realizacién, la relacién en
peso entre la sustancia activa y el polimero reticulado es superior a 550 microgramos/mg.

Pueden cargarse diversos agentes activos en las particulas de microgel. En algunos casos, el agente activo es una
molécula pequefia. Los compuestos de moléculas pequefias sintéticos o de origen natural de interés incluyen
numerosas clases quimicas, tales como moléculas organicas, por ejemplo, compuestos organicos pequefios que
tienen un peso molecular de mas de 50 y menos de aproximadamente 2.500 daltons. Los compuestos pueden incluir
grupos funcionales para la interaccién estructural con proteinas, particularmente la formacién de enlaces de hidrégeno,
y tipicamente incluyen al menos un grupo amina, carbonilo, hidroxilo o carboxilo, preferiblemente al menos dos de los
grupos quimicos funcionales. Los agentes candidatos pueden incluir estructuras de carbono ciclicas o heterociclicas
y/o estructuras arométicas o poliaromaticas sustituidas por uno o mas de los grupos funcionales anteriores. Las
pequefias moléculas de interés incluyen, pero sin limitacién, farmacos para reducir el acné, antibiéticos, antiviricos,
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antifiungicos, antineoplésicos, antiangiogénicos, antiarritmicos, farmacos antiparkinson, anticoagulantes,
anticonvulsionantes, farmacos antineoplasicos, farmacos antialérgicos, antidepresivos, farmacos antidiabéticos,
antihistaminicos, antihipertensivos, farmacos antimigrafiosos, antipsicéticos, ansioliticos, sedantes, hipnéticos,
secuestrantes de acidos biliares, bisfosfonatos, inhibidores de la resorcion ésea, broncodilatadores, farmacos
hipolipemiantes, farmacos cardiovasculares, farmacos para el sistema nervioso central, agentes quelantes, inhibidores
de la absorcidn de colesterol, anticonceptivos, descongestionantes, agentes dermatolégicos, agentes de diagnéstico,
radiofarmacos, diuréticos, expectorantes, farmacos usados para tratar la dependencia del alcohol, el tabaco y las
drogas ilegales, farmacos de &cido fibrico, farmacos gastrointestinales, anestésicos generales, hormonas de
crecimiento, heparinas, antagonistas de heparina, productos a base de hierbas, agentes inmunolégicos,
inmunosupresores, agentes inotrépicos, interferones, estabilizadores de mastocitos, farmacos para la boca, la nariz y
la garganta, relajantes musculares, productos nutricionales, farmacos oftalmicos, farmacos antibiéticos, probiédticos,
farmacos psicoterapéuticos, agentes radioldgicos, farmacos respiratorios, hormonas sexuales, agentes espermicidas,
estatinas, tromboliticos, farmacos tiroideos, preparaciones vaginales, vitaminas y similares.

En algunos casos, el agente activo es un agente activo de &cido nucleico. Los agentes activos de acido nucleico
pueden variar e incluir, pero sin limitacién, acidos nucleicos que codifican polipéptidos de interés, cuyos é&cidos
nucleicos pueden estar presentes en un vector. Se pueden usar diversos vectores (por ejemplo, vectores viricos,
vectores bacterianos o vectores capaces de replicarse en hospedadores eucariotas y procariotas) segln la presente
invencién. Se conocen en la técnica y estan disponibles comercialmente numerosos vectores que pueden replicarse
en hospedadores eucariotas y procariotas. En algunos casos, dichos vectores usados segun la invencidn estan
compuestos por un origen de replicacién bacteriano y un promotor eucariota unido operativamente a un ADN de
interés. También son de interés los agentes inhibidores de acidos nucleicos, por ejemplo, ADN, ARN (por ejemplo,
agentes de ARNi), ARN/ADN quimérico, acido nucleico proteico y otros derivados de acidos nucleicos

En algunos casos, el agente activo es un agente activo peptidico o polipeptidico. Los agentes activos polipeptidicos
son polipéptidos que, tras la administracién a un sujeto, exhiben una actividad deseada. Como se usa en la presente
memoria, el término “polipéptido™ se refiere a proteinas de longitud completa, asi como a porciones o fragmentos de
las mismas que exhiben la actividad deseada. También se incluyen en este término variaciones de las proteinas de
origen natural, donde dichas variaciones son homoélogas o sustancialmente similares a la proteina de origen natural,
como se describe con mayor detalle a continuacién, ya sea la proteina de origen natural, la proteina humana, la
proteina de ratén o la proteina de alguna otra especie que expresa de forma natural una proteina TIMP. Los
polipéptidos de interés pueden variar en términos de longitud de secuencia de aminoacidos y peso molecular. En
algunos casos, los polipéptidos tienen una longitud que varia de 175 a 350, tal como de 200 a 250, e incluyendo de
200 a 225 residuos de aminoécidos. Los polipéptidos descritos en la presente memoria pueden obtenerse de fuentes
naturales, por ejemplo, mediante técnicas de purificacion, sintetizarse quimicamente o producirse usando protocolos
recombinantes, segln se desee.

Los términos “péptido”, “oligopéptido™ y “polipéptido™ se refieren a cualquier compuesto que comprenda polimeros de
aminoécidos sintéticos o de origen natural o moléculas similares a aminoacidos, incluyendo, pero sin limitacién,
compuestos que comprenden moléculas de amino y/o imino. El uso de los términos “péptido™, “oligopéptido™ o
“polipéptido” no implica ningln tamafio en particular y estos términos se usan indistintamente. Dentro de la definicién
se incluyen, por ejemplo, polipéptidos que contienen uno o0 mas analogos de un aminoécido (incluyendo, por ejemplo,
aminoécidos no naturales, etc.), polipéptidos con enlaces sustituidos, asi como otras modificaciones conocidas en la
técnica, tanto de origen natural como de origen no natural (por ejemplo, sintéticos). Por lo tanto, los oligopéptidos
sintéticos, los dimeros, los multimeros (por ejemplo, repeticiones en tadndem, péptidos unidos linealmente), las
moléculas cicladas, ramificadas y similares, se incluyen dentro de la definicion. Los términos también incluyen
moléculas que comprenden uno o més peptoides (por ejemplo, residuos de glicina N-sustituidos) y otros aminoéacidos
o péptidos sintéticos. (Véanse, por ejemplo, Patentes de EE. UU. N.° 5.831.005; 5.877.278; y 5.977.301; Nguyen y
col. (2000) Chem Biol. 7(7):463-473; y Simon y col. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89(20):9367-9371 para
descripciones de peptoides). Las longitudes no limitantes de péptidos adecuados para su uso en la presente invencién
incluyen péptidos de 3 a 5 residuos de longitud, de 6 a 10 residuos de longitud (o cualquier nimero entero entre los
mismos), de 11 a 20 residuos de longitud (o cualquier nimero entero entre los mismos), de 21 a 75 residuos de longitud
(o cualquier numero entero entre los mismos), de 75 a 100 (o cualquier niUmero entero entre los mismos), o polipéptidos
de mas de 100 residuos de longitud. Tipicamente, los polipéptidos Utiles en la presente invencién pueden tener una
longitud méxima adecuada para la aplicacién prevista. Preferiblemente, el polipéptido tiene una longitud de entre
aproximadamente 3 y 100 residuos. Generalmente, un experto en la técnica puede seleccionar facilmente la longitud
méxima en vista de las ensefianzas de la presente memoria. Ademas, los péptidos y polipéptidos, como se describen
en la presente memoria, por ejemplo, los péptidos sintéticos, pueden incluir moléculas adicionales, tales como
marcadores u otros restos quimicos.

Por lo tanto, las referencias a polipéptidos o péptidos también incluyen derivados de las secuencias de aminoéacidos
de la invencién que incluyen uno 0 mas aminoacidos que no son de origen natural. Un primer polipéptido o péptido
“procede de” un segundo polipéptido o péptido si (i) estad codificado por un primer polinucleétido procedente de un
segundo polinucleétido que codifica el segundo polipéptido o péptido, o (ii) muestra identidad de secuencia con el
segundo polipéptido o péptido como se describe en la presente memoria. La identidad de secuencia (o porcentaje) se
puede determinar como se describe a continuacién. Preferiblemente, los derivados muestran al menos
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aproximadamente un 50 % de identidad, mas preferiblemente al menos aproximadamente un 80 %, e incluso mas
preferiblemente entre aproximadamente un 85 % y un 99 % (o cualquier valor entre los mismos) con la secuencia de
la que se obtuvieron. Dichos derivados pueden incluir modificaciones posteriores a la expresién del polipéptido o
péptido, por ejemplo, glicosilacién, acetilacién, fosforilaciéon y similares.

Los derivados de aminoacidos también pueden incluir modificaciones de la secuencia natural, tales como deleciones,
adiciones y sustituciones (generalmente de naturaleza conservadora), siempre que el polipéptido o péptido mantenga
la actividad deseada (por ejemplo, promover la proliferacién de células epiteliales y la curacién de heridas). Estas
modificaciones pueden ser deliberadas, como a través de mutagénesis de sitio dirigido, o pueden ser accidentales,
tales como a través de mutaciones de los hospedadores que producen las proteinas o errores debidos a la
amplificacién por PCR.

Por “fragmento” se entiende una molécula que consiste Unicamente en una parte de la secuencia y la estructura de
longitud completa intactas. El fragmento puede incluir una delecidén en el extremo C, una delecién en el extremo N y/o
una delecién interna del polipéptido. Los fragmentos activos de una proteina o polipéptido particular generalmente
incluiran al menos aproximadamente 5-14 residuos de aminoéacidos contiguos de la molécula de longitud completa,
pero pueden incluir al menos aproximadamente 15-25 residuos de aminoéacidos contiguos de la molécula de longitud
completa, y pueden incluir al menos aproximadamente 20-50, 60-90, o mas residuos de aminoacidos contiguos de la
molécula de longitud completa, o cualquier nimero entero entre 5 aminoacidos y la secuencia de longitud completa,
siempre que el fragmento en cuestién conserve la actividad biolégica, tal como la actividad HB-EGF, como se define
en la presente memoria (por ejemplo, la capacidad de unirse a y activar un receptor de EGF y promover la proliferacién
de células epiteliales y/o la curacién de heridas).

Como tal, los agentes terapéuticamente activos incluyen hormonas, receptores, citocinas, factores hematopoyéticos,
factores de crecimiento, factores antiobesidad, factores tréficos, factores antiinflamatorios, proteinas, polipéptidos,
anticuerpos, enzimas y similares. Los agentes activos polipeptidicos/proteicos de interés incluyen, pero sin limitacién,
oxitocina, vasopresina, hormona adrenocorticotrépica, factor de crecimiento epidérmico, factor de crecimiento derivado
de plaquetas, factor de crecimiento epidérmico de unién a heparina, prolactina, luliberina, hormona del crecimiento,
factor liberador de la hormona del crecimiento, insulina, somatostatina, glucagén, interleucina-2, interferén-alfa,
interferén-beta, interferén-gamma, gastrina, tetragastrina, pentagastrina, urogastrona, secretina, calcitonina,
encefalinas, endorfinas, angiotensinas, hormona liberadora de tirotropina, factor de necrosis tumoral, factor de
crecimiento nervioso, factor estimulante de colonias de granulocitos, factor estimulante de colonias de granulocitos y
macré6fagos, factor estimulante de colonias de macréfagos, heparinasa, proteina morfogénica 6sea, hANP, péptido
similar a glucagdn, interleucina-11, renina, bradiquinina, bacitracinas, polimixinas, colistinas, tirocidina, gramicidinas,
ciclosporina, enzimas, citocinas, anticuerpos monoclonales, vacunas y similares.

Los microgeles mucoadhesivos cargados con agente activo de la invencién se pueden preparar segln las etapas de:
- preparar una dispersion de particulas de microgel no cargadas en agua,
- preparar una solucién del agente activo,

- mezclar la dispersién y la solucién provocando la encapsulacion del agente activo en las particulas de
microgel, y

- recuperar las particulas de microgel cargadas con agente activo.

Las particulas de microgel no cargadas se preparan, por ejemplo, mediante un método de polimerizacién por
precipitacion que comprende una etapa de poner en contacto en una fase acuosa, en presencia de un agente de
reticulacién, los monémeros descritos anteriormente, a una temperatura de entre 40 °C y 90 °C, tal como del orden de
70 °C. El proceso de la invencién no requiere la presencia de un tensioactivo, tal como SDS (dodecilsulfato de sodio),
y la polimerizacién puede iniciarse mediante la adicién de un iniciador de radicales soluble en agua, por ejemplo,
persulfato de potasio (KPS).

Las moléculas de agente activo se pueden encapsular en microgeles que estan en forma de una dispersién acuosa,
0 en microgeles que se han preparado en forma de una pelicula segun la descripcién anterior, en una etapa anterior.
La etapa de mezcla de la solucién de sustancia activa y la dispersion de microgel no cargada comprende
preferiblemente una etapa de calentamiento a una temperatura que es superior a la temperatura de transicién de fase
de volumen de las particulas de microgel no cargadas, y una etapa de enfriamiento de la dispersiéon obtenida de
microgeles cargados a temperatura ambiente (25 °C).

La solucién de alimentacién del agente activo se puede obtener por disolucién de una cantidad determinada de la
sustancia activa en un disolvente apropiado tal como agua o un disolvente que sea miscible con agua, tal como
alcoholes. Los alcoholes pueden ser etanol, propilenglicol, butilenglicol. También se pueden usar otros disolventes
tales como isododecano, isohexadecano o decametilciclopentasiloxano. Un disolvente polar que sea soluble o miscible
con agua puede ser particularmente ventajoso para mejorar la cantidad de carga de la sustancia activa en los
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microgeles. La disolucion completa de una cantidad determinada de la sustancia activa en el disolvente se puede
realizar a una temperatura que va desde la temperatura ambiente hasta una temperatura que esta por encima de la
temperatura de transicién de fase de volumen de las particulas de microgel no cargadas.

En una realizaciéon particular, una dispersion de particulas de microgel no cargadas en agua (0,1 a 10 mg de
particulas/ml de agua) se calienta a una temperatura de proceso. Una solucién del agente activo en un disolvente (0,5-
125 mM o 0,5-2,5 mM) se calienta también a esta temperatura de proceso y, a continuacién, se mezcla con la
dispersiéon acuosa de particulas de microgel no cargadas con agitacién mientras se mantiene la misma temperatura.
La temperatura de proceso puede ser una temperatura que sea mayor o menor que la VPTT de las particulas de
microgel no cargadas, estando las particulas respectivamente en estado de colapso o hinchado. Por ejemplo, la
temperatura de proceso es 10 °C o superior, tal como 15 °C o superior, con respecto a la VPTT, o0 10 °C o inferior, tal
como 15 °C o inferior con respecto a la VPTT. La eliminacién del disolvente y la eliminaciéon de las moléculas de
sustancia activa que no han quedado atrapadas en las particulas de microgel se pueden realizar posteriormente, con
el fin de obtener microgeles segun la invencién. La eliminacién de las moléculas activas que no han quedado atrapadas
se puede realizar mediante filtrado y/o centrifugacion.

En realizaciones, los microgeles mucoadhesivos presentan una alta eficiencia de atrapamiento para los agentes
activos. La eficiencia de atrapamiento (% de EA) se define como la relacién entre el peso del agente activo que esta
atrapado en los microgeles cargados y la cantidad del agente activo que esta contenido en la solucién de alimentacién.
La eficiencia de atrapamiento (% de EA) también se puede definir como la relacién A/B de la cantidad de sustancia
atrapada (A) y la cantidad de sustancia de alimentaciéon (B), como se ha definido en la presente memoria
anteriormente. La “cantidad de agente activo en la solucién de alimentacién” - también denominada “la cantidad de
agente activo de alimentacién™ en la siguiente descripcién - es el peso del agente activo en la solucién de alimentacién
(en pg 0 mg) por 1 mg de particulas de microgel no cargadas que se usan para atrapar la sustancia activa. La unidad
de cantidad de agente activo de alimentacidén puede escribirse de forma mas corta “mg/mg” o “microgramo/mg”. Las
realizaciones permiten una alta eficiencia de atrapamiento % de EA del agente activo, lo que significa que una
proporcién muy alta de la cantidad inicial de agente activo que se mezcla con particulas de microgel no cargadas (en
forma de una dispersién acuosa de particulas de microgel, o en forma de una pelicula de particulas de microgel
ensambladas) se atrapa con éxito dentro de las particulas de microgel. En algunos casos, el % de EA es superior a
un limite superior seleccionado en el grupo del 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, cuando la cantidad del agente
activo en la sustancia de alimentacién es de 500 microgramos/(1 mg de microgeles no cargados) a 10 mg/(1 mg de
microgeles no cargados). En algunos casos, la eficiencia de atrapamiento (% de EA) varia desde un limite inferior
seleccionado en el grupo que consiste en el 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, hasta un
limite superior del 100 %.

En algunos casos, los microgeles mucoadhesivos cargados con agente activo de la invencién proporcionan una
liberacion continua de su carga util de agente activo fuera de los microgeles, cuya liberacidén se puede observar durante
6 horas o mas, tal como 12 horas o0 mas, incluyendo 24 horas o més o incluso 48 horas o més. Al final de este periodo,
la liberacién puede detenerse y un porcentaje maximo de liberacién total del agente activo puede ser inferior al 100 %
y superior a un valor seleccionado en el grupo que consiste en el 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %,
50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 90 % y el 95 %.

Se describen mas detalles sobre los microgeles y la fabricacién de los mismos que pueden adaptarse incorporando
un componente monomérico con funcionalidad mucoadhesiva para producir microgeles mucoadhesivos segun las
realizaciones de la invencién en las Publicaciones de Solicitudes PCT publicadas
N.° WO/2016/110615 y WO/2019/077404, asi como en la Patente de EE. UU. N.© 10.287.403.

Microgeles mucoadhesivos de factor de crecimiento epidérmico de unién a heparina (HB-EGF)

En algunas realizaciones, el agente activo que se carga en los microgeles mucoadhesivos es un agente activo de HB-
EGF. Los agentes activos de HB-EGF son compuestos que exhiben la actividad de HB-EGF deseada. En la practica
de la invencién puede usarse cualquier forma de HB-EGF, incluida la forma inmadura de proproteina de HB-EGF y
diversas formas activas de HB-EGF producidas por procesamiento proteolitico de la proproteina, incluidas las formas
ancladas a la membrana y solubles de HB-EGF, asi como fragmentos biolégicamente activos, variantes, anélogos y
derivados de los mismos que conservan la actividad biolégica de HB-EGF (por ejemplo, promueven la proliferacion de
células epiteliales y la curacién de heridas). El HB-EGF para su uso en los métodos de la invencién puede ser natural,
obtenido mediante técnicas recombinantes o producido sintéticamente, y puede proceder de cualquier fuente. Las
secuencias representativas de HB-EGF humano se enumeran en la base de datos del Centro Nacional de Informacién
Biotecnolégica (NCBJ), incluidas las secuencias de HB-EGF de varias especies diferentes. Véanse, por ejemplo, las
entradas del NCBI:

N.® de registro: L17032, L1703, NP_001936, NM_001945, NP_037077, NP_990180, NP_001 137562, NP_034545,
NP_001104696, NP_001093871, XP_003829241, XP_005425426, NP_001244398, XP_014126447, XP_014131937,
XP_013998941, XP_005523504, XP_005617336, XP_005617335, XP_005617334, XP_005617333, XP_848614,
XP_0139149001, XP_013821061, XP_013809984, XP_005382088, XP_005382087, XP_005503713, XP_005327340,
XP_005356014, XP_005238935, XP_013047270, XP_012996694, XP_010869528, XP_005065318, XP_003477196,
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XP_012956154, XP_004841917, XP_004744871, XP_012875794, XP_004696718, XP_004652486, XP_002937773,
XP_004610052, XP_004586534, XP_004586533, XP_012697566, XP_003782186, XP_012604548, XP_004686855,
XP_012501863, XP_012501862, XP_012501861, XP_004397849, XP_002190931, XP_004280331, XP_003756676,
XP_004643289, XP_004477893, XP_00326651 1, XP_012327017, XP_012006016, XP_012006015, XP_012006014,
XP_012006013, XP_004008912, XP_011714646, NP_001158639, NP_001273220.

Cualquiera de estas secuencias, o un fragmento biolégicamente activo de las mismas, o una variante de las mismas
que comprenda una secuencia que tenga al menos aproximadamente un 70-100 % de identidad de secuencia con las
mismas, incluyendo cualquier porcentaje de identidad dentro de este intervalo, tal como un 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76,
77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 un 99 % de identidad de secuencia
con las mismas, se puede usar para producir una composicion que comprenda HB-EGF como se describe en la
presente memoria. De forma adicional, el HB-EGF puede comprender modificaciones postraduccionales, tales como
glicosilacion o fosforilacion. Aunque se puede utilizar cualquier fuente de HB-EGF para poner en practica la invencién,
preferiblemente el HB-EGF procede de una fuente humana, en particular cuando el sujeto sometido a terapia es
humano. Se proporcionan detalles adicionales sobre los agentes activos de HB-EGF vy la preparacién de los mismos
que pueden emplearse en realizaciones de la presente invencidn en las Solicitudes de Patente Publicadas de Estados
Unidos N.° 20170232065 y 20180256684.

Composiciones farmacéuticas

Los microgeles mucoadhesivos cargados con agente activo tales como los descritos anteriormente pueden
combinarse con uno o mas componentes adicionales para producir una composicién farmacéutica adecuada para su
suministro a un sujeto. Los microgeles mucoadhesivos cargados con agente activo se pueden formular en
composiciones farmacéuticas que comprenden opcionalmente uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables.
Los excipientes de ejemplo incluyen, sin limitacién, hidratos de carbono, sales inorganicas, agentes antimicrobianos,
antioxidantes, tensioactivos, tampones, acidos, bases y combinaciones de los mismos. Los excipientes de hidratos de
carbono especificos incluyen, por ejemplo: monosacaridos, tales como fructosa, maltosa, galactosa, glucosa, D-
manosa, sorbosa, y similares; disacaridos, tales como lactosa, sacarosa, trehalosa, celobiosa y similares;
polisacéridos, tales como rafinosa, melecitosa, maltodextrinas, dextranos, almidones y similares; y alditoles, tales
como manitol, xilitol, maltitol, lactitol, xilitol, sorbitol (glucitol), piranosil sorbitol, micinositol y similares. El excipiente
también puede incluir una sal inorganica o un tampén tal como acido citrico, cloruro de sodio, cloruro de potasio, sulfato
de sodio, nitrato de potasio, fosfato de sodio monobésico, fosfato de sodio dibasico y combinaciones de los mismos.
Los ejemplos no limitantes de agentes antimicrobianos adecuados para la presente invencién incluyen cloruro de
benzalconio, cloruro de bencetonio, alcohol bencilico, cloruro de cetilpiridinio, clorbutanol, fenol, alcohol feniletilico,
nitrato fenilmercurico, timerosal y combinaciones de los mismos. Los antioxidantes se usan para prevenir la oxidacién,
previniendo asi el deterioro del agente activo (por ejemplo, HB-EGF) u otros componentes de la preparacién. Los
antioxidantes adecuados para su uso en la presente invencién incluyen, por ejemplo, palmitato de ascorbilo,
hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado, 4cido hipofosforoso, monotioglicerol, galato de propilo, bisulfito de sodio,
formaldehido sulfoxilato sédico, metabisulfito de sodio, y combinaciones de los mismos. Los tensioactivos de ejemplo
incluyen: polisorbatos, tales como “Tween 20 y “Tween 807, y plurénicos tales como F68 y F88 (BASF, Mount Olive,
Nueva Jersey); ésteres de sorbitan; lipidos, tales como fosfolipidos tales como lecitina y otras fosfatidilcolinas,
fosfatidiletanolaminas (aunque preferiblemente no en forma liposomal), acidos grasos y ésteres grasos; esteroides,
tales como colesterol; agentes quelantes, tales como EDTA, y cinc y otros cationes adecuados similares. Los ejemplos
no limitantes de &cidos que se pueden usar incluyen los &cidos seleccionados del grupo que consiste en acido
clorhidrico, acido acético, acido fosférico, acido citrico, acido malico, acido lactico, acido férmico, acido trifluoroacético,
acido nitrico, acido perclérico, acido fosférico, acido sulfdrico, acido fumarico, y combinaciones de los mismos. Los
ejemplos de bases adecuadas incluyen, sin limitacién, bases seleccionadas del grupo que consiste en hidrdxido de
sodio, acetato de sodio, hidréxido de amonio, hidréxido de potasio, acetato de amonio, acetato de potasio, fosfato de
sodio, fosfato de potasio, citrato de sodio, formiato de sodio, sulfato de sodio, sulfato de potasio, fumarato de potasio
y combinaciones de los mismos.

La cantidad de agente activo, por ejemplo, HB-EFG, en la composicién farmacéutica variard dependiendo de una serie
de factores, pero sera éptimamente una dosis terapéuticamente eficaz cuando la composicién esté en una forma
farmacéutica unitaria o un recipiente (por ejemplo, un vial). Una dosis terapéuticamente eficaz se puede determinar
experimentalmente mediante la administracién repetida de cantidades crecientes de la composicién para determinar
qué cantidad produce un extremo clinicamente deseado.

La cantidad de cualquier excipiente individual en la composicién variard dependiendo de la naturaleza y funcién del
excipiente y las necesidades particulares de la composicién. Tipicamente, la cantidad 6ptima de cualquier excipiente
individual se determina mediante experimentaciéon de rutina, es decir, preparando composiciones que contienen
cantidades variables del excipiente (que varian desde bajas a altas), examinando la estabilidad y otros parametros, y
a continuacién determinando el intervalo en el que se logra el rendimiento éptimo sin efectos adversos significativos.
Generalmente, sin embargo, el uno o mas excipientes estaran presentes en la composicién en una cantidad de
aproximadamente el 1 % a aproximadamente el 99 % en peso, preferiblemente de aproximadamente el 5% a
aproximadamente el 98 % en peso, més preferiblemente de aproximadamente el 15 a aproximadamente el 95 % en
peso del excipiente, siendo las concentraciones inferiores al 30 % en peso las més preferidas. Estos excipientes
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farmacéuticos anteriores junto con otros excipientes se describen en “Remington: The Science & Practice of
Pharmacy”, 19.2 ed., Williams & Wiilliams, (1995), “Physician's Desk Reference”, 52.2 ed., Medical Economics,
Montvale, NJ (1998), y Kibbe, A.H., Handbook of Pharmaceutical Excipients, 3.2 edicién, American Pharmaceutical
Association, Washington, D.C., 2000.

Las composiciones abarcan todos los tipos de formulaciones, incluyendo composiciones farmacéuticas liquidas,
soluciones y suspensiones, por ejemplo, para suministro oral, tépico o localizado. En algunos casos, la composicién
es una formulacién de enjuague bucal o aerosol.

En algunos casos, las composiciones pueden incluir uno o mas componentes mucoadhesivos adicionales. En tales
casos, los microgeles pueden combinarse con, pero no unirse covalentemente a, el uno o mas agentes poliméricos
mucoadhesivos adicionales. Los componentes mucoadhesivos adicionales de interés incluyen, pero sin limitacién:
agentes poliméricos mucoadhesivos, que pueden ser agentes poliméricos de origen natural o sintéticos. Como tal, los
agentes poliméricos mucoadhesivos incluyen los seleccionados del grupo que consiste en agentes poliméricos
mucoadhesivos de origen natural, agentes poliméricos mucoadhesivos sintéticos y combinaciones de los mismos. Los
agentes de origen natural incluyen, pero sin limitacién, polisacaridos, por ejemplo, almidones, quitosano, heparina,
polimeros y similares. Los agentes que no se producen de forma natural incluyen, pero sin limitacién, plurénicos (es
decir, poloxameros), polimeros, péptidos, peptoides y similares. Cuando estan presentes, la cantidad de dichos
agentes poliméricos mucoadhesivos adicionales puede variar, variando en algunos casos del 1 % al 50 % de la
solucion total.

Las composiciones de la presente memoria pueden incluir opcionalmente uno o mas agentes activos adicionales,
segln se desee. Por ejemplo, las composiciones mucoadhesivas, por ejemplo, como se han descrito anteriormente,
pueden combinarse con uno 0 mas agentes activos adicionales, tales como otros farmacos para tratar la cavidad oral
y la orofaringe antes, durante y/o después de la quimioterapia o la radioterapia. Por ejemplo, pueden prepararse y
usarse preparaciones que incluyen HB-EGF y uno o mas farmacos adicionales para tratar una herida posoperatoria,
tales como, pero sin limitacién, agentes analgésicos, agentes anestésicos, antibidticos, agentes antiinflamatorios,
sustancias que aumentan la adherencia neoepitelial u otros factores de crecimiento u otros agentes que promueven
la curacién de heridas. Como alternativa, dichos agentes pueden estar contenidos en una composicién separada de
la composicién que comprende HB-EGF y coadministrarse de forma concomitante, antes o después de la composicion
que comprende HB-EGF.

Composiciones para uso en los métodos

Los aspectos de la invencién incluyen ademés composiciones para su uso en métodos para administrar microgeles
mucoadhesivos, tales como microgeles mucoadhesivos cargados con agente activo (por ejemplo, microgeles
mucoadhesivos cargados con HB-EGF) a un sujeto. En general, las composiciones para su uso en métodos de la
invencién incluyen el suministro de una cantidad de un microgel mucoadhesivo, por ejemplo, como se ha descrito
anteriormente, tal como en forma de una composicion farmacéutica, a una ubicacién de un sujeto. En algunos casos, los
métodos incluyen la administracién por via oral de la composicién a un sujeto que la necesite, por ejemplo, de modo que
la composicién y las particulas de microgel en la misma entren en contacto con una o ambas de la cavidad oral y la
orofaringe. En la puesta en practica de los métodos, se administrard a un sujeto al menos un ciclo terapéuticamente
eficaz de tratamiento con una composicién. Un ciclo de tratamiento dado puede incluir la administracién de una 0 mas
dosificaciones, donde las dosificaciones pueden administrarse segin una pauta posolégica prescrita, que puede variar,
por ejemplo, de 1 a 4 veces al dia, durante 1 0 més dias, por ejemplo, 1 0 mas semanas, etc.

Como se ha descrito anteriormente, en algunos casos, el agente activo es HB-EGF. En algunos casos, se administrara
al menos un ciclo terapéuticamente eficaz de tratamiento con una composicién de microgel mucoadhesiva que
comprende HB-EGF a un sujeto que lo necesite, por ejemplo, que necesite tratamiento/prevencién para la mucositis
oral inducida por terapia, por ejemplo, asociada a radioterapia o quimioterapia; que necesite tratamiento para el
tratamiento/prevencién de enfermedad epitelial oral donde el dafio al ADN es la causa subyacente; que necesite
tratamiento/prevencién para la mucositis del tubo aerodigestivo superior o donde el dafio al ADN es la causa
subyacente; etc. En ejemplos de tales realizaciones, los métodos son métodos para modular la mucositis oral en un
sujeto, donde por modulacién se entiende prevenir la aparicién de mucositis o tratar la mucositis, por ejemplo,
reduciendo la gravedad de la mucositis, mejorando la recuperacién de la mucositis, etc.

Por “ciclo de tratamiento terapéuticamente eficaz” se entiende un ciclo de tratamiento que, cuando se administra,
produce una respuesta terapéutica positiva con respecto al tratamiento de un individuo que recibe quimioterapia,
radioterapia o una combinacién de ambas. En algunas realizaciones, resulta de interés un ciclo de tratamiento con
una composicién que comprenda HB-EGF que mejora la curacién de heridas y la regeneracién epitelial cuando se
aplica después de la quimioterapia, la radioterapia o una combinacién de ambas. La mejora de la curacién de heridas
y la regeneracién epitelial puede incluir el aumento de la velocidad con la que se cura una herida en la cavidad oral o
la rapidez con la que se regenera la capa epitelial en la cavidad oral, segun se evalla en relacién con el area epitelial
total en la cavidad oral medida, o la rapidez con la que crecen los queratinocitos en la cavidad oral, segln se evalla
por el grosor de la capa de queratina. La curacién de heridas mejorada y la regeneracion epitelial también pueden
incluir la disminucién de la profundidad o el tamafio de la herida que puede desarrollarse dentro de la cavidad oral, la
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disminucién del nimero de heridas (llceras por mucositis) que se desarrollan, o la disminucién de la gravedad de una
herida, o la reduccién de la extensién de la cicatriz residual o la formacién de tejido queloide o necrético. De forma
adicional, una dosis o cantidad terapéuticamente eficaz puede reducir o prevenir la hemorragia posoperatoria.

En determinadas realizaciones, se administrardn multiples dosis terapéuticamente eficaces de composiciones que
comprenden HB-EGF y/o uno o méas agentes terapéuticamente activos adicionales, tales como otros factores de
crecimiento o formacos o agentes para tratar una herida, u otros medicamentos. Las composiciones de la presente
invencién se administran tipicamente, aunque no necesariamente, por via oral, mediante inyeccién transepitelial, por
via tépica o de forma local.

Las composiciones que comprenden HB-EGF y/o uno o mas agentes terapéuticamente activos adicionales pueden
administrarse directamente sobre la superficie de una herida dentro de la cavidad oral o adyacente a una herida. Por
ejemplo, la composicién puede administrarse rociandola sobre la herida, como una pasta tépica. La composicién
también puede afiadirse a los apdsitos para heridas. Como alternativa, la composicién puede administrarse por via
oral como lavado, gargaras o enjuague. La composicién particular y el método de administracién apropiado se eligen
para dirigir el agente activo, por ejemplo, HB-EGF, al sitio que necesita regeneracién epitelial y curacién de la herida.

La preparacién farmacéutica de la composicién que comprende HB-EGF y/o uno o mas agentes terapéuticamente
activos puede ser liquida o semisélida, una solucién o suspensién, una emulsién, un jarabe, una crema, un unglento,
una locién, un parche, un comprimido, una capsula, un polvo, un gel, una matriz, un supositorio o similares. Las
composiciones farmacéuticas que comprenden HB-EGF y otros agentes pueden administrarse usando la misma o
diferentes vias de administracién segun cualquier método médicamente aceptable conocido en la técnica.

En otra realizacién, las composiciones farmacéuticas que comprenden HB-EGF y/u otros agentes se administran de
forma profilactica con la intencién de prevenir o mitigar el desarrollo de mucositis oral asociada a radioterapia o
quimioterapia antes de una o mas rondas de quimioterapia o radioterapia, 0 una combinacién de ambas. Dichos usos
profilacticos seran de particular valor para sujetos que padecen una afeccidn que perjudica o ralentiza la curacién de
una herida que da como resultado el contexto de mucositis oral asociada a radioterapia o quimioterapia, y también
seran de valor para sujetos sin curacién de heridas afectada de otro modo.

En otra realizacién, las composiciones farmacéuticas que comprenden HB-EGF y/u otros agentes se administran de
forma concomitante, por ejemplo, al mismo tiempo que se aplican una o méas rondas de quimioterapia o radioterapia,
0 una combinacién de ambas, a un sujeto con la intencién de prevenir o mitigar el desarrollo de mucositis oral asociada
a radioterapia o quimioterapia. En algunas realizaciones, la administracién concomitante de las composiciones
farmacéuticas que comprenden HB-EGF y/u otros agentes va seguida de una o mas administraciones de
composiciones farmacéuticas que comprenden HB-EGF y/u otros agentes segln una pauta de tratamiento definida
después de que se completa la quimioterapia o radioterapia, 0 una combinacién de ambas.

En ofra realizacidn, las composiciones farmacéuticas que comprenden HB-EGF y/u otros agentes se administran a) antes
de una o més rondas de quimioterapia o radicterapia, 0 una combinacién de ambas, b) de forma concomitante, por ejemplo,
al mismo tiempo que se aplican una o mas rondas de quimioterapia o radioterapia, 0 una combinacién de ambas, a un sujeto,
ylo ¢) después de que se completa la quimioterapia o radioterapia, o0 una combinacién de ambas.

En otra realizacién, las composiciones farmacéuticas que comprenden HB-EGF y/u otros agentes se administran a)
antes de una o mas rondas de quimioterapia o radioterapia, o una combinacién de ambas, y b) de forma concomitante,
por ejemplo, al mismo tiempo que se aplican una o mas rondas de quimioterapia o radioterapia, o una combinacion
de ambas, a un sujeto.

En otra realizacién, las composiciones farmacéuticas que comprenden HB-EGF y/u otros agentes se administran a)
de forma concomitante, por ejemplo, al mismo tiempo que se aplican una o0 mas rondas de quimioterapia o radioterapia,
0 una combinacién de ambas, a un sujeto, y b) después de que se completa la quimioterapia o radioterapia, o una
combinacion de ambas.

En otra realizacién, las composiciones farmacéuticas que comprenden HB-EGF y/u otros agentes se administran a)
antes de una o més rondas de quimioterapia o radioterapia, o0 una combinacién de ambas, y b) después de que se
completa la quimioterapia o radioterapia, o una combinacién de ambas.

En otra realizacion, las composiciones farmacéuticas que comprenden HB-EGF y/u otros agentes se administran
después de que se completa la quimioterapia o radioterapia, 0 una combinacién de ambas.

Los expertos en la técnica apreciaran qué condiciones puede tratar eficazmente el HB-EGF. La dosis real que se
administrara variard dependiendo de la edad, el peso y el estado general del sujeto, asi como de la gravedad de la
afeccién que se esté tratando, el criterio del profesional de la salud y la composicién o conjugado que se esté
administrando. Los expertos en la técnica pueden determinar las cantidades terapéuticamente eficaces, y se ajustaran
a los requisitos particulares de cada caso particular. La cantidad de HB-EGF dentro de una composicién o conjugado
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administrado dependera de la potencia de la forma particular de HB-EGF (por ejemplo, HB-EGF maduro o pro-HB-
EGF), la magnitud de su efecto sobre la curacién de heridas y la regeneracién epitelial, y la via de administracion.

Las composiciones que comprenden HB-EGF, preparadas como se describe en la presente memoria (de nuevo,
preferiblemente proporcionadas como parte de una preparacién farmacéutica), se pueden administrar solas o en
combinacién con uno o mas agentes terapéuticamente activos para tratar una herida en el contexto de la mucositis oral
asociada a radioterapia o quimioterapia, tales como, pero sin limitacién, agentes analgésicos, agentes anestésicos,
antibiéticos, agentes antiinflamatorios, sustancias que disminuyen la neovascularizacién, sustancias que aumentan la
adherencia neoepitelial u otros factores de crecimiento, u otros agentes que promueven la curacién de heridas, u otros
medicamentos usados para tratar una afeccién o enfermedad particular segin una diversidad de pautas posolégicas que
dependen del criterio del médico, las necesidades del paciente, etc. La pauta posolégica especifica serd conocida por los
expertos en la técnica o puede determinarse experimentalmente usando métodos rutinarios. Las pautas posoldgicas de
ejemplo incluyen, sin limitacién, la administracién varias veces al dia, incluyendo, pero sin limitacién, cinco veces al dia,
cuatro veces al dia, tres veces al dia, dos veces al dia, una vez al dia, tres veces a la semana, dos veces a la semana, una
vez a la semana, dos veces al mes, una vez al mes y cualquier combinacién de las mismas. Las composiciones preferidas
son las que requieren una administracién no mas de una vez al dia.

Las composiciones que comprenden HB-EGF pueden administrarse antes, concomitante con o después de otros
agentes. Si se proporciona al mismo tiempo que otros agentes, el HB-EGF se puede proporcionar en la misma
composicién o en una diferente. Por lo tanto, el HB-EGF y uno o mas agentes adicionales pueden presentarse al
individuo a modo de terapia concomitante. Por “terapia concomitante” se entiende la administracién a un sujeto de
manera que el efecto terapéutico de la combinacién de las sustancias se produzca en el sujeto sometido a terapia.
Por ejemplo, la terapia concomitante puede lograrse administrando una dosis de una composicién farmacéutica que
comprende HB-EGF y una dosis de una composicién farmacéutica que comprende al menos otro agente, tal como
otro factor de crecimiento o farmaco para tratar una herida dentro de la cavidad oral, que en combinacién comprenden
una dosis terapéuticamente eficaz, segun una pauta posolégica particular. De manera similar, el HB-EGF y uno o mas
agentes terapéuticamente activos adicionales pueden administrarse en al menos una dosis terapéutica. La
administraciéon de las composiciones farmacéuticas separadas se puede realizar simultdneamente o en diferentes
momentos (es decir, secuencialmente, en cualquier orden, en el mismo dia o en dias diferentes), siempre que el efecto
terapéutico de la combinacién de estas sustancias se produzca en el sujeto sometido a terapia.

Kits

La invencién también proporciona kits que comprenden uno o mas envases, por ejemplo, recipientes, que contienen
composiciones de microgel mucoadhesivas, por ejemplo, como se ha descrito anteriormente. La composiciéon de
microgel mucoadhesiva puede incluir cualquier tipo de agente terapéuticamente activo deseado, por ejemplo, como
se ha descrito anteriormente. En algunos casos, los Kits incluyen una composicién de microgel mucoadhesiva cargada
con HB-EGF, y opcionalmente uno o mas farmacos adicionales, por ejemplo, para tratar una afeccién determinada,
tales como heridas en la cavidad oral y orofaringe antes, durante y/o después de la quimioterapia o radioterapia, o una
combinacién de ambas, tal como, pero sin limitacién, agentes analgésicos, agentes anestésicos, antibiéticos, agentes
antiinflamatorios, sustancias que disminuyen la neovascularizacién, sustancias que aumentan la adherencia
neoepitelial u otros factores de crecimiento, u otros agentes que promueven la curacién de heridas. Los recipientes
pueden estar formados a partir de una diversidad de materiales, incluidos vidrio o plastico. Un recipiente puede tener
un puerto de acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa de solucién intravenosa o un vial que tiene
un tapdn que es perforable por una aguja de inyeccién hipodérmica).

El kit también puede comprender un prospecto que contenga instrucciones escritas que describan métodos para el
cuidado de una herida en la cavidad oral o herida orofaringea debido a mucositis oral asociada a radioterapia y
quimioterapia como se describe en la presente memoria. El prospecto puede ser un borrador de prospecto no aprobado
0 puede ser un prospecto aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) u otro organismo regulador.

Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustraciéon y no de limitacién.
Experimentos

Los siguientes ejemplos se presentan para proporcionar a los expertos en la técnica una descripcioén y divulgacion
completas de cdmo realizar y usar la presente invencion, y no pretenden limitar el alcance de lo que los inventores
consideran su invencidn ni tienen la intencién de representar que los experimentos a continuacién son todos o los
Unicos experimentos realizados. Se han hecho esfuerzos para asegurar la precisiéon con respecto a los numeros
usados (por ejemplo, cantidades, temperatura, etc.) pero se deben tener en cuenta algunos errores y desviaciones
experimentales. A menos que se indique lo contrario, las partes son partes en peso, el peso molecular es el peso
molecular promedio en peso, la temperatura estd en grados centigrados y la presién es igual o cercana a la
atmosférica.

Se pueden encontrar métodos generales en bioquimica molecular y celular en libros de texto estandar como Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 3.2 Ed. (Sambrook y col., HaRBor Laboratory Press 2001); Short Protocols in Molecular
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Biology, 4.2 Ed. (Ausubel y col. eds., John Wiley & Sons 1999); Protein Methods (Bollag y col., John Wiley & Sons
1996), Nonviral Vectors for Gene Therapy (Wagner y col. eds., Academic Press 1999); Viral Vectors (Kaplift & Loewy
eds., Academic Press 1995); Immunology Methods Manual (I. Lefkovits ed., Academic Press 1997); y Cell and Tissue
Culture: Laboratory Procedures in Biotechnology (Doyle & Griffiths, John Wiley & Sons 1998).

Los reactivos, vectores de clonacion, células y kits para los métodos a los que se hace referencia en esta descripcion
0 que estan relacionados con la misma estan disponibles en proveedores comerciales tales como BioRad, Agilent
Technologies, Thermo Fisher Scientific, Sigma-Aldrich, New England Biolabs (NEB), Takara Bio USA, Inc., y similares,
asi como en repositorios tales como, por ejemplo, Addgene, Inc., Coleccién Americana de Cultivos Tipos (ATCC), y
similares.

I. Fabricacién de microgel mucoadhesivo
A. Sintesis de dopamina acrilamida (DA)

La dopamina-acrilamida (DA) se sintetiz6 y se caracterizd siguiendo el procedimiento descrito por Patil y col. (N. Patil,
C. Falentin-Daudré, C. Jérdme, C. Detrembleur, Polym. Chem., 2015, 6, 2919-2933) con algunas modificaciones. En
resumen, se disolvieron 31,6 mmol de Na2B4O7:10H20 y 47,2 mmol de NaxCOs en 475 ml de agua de calidad “Milli-
Q” y la solucién se desgasificd mediante burbujeo con nitrégeno durante 1 h. Se afiadieron 15,8 mmol de clorhidrato
de dopamina en atmésfera de nitrégeno y se dejé que la mezcla continuara agitdndose durante 30 minutos. A
continuacién, la solucién se enfrié a 0 °C y se afiadieron gota a gota 63,2 mmol de cloruro de acriloilo. Para mantener
la solucién por encima del pH 9, se afiadieron 84,9 mmol de Na2COs y la solucién se agitd durante 12 h a temperatura
ambiente. Después de esto, se afiadié HCl a la solucién acidificada a un pH de 1-2 y se dejé continuar agitando durante
1 h en un recipiente abierto. La mezcla se extrajo 5 veces con acetato de etilo y la solucién orgénica de color parduzco
obtenida de la extraccion se recogid y se secd sobre Na2SO4. Posteriormente, el volumen de la solucién se redujo por
evaporacién rotatoria y se precipité DA con hexano. La suspensidén formada se almacend en el frigorifico durante la
noche para facilitar la cristalizacién. Finalmente, el sélido obtenido por filtracién de la suspensién se secé en una estufa
de vacio durante una noche a temperatura ambiente. La sintesis se ilustra en la figura 1A.

B. Sintesis de microgel a base de DA

Los microgeles se sintetizaron mediante polimerizacién por precipitacién en un matraz de fondo redondo de 3 bocas
de 250 ml. Brevemente, en un matraz de fondo redondo de 3 bocas de 250 ml se pusieron 83,90 mmol de MeO2MA
(metacrilato de di(etilenglicol) metil éter), 0,573 mmol de OEGMA7.s (metacrilato de oligo(etilenglicol) metil éter),
0,117 mmol de OEGDAus (diacrilato de poli(etilenglicol)) y 57,5 g de agua de calidad “Milli-Q”. Véase la figura 1B para
las estructuras y la figura 1C para el esquema de sintesis. El contenido del reactor se agité a 150 rpm y se purgé con
nitrégeno durante 45 min para eliminar el oxigeno a temperatura ambiente. A continuacién, se afiadieron al reactor de
vidrio encamisado 0,305 mmol de MAA (acido metacrilico) disuelto en 2 ml de agua de calidad “Milli-Q”y el 3 % en
moles de DA disueltos en 2 ml de etanol y la mezcla se calenté hasta 70 °C. Tras afiadir el iniciador (14,3 mg de
peroxidisulfato de potasio (KPS) disuelto en 2,5 ml de agua desgasificada), la reaccién de polimerizacién se dejé
continuar en una atmésfera de nitrégeno mientras se agité durante 6 h.

A continuacién, la mezcla de reaccion se enfrié posteriormente a 25 °C manteniendo la agitacién, y la dispersion final
se purificé mediante varios ciclos de centrifugacién-redispersién (10.000 rpm, 30 min) con agua de calidad “Milli-Q”.
Después de la centrifugacién, el sobrenadante se descartd para obtener el microgel mucoadhesivo.

La figura 1D proporciona fotografias de microscopia electrénica de barrido de los microgeles mucoadhesivos
liofilizados preparados como se ha descrito anteriormente. En la figura 1D, panel izquierdo, las flechas de color rojo
muestran ganchos adhesivos del material; el panel central muestra un primer plano de los ganchos; el panel derecho,
los hidrogeles hidratados muestran estructuras redondeadas.

Il. Produccion de microgeles mucoadhesivos cargados con HB-EGF

Los microgeles mucoadhesivos purificados producidos como se ha descrito anteriormente se combinaron con
100 pg/ml de HB-EGF humano. La mezcla resultante se mantuvo durante horas y se observé que la eficiencia de
encapsulacién era del 93 %. Se proporciona un esquema de los microgeles resultantes en la figura 2A y se muestra
una imagen AFM de los microgeles resultantes en la figura 2B. Los microgeles resultantes pudieron liberar 5 pg/ml de
HB-EGF a los 30 minutos, segun lo determinado mediante espectrometria de masas (véase la figura 2C).

Ill. Eficacia de los microgeles mucoadhesivos cargados con HB-EGF
Se realizaron estudios que muestran que la formulacién de microgel mucoadhesivo cargado con HB-EGF producida

en el punto Il anterior se suministra in vivo y que la formulacién es eficaz para prevenir la mucositis oral inducida por
radiacidn (véanse las figuras 3 y 4).
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Como se muestra en la figura 3, el HB-EGF con suministro de microgel previene la gravedad de la mucositis inducida
por radiacién en la cavidad oral. Puntuacién histopatolégica con ocultacién (Sunavala-Dossabhoy G, Abreo F, Timiri
Shanmugam PS, Caldito G. Histopathologic grading of oral mucositis. Oral Dis. 2015;21(3):355-60) de la lengua (fila
superior) y la mucosa bucal (fila inferior) el dia 8 posterior a la radiacién. =23 animales por afeccion, =23 portaobjetos
por area. Los microgeles de HB-EGF no mostraron casos de mucositis oral grave (grado 3 o superior). n/e representa
cuando el patélogo no pudo evaluar la lamina debido a un artefacto.

Como se muestra en la figura 4, superficie dorsal de la lengua el dia 9 después de la radiacién (fila superior) en la
condicién normal, radiacién solamente sin tratamiento y radiacidn tratada con microgeles de HB-EGF. La radiacién
solamente muestra una falta de epitelio con ulceracién completa (flecha de color rojo). En el suelo o la boca (fila
inferior) los ratones tratados con microgeles de HB-EGF muestran conservacién epitelial (flecha de color negro) en
comparacién con la radiacién solamente.

Los microgeles de HB-EGF fueron el Unico grupo de tratamiento que no experimenté mucositis oral grave (grado 3 o
superior). También demostramos que esta formulacidén por si sola tuvo un beneficio sobre el control, probablemente
debido a una mayor lubricacién y también que esta combinacién de formulacién de HB-EGF tuvo un beneficio adicional
sobre la formulacién sola. Estos resultados muestran que se puede suministrar el farmaco al objetivo usando esta
formulacidén con una excelente respuesta in vivo.

V. Biodistribucién

Se realizaron exploraciones PET CT y HB-EGF se marcé con Cu64 para evaluar la biodistribucién del mismo. Los
resultados se muestran en la figura 5. El grupo A es la solucién de Cu64-HB-EGF, donde solo se administré localmente
(boca de los ratones) HB-EGF marcado con Cu64 en forma de una solucién (sol). En el grupo B, el Cu64-HB-EGF se
encapsulé en los microgeles mucoadhesivos y después de 24 h se administré por via oral a los ratones. Ambos grupos
se sometieron a exploraciones PET CT a los 30 min, 1 hora, 2 h, 3 h y 4 horas. La sefial de Cu64 se midié dividiendo
el cuerpo de la imagen de los ratones en las regiones de interés (ROI, por sus siglas en inglés) superior (S) e inferior
(I). Si la sefial proviene de la ROI superior, indica que el compuesto se retuvo en el tubo Gl superior. Si la sefial
proviene de la ROI inferior, indica que el compuesto se encuentra en los rifiones y la vejiga, lo que indica eliminacién.
La absorcion y eliminacién del grupo A es mucho mas rapida en comparacién con el grupo B, que mantiene el Cu64-
HB-EGF en la cavidad oral, evitando la absorcién sistémica, lo que demuestra las propiedades mucoadhesivas del
microgel. Incluso después de 4 horas, el cu64-HBEGF encapsulado en microgel muestra una cantidad muy pequefia
en la ROI inferior y una fuerte sefial en la ROI superior, lo que indica una alta retencién y una baja eliminacién del
producto marcado.
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REIVINDICACIONES

Una composicién de agente terapéuticamente activo en microgel mucoadhesivo que comprende un agente
terapéuticamente activo cargado en un microgel mucoadhesivo reticulado que comprende un polimero de
metacrilato de poli(etilenglicol) metil éter reticulado que comprende una funcionalidad mucoadhesiva, en
donde el polimero de metacrilato de poli(etilenglicol) metil éter reticulado comprende cadenas de copolimero
que tienen unidades monoméricas de metacrilato de dietilenglicol, unidades monoméricas de metacrilato de
oligoetilenglicol, unidades monoméricas de &cido metacrilico, unidades monoméricas mucoadhesivas que
comprenden unidades monoméricas de dopamina acrilamida y restos de reticulacién.

La composicién de agente terapéuticamente activo en microgel mucoadhesivo segun la reivindicacién 1, en
donde las unidades monoméricas de metacrilato de oligoetilenglicol comprenden de 6 a 10 restos de etilenglicol.

La composicién de agente terapéuticamente activo en microgel mucoadhesivo segln cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en donde la composicibn comprende ademas uno o més agentes
mucoadhesivos adicionales.

La composicién de agente terapéuticamente activo en microgel mucoadhesivo segln la reivindicacién 3, en
donde el uno o méas agentes mucoadhesivos adicionales son agentes poliméricos mucoadhesivos.

La composicién de agente terapéuticamente activo en microgel mucoadhesivo segln la reivindicacién 4, en
donde el uno o més agentes mucoadhesivos adicionales son agentes poliméricos mucoadhesivos
seleccionados del grupo que consiste en agentes poliméricos mucoadhesivos naturales, agentes poliméricos
mucoadhesivos sintéticos y combinaciones de los mismos.

La composicién de agente terapéuticamente activo en microgel mucoadhesivo segln la reivindicacién 5, en
donde los agentes poliméricos mucoadhesivos de origen natural son polisacéaridos.

La composicién de agente terapéuticamente activo en microgel mucoadhesivo segln la reivindicacién 6, en
donde los polisacéridos se seleccionan del grupo que consiste en almidones, quitosano, heparina y
combinaciones de los mismos.

La composicién de agente terapéuticamente activo en microgel mucoadhesivo segln cualquiera de las
reivindicaciones 5 a 7, en donde el agente polimérico mucoadhesivo sintético es un poloxémero.

La composicién de agente terapéuticamente activo en microgel mucoadhesivo segln cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en donde el agente terapéuticamente activo comprende una molécula pequefia,
un acido nucleico, un péptido o polipéptido, o una proteina o fragmento activo de la misma.

La composicién de agente terapéuticamente activo en microgel mucoadhesivo segun cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en donde la composicién comprende un lavado acuoso o una pelicula.

Una composicidén segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 para su uso en el suministro de un agente
terapéuticamente activo a un sujeto.

La composicién para su uso segun la reivindicacion 11, para modular la progresién de la mucositis oral en un
sujeto y en donde el agente terapéuticamente activo es un agente activo de HB-EGF.

Un método para preparar una composicién de agente terapéuticamente activo en microgel mucoadhesivo
segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, comprendiendo el método:

preparar un microgel de polimero de metacrilato de poli(etilenglicol) metil éter reticulado mucoadhesivo
que comprende un polimero de metacrilato de poli(etilenglicol) metil éter reticulado que comprende una
funcionalidad mucoadhesiva, en donde el polimero de metacrilato de poli(etilenglicol) metil éter reticulado
comprende cadenas de copolimero que tienen unidades monoméricas de metacrilato de dietilenglicol,
unidades monoméricas de metacrilato de oligoetilenglicol, unidades monoméricas de acido metacrilico,
unidades monoméricas mucoadhesivas que comprenden unidades monoméricas de dopamina
acrilamida y restos de reticulacién; y

cargar el microgel reticulado mucoadhesivo con un agente terapéuticamente activo.

Un kit que comprende:
una dosificaciéon de una composicién de agente terapéuticamente activo en microgel mucoadhesivo

segln cualquiera de las reivindicaciones 1a10; y
un envase.

17



ES 3015278 T3
Figura 1A

Para la sintesis de DA se siguio el protocolo descrito por Patil y col. con algunas modificaciones
Reaccion de amidacion

Extraida con acetato de etilo y
precipitada con hexano

Cloruro de acriloilo
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Figura 1D
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Figura 2A
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Figura 2C
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Figura 4
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