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MCTIUS MR TATT
METHODS AND l:ﬂHF[H'ITIﬂHE FOR WOUND HEALING

CRI E INVENT]
Flaid of the Invention
0] This applioation claims peiarity fo U.E. LHiity Applicailon Mo,
10/87.158, filed June 18, 2004, the enfim disclosune of which ks Incorporated hm:ﬂ'n
by reference. _
PD2] Thie Invantion genarally elatas lo melhods and sompositions for
ireating wourxs.

Back Invention

03]  Foryeara it has bean belleved that mactive oxygen species (ROS)
are primarily damaging b lving cells. In fack, ROS such as hydrwogen pemxide and
czons have been used fur thelr powerful oxidizing effects as diginfactants. These
oxidizing eMects are non-specific; In eddition fo desinoying unwarnied
mizroorganisme, consldembia collaleral damage is produced. Thus, in Lhe doses
fraditionally used m disinfecting, hydragen peroside ls destructive to llving tiswe,

004] Fiowsvar, it hae bean discovened that at lower dosas, hydrogen
péntidde has sorpriging effects on the healing process. The present invention
reletes to the use of low-dosa Incrogen permuxida for its wound healing effects.

RY OF THE | QN
[005] The prosent invantian provides methode of Increasing the rade of

lesion healing ln mamrele coampaiing apalying fo the lesian abaut 500G nanamelas to
aboul 50 micromekes of hydrogan parcxide per equere centimeter of lesion. In some
smbodiments, the methods comprise apphing about § 1o sbout 50, or about 1 to
about 10, or ahout 1 to ebaut 2 micromolea of wdrogen peroxide per square
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centimetar of Iagion. Tha xkogen percxdde oan be applied to the leston in a source
chosen from, for axample, anzymetls sind cheeioal sources. In some srmbodimenty,
the aowros of hydrogen peroxida s chamloal, und the source s ydropen pamxkie.
[DO6} The invention also provides methods of increasing he rate of legion
heaimg in 2 mammal comprsing applying hwdrogen peroxide io the lealon at & [t
af about 50 remomalaa 10 about 50 mioromoles of hydrogen perowide par squsane
::;-Iin'lat! of Iasb-:l'l aver a pem:.'l of from about 12 hous 1o about 24 hous. I some
ambodiments, lhe hydrogen peroxide is applied at & neda of from about 1 10 sbout 10
micromoles. The hydmgen peroxide oan be applied in a pharmacaulicaly
_ goceptable composition, which may be in a form chosan from, for exampls, gets,
lctions, cintments, creams, pastes, and liquids, Tha hwirogen perdde can ba
anplied in a phamaceiticaly acceptable d'wina: Inoluding but not limited to,
bandagas, surgical dreasings, gauzes, adhesive siipe, euplcal staples, clips,
hampetata, nrauterne devices, sulunss, trocams, cathelers, tubes, and implants.
¥mptant holude, but are not limlled (o, plia, pellete, rods, wefers, discs, and tablots,
DO07] The davioe can comprise & polymeric materisl, which can comprise
an absorbable material, In some embodiments, the absarbable material camprises a
synthelic materid. Synthetic materlals can ba chosen from celluloeic pokymars,
giveolic acd polymars, mathacrylede polviners, ethylane vinyl acelale polmers,
athylana viny] gicohol copalymens, polycaptmiactam, polyacetals, copolymers of
lackda and glycolida, polydioxanons, polyglaciin, paliglecaprona, polyghtanabs,
olvgluconata, and combinations thersdt, In some embodiments, the absorbable
material comprisas a man-eynthetic material. Mon-ssymthetic materlal can be chosen
from tatgul, cargie membrane, kwacia late, gelatin, oollagen, and combinations
theragf,

e
,;L_
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[008] The device can comprise & polymeric matarial, which ¢an comprise a
nunabsartable material In some embndiments, e nonahsorbable matarial
compilses a synthefic materisl Synthotic malenals can be chowsen from nylana,
rayons, polyesisrs, pojyolefing, and combinations theraof. In some embodiments,
the nonabkarbeabile material comprises & nmom-synthatlo materiel. Non-aynthelic
matariale tan ba chasen frem sk, dermal silk, cotton, linen, and comblmafions

[009] The method can be used to eat kesiana chosan from wounde, ulcars,
and burng, Wounds can be chosen from acute waunde and chmonic wounds, The
wountds can bs chosen from full thickmees wounds and partial hicknaess waunds,
Acule wounts can ba chosan froem, for axample, surgical waunds, panetrsting
wounds, avulslon Injury, cnushing Injury, shearing Injury, buen Injury, laceration, and
b wound. Chronlc waunds can ba choeen from, for exemple, attesial ulcers,
venoua ulcers, pressune ukcers, and diabetia uicers.

[090] The présent invention Ale0 provides a hydrogan percodde dellvary
device for edministrailon 10 @ leaion, comprising hydrogen peroxide and a ¢airiar
material, which device relaases sald hydmgan peroside for a periad of time which Is
at least about 12 haurs, whemzln the hydrogen paroxide released from the device ls
In insufficlert concentrafion to produce nacmsla of the j=alon, In some
ambodiments, the d;wicm releases from abouk 0.8 ko 50 pmel hydmogen pesmxidesem?
wound/12 i to about 4.5 to 50 pamol pdsogen perovidafem? woursd /24 he. The
camiar malovial can comprise & palymeric melerlsl Tn some embotlimants, he
polymetia material comprises an shaothable matsrial. In some emboadiments, the

polymeric meteral compriaes a synthelic material.
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[011] The invention also provides a compasition for trealing lesions in
mammals comprising: hydrogen peroxida and a pharmaceutically acceptabls carder,
whereln & unk dose of tho composition comprises from about 0.5 to about 50 ymol
hydrogen peroxide/cm? wound. in some embodiments, the carrier comprises a gel
material, and in some embodiments, the carrier comprises a liquid material,

[012] Additional objects and advantagaa of the invention will bo 26t furth in
part in the description which follows, and in part wili be obvious fram the description,
or may be leamed by practios of the invention. Tha objects and advantages of the
Invention will be realized and attained by means of the elements and combinations
particularly pointed outin the appended claims,

[013] Itis io be understood that both the foregoing general description and
the following detalled descripion are exemplary and explanatory onty and are not
restrictive of the Invention, as daimed.

RIEF D 1PT] F D IN

[014] Figure 1. Presence of ROS at wound-aite, A. Oz concentration in
wound fluld. Hunt/Schilling wire mesh cylinders were subcutaneously implanted on
the hack of 5 week old C57BL/8 mice via incisional wounding. After 5d, the wound
fiuld was collectex] and the steady-siate H2O; concentration in the fluid was
measured using a real-time elactrochemical tachnique as describad herein balow.
The beseline was collectsd in PBS. Wound fiuid (0.16 ml) was added to DPBS (1
ml) at time indicated with an arrow. Using a standard curve, the concaniration of
H20, detarmined in the wound fluld wes 1.1 uM. B. EPR apectra of DMPO adduct
measured from vround rinsate. The specira were acquired from DMPO (100 mM,
0.1 mi) effluents collected from wound cavity at Oh (sham control, upper panef) 12h
post-wounding (jower panel). The spactra In lower panel was identifled as that of
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DM.PC-)-OH with the following coupling constants: aN=14.80 G, aH=14.90, The data
acquisttion parametens were: microwave fraquency, 9.8882 GHz; sweep width, 100
G; microwave power, 20 m\W; modulation ampikuds, 0.5 G; modutation frequency,
100 kHz; ime constant 80 msec. C. Superoxide production in normal skin end
wound edge tissue. The wound edge samples were harvested at 12 h atter
wounding and Immediately frozen in OCT. Fresh 30-micron sections were Incubatad
with DHE (0.01mM, 20min, 200x,) 1o detact Oz and visualized by confocal
microscopy.

[015] Figure 2. Catalase aver-axpression attonuates healing. The skin
to be wounded was subcutaneously injected once with either catalase and LacZ
(control) adenoviruses (10°! pfu) 5 days before wounding to aflow for maximum over-
exprossion of catalase at the wound ska. Two 8x16 mm full-thickness sacondary
intention wound were placed on the dorsal skin of 8 wk old C57BL/6 mice (Figure 2).
A. Waestom blol of infected skin showing catalase over-axpression in the side lreatad
with AdCatalasa (AdCat) virus compared 10 the side treated with Control Ad LacZ
virus. Biats were reprobed with fi-actin to show equal loading of sampies. B. Wound
closures are shown as percentage of area of initial wound determined on the
indicated day after wounding. Datted line represents standard healfing'curve of safine
treated C57BL/6 mice (open circles, O) without viral infection. AdCat Treatment
{closed triangias, ¥); AdlacZ ireatment (closad circles, @) ); *p < 0.05, compared to
LacZ treated s_lde. C. Magsan trichroms staining was performed on formalin tixed
parafiin sections of regenerated skin at the wound-site sampled on the day both
wounds closed. AdCal sida shows broader HE region indicative of incompieta {vs.
control) regeneration of skin, consistent with slower cosure. Es, escher; G,
granulation tissue; HE.

(0



WO 206600985) PCTRUSINZNN4TY

\

[016] Flgure 3. Yoplcal H;0: on wound closura: dosage a key lssue.
Two 8 x 18 mm fulkthickness excisionel wounds (insef) wera placed on the dorsal
8kin of C57BL/8 male mice (8 wk old). Each of the two wounds was topically tresled
efther with H;03 or saline A. Low-dose of H:0z (1.26 micromoleaivound; or 0.028 mi
of 0.15% solutionfwound; once dally, days 0-4, open circles, 0) treatment facllitated
closure moderataly cnmpamd to placebo treated (clr.md drcles, @) side. *, p< 0.05,
B. Lowdoae H;Oz mtmemhmﬂmdciowoundnﬁcmm For detarmination of
surface microfiora, wounds (treatad with elther 1.25 micromole HzOg/wound, open
bar, or saline, dosed bar) were awabbed (24-48 h post wounding) for 20 sec with an
alginate-tipped applicator. Quantiiative assessment of surface bacterial load was
performed. For deep #asue wound microfiora, 48h after wounding eachar tissue was
removed, wound bed tissue undemeath eschar was sampled and quantitative
assesament of bacteral load was performed. Values shown represent meantSD of
CFU of four observalions. C. High dose (high, 256 micromoles/wound; closod circles,
@, 0.025 m! of 3% solution versus low, 1.25 micromolea/wound or 0,025 ml of
0.16%:; open circles, O, once daily days 0-4, of H,0; edversely affected closure. *,
p< 0.08; comparod to low dose Ha0: treatmeant. A higher concentration {Inssf) of
Hz02 (62.5 micromolea/wound, laft slde treated; 0.028 mi of 7.5% sotution/wound,
once on day 0) treatment causas necrolic lissue damage and severe injury leading
to death of mics.

[017] Figure 4, Wound and H;Oxinduced changes in angiogenesis
relatod genes, vascularization and wound-edge blood flow. Paired excisional
waunds (Figure 2) were either treated with placebo saline or HyO; (1.25
micromolawound, days0-4, once dafly). Wound-edge tissue was collected at
indicatad times after wounding. A. Rbonuclease protection assay (RPA) showing
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kinplics of englogenasis-releled mRMA expréésion in a placebo-rested wound, B,
Love dose H:On treatmant (1.23 mioromole/wound, once daity, days 0-4) ko wounds
turther augmerted viound-induced Fit-1 and VEGF mRANA expressions as
determined using RPA. €. Blood flon Imaging of wounds wae parformed non-
invasively using a Laser Doppler blood flow Imaging dovice. images raflecting e
blood flow {right pansl) and a digital photo {ragion of interest; lefl panel) from post-
heal liséus ara hl:ll'dm. Deta be., rm;an + E;D oF e blood Tiaw s presamted (bar
graph). The méan represenis the afthmelc mean of e valid bload flow vakies for
pheels within the region of intersst. The reeulls show that the trestment resultad in
increased blood Aow, & functional outceme of gnhanced angiogenesls. D, Day &
posi-wounding, wound-adge was cryosecionsd and vesoularization wos estimated
by stulning for GD34 {red, rhodamine) and DAPI {blus, nualel), hgher abundance of
Cl341 red stein in racion chialned from HaO» treafed side (bollom) reflact batter
vasculurizalion vs control [iop).

kMe]  Figure 5 HzOg-induced phosphorylation of fooal adhesion kinazsa
(FAK) in mlorovascular endothelia! cella and wounil edge tissua, Fuman
microvascular endothelial cells (HMEC-1) were treated with Hz0z for indicated dosa
and duration, Phogphorylation of FAK was detected using Weata'n.blnl and
phoaphorylation gkbe-spacific aniibodes agalnst FAK. Native FAK or B-#ollh was
blatted to elvw aqual loading. A Effiect of varioue does of HaO2 reatment on
phosphoryiaion (Ty 925) stete of FAK. B. Kinetics of site-apechic acivation
phephorladon of FAK in HMEC calls fellowing HzOz (0.1 miv) treaimend. G, Patred
exolefonz wounds (Flgum 2) were either imated with placebo saling or HaQ2 {125

micromoledwound}. Wound-edge dasue wes collacted 3 min after wounding. FAX
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phc;aphowluibn In wound edge tissus was determined using Westem blot. Data
from three animals (¥1-¥3) are shown.

[019] Flgure 6. MCP-1 and p47phox deficlency impairs dermal healing.
Two exclsional wounds (Figure 2) were placed on tha dorsal skin of B wk old
C578L/8, MCP-1 or p47phox KO mice, Each of the two wounds was treated with
either sa!lne or H10: {1.25 micromolesiwound; days 0-4). A. RPA showing kinetics at
monnqumaurophage chemotactic prohln related mRNA expression in placebo-
treated wounds of wikdtype (C57 BL/8) mice. B. Wound dlosures In satine (closed
circles, @) treated wounds of C57BL/8 and HzO; {closed triangles, V') or saline (open
circles, O) treated MCP-1 KO mice are shown as percentage of area of initial wound.
* p< 0.05; compared 1o C57BL/6 saline treatment. #, p< 0.05; compared 1o KO saline
treatment. C. Wound closuros in saline (closed circles, ®) treated wounds of
C57BL/8 and Hz0z (closed triangles, V) or saline (open circles, O) or p47 Phax KO
mice are shown as percentage of area of Initial wound. *p< 0.05; compared to
C3TBLA saline treatment. #, p< 0.05; compared to KO saline treatment. D. Keratin
14 (green fluoresconce) expression In skin of p47phox KO mice harvested from
wound sites after closure on day 18 post-wounding. Note highar expression of
keratin 14 in control side compared (o H;O-treated side Indicating healing is ongoing

on the control side, while Hz0; treated side shows keratin 14 expression comparable
to normal skin,

D ION OF THE 0O s
[020) The present Invantion will now be described by reference to more
detalled embodimente. This invantion may, however, be embodied in ditferent forms
and should not be construed as limited to the ambodiments eat forth herein, Rather,
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these embodiments are provided so that this dlaciosure will be thorough and
complets, and will lully convey the scope of the invention fo thase gkilled In the art.

[021] Unless atherwise defined, all technical and scientific terms used
hareln have the same meaning as commonly understood by one of ordinary gkil in
the art to which thia Invention belongs. The terminology used In the description of
the invention herein is for describing particular smbodimeants onty and is not intended
10 be limiting of the invention. As used in the description af the invention end the
eppended claimas, the singular forms “a,” "an,” and “the” are intended to include the
plural forms aa well, uniess the context claarly indicatos othenwise. All publications,
patent applications, patents, and othar references mentioned herein are incorparated
by referenca in thelr entiraty.

[022) Unless otherwise Indicated, all numbere exprassing quantities of
ingrediants, reaction conditions, and 80 forth used in the spacification and claims aro
to be underatood as being modifted in all instances by the term "aboul.” Accondingly,
uniess indicated fo the contrary, tha numerical parameters sat forth in the following
specification and attached claime are approximations that may vary depending upon
the desired proparties sought to be obtained by the present invention. At the very
least, and not as an attempt to limk the application of the docirine of equivalents to
the scope of the claims, each numerical parameter should be construed in light of
the number of eignificant digits and ordinary rounding approaches,

[023] Notwithstanding that the numerical ranges and parameters setting
forth the broad scope of the invention are appraximations, the numerlcal values sot
forth in the specific examples are reported as precisely as possible. Any numerical
value, hawever, inherently containa cartain errors necessarily resulting from the
standard deviation found in their respective festing measuraments. Every numerical
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ran‘ga given throughout this specification will include every narrower numerical range
that falls within such broader numerical range, as it such namower numerical ranges
were all expressly wiitten herein.

©24] The prasent invention generally relates to the use of hydrogen
paroxide or its sources in lesion hesaling. In some embodiments, the rate of healing
I8 Increased, and in some ambodiments, there is a reduction in scaring. The
invention can generally be usad to ireat any damage (o a living body in which the
body’s natural repair proceas will occur. The invention ¢an be used 1o troat lesions
in animals, such as mammsts, and specifically including humana.

[025] The torm “lesion” is used herein in its generic sense, meaning that it
encompasses all sorts of wounds and injurles. "Wound” can siso be used In its
generic sense, meaning that It encompasses wounds, bums, ulcers, etc. “Wound"
and “osion” may ba usad interchangably herein, and uniess the conb:d specifically
dictates otherwise, no distinction is Intended. Lesions can be wounds, bumna, vicers,
otc. Lesionuwounds can be acute or chronic. Wounds can be full thickness, L.e.,
penelmiling all layers of skin, or partial thickness, Le., penstrating less than all |ayers
of sldn. Exampiea of acule wounds Include, but are not imited to, surgical wounds,
panstrating wounds, avulsion injuries, crushing injuries, shearing Injurlas, bum
injuries, iacerations, and bite wounds. Examples of chronic wounds inciude, but are
not limited to, ulcers, such as arterial ulcers, venous ulcers, pressure ulcers, and
diabetic ulcers. Of course, acuta wounds can becoma chronic wounds.

[026] The composltion that is epplied ta tho lesion to be treated containg
hydrogen peraxids, or @ sourcs of hydrogen peroxide. The cancentration of
hydrogen peroxide applied to the lesion Is less than that amount that is
conventionally used, and In ¢ome embodiments i¢ less then that amount that

10
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produces an oxidizing effect on microbes or other living cells, and in some
embodiments ia less than that amount that produces a necrotic effect on contacted
tissue. in soma ambodiments, the amaunt of hydrogen peroxide applied to & lesion
is from about 500 nanomoles (nmaf) to about 50 micromoies (umol) per squane
centimeter {cm®) of lesion. In some embodiments, the amount of hydrogen peroxide
applied to g lesion Is from about 5 umal to about 500 umof per cubic centimater
{cm®) of lesion, N ]

{027) The amount of hydrogen peroxide applied o a lesion cen range from
about 500, 800, 700, 800, or 900 nmal, or 1,2, 3, 4, 5, 8, 7, 8, 9, or ubout 10 umol or
higher, to about 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 40, or about 80 umal. per
square cenimeter (cm?) of lssion. The amount can range, for exampla, from 1-50, 1-
25, 1-10, or 1-2 pmol, per square cantimeter (cm?) of lesion. The amount of
hydrogen percxide applied to a lesion can range from about §, 6, 7, 8, B, 10, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 80, or about 100 pmol or highar, to about 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 80, 100, 150, 200, 250, 300, 400, or about 500 ymol, per cuble centimetor (cm®)
of lesion. The amount can range, for axample, from 10-500, 10-250, 10-100, or 10-
20 pmol, per cublc centimeter (cm®) of lesion,

[028] The conoentration of hydrogen peroxide applied to a lealon can range
from about 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, or about 75 mM to about 50, 55, 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90, 85, or 100 mM, or higher. Thus, the concentration of
hydragen peroxiie can range from about 10 o about 100 mM, or from about 25 to
about 75 mM, or from about 40 to about 60 mM.

[028] The hydrogeri peroxide can be applied in any form of vehicie or
camier, including but not limited fo, iquids, gels, lotions, creams, pastes, and
ointments. The means of application wiill depend upon what form the hydrogen

11

A



WO 06005883 PCTIUS2008/021477

peraxide takea: Bquide can be sprayed or poured, for example; pels, lotions, creams,
pastes, and ointments can be rubbed or massaged, for example. These and other
forms, and/or camlers/vehiclas, for hydrogen peroxide deBivery, are described in
publications such as Remingion's Pharmaceutical Sciance, and other similar
pﬁbﬁmthns.

[030] The delivery forms can be homogeneous, a.g., forms in which the
rydrogen peroxide Is in solution, or hetarogeneous, .4, forma in which hydrogen
peroxide Is contalned within liposomes or microspharas. The forms can produce an
immediate efiect, and can &liemativoly, or additionally, produce an axtended effect.
For axample, iposomes, or microspheres, or othor similar means ¢f providing an
extended release of hydrogen percedds, can be used to extand the peried during
which the hydrogen peroxide s exposed to the lesion; non-ancapsulated hydrogen
peroxide can alsa bo provided for an immedtate effect

[031] The delivery forms can also take the form of davicas, which can
deliver hydrogen peroxide to a leslon for a desired pariod of time. Devices include,
but are not limited to, bandages, surgical dressings, gauzes, adhesive strips, surgical
staples, clips, hemostats, intrauterine devices, sutures, trocars, cathelers, tubes, and
implants. implants include, but are not imited to, piis, pellets, rods, wafera, dlecs,
and tablets.

[032) Devices acconding to the invention can be prepared acconding to
known methods, and can Inolude, or be made from, potymeric matarial. in some
Instances, tha polymeric matsrial will be an absorbable material and in ather
Instances, a non-absorbsble material. Devices can, of course, includa hoth
absorbabla and non-absorbable materials.

12
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[033] Absorbable materials can be synthetic materials and non-synthetic
materials. Absorbable synthetic materials Include, but are not imited to, cellulosic
polymers, plycolic acld polymars, methacrylate polymars, athylene vinyl acetate
polymers, sthylene vinyl aicohol copolymars, polycapiratactam, polyacetats,
copalymers of lactide and glycolide, polydioxanone, polyglactin, poliglecaprone,
palyglyconate, palygluconate, and combinations thereof. Absorbable non-synthetic
materials Include, but are not limited to, catgut, carils membrane, fascia lata,
gelatin, collagen, and combinations thereof.

[034] Nonabsorbable synihstic materals include, but are not limitad to
nylons, rayons, polyesters, polyolefina, and combinations thersof. Non-absorbable
nPn-synﬂlnﬂc materiala include, but are not imited to, silk, dermal slik, cotton, linen,
and combinations thereof.

[035] Combinations of the foregaing davices and carriers/vehiclea are also
emdsioned. For example, a hydrogen peroxida gel or olniment can be impregnated
into a bandage or wound dressing for delivery of the hydrogen peraxide to the
desirad focation. As another exampia, an implantable absorbable device can he
loadad with a hydrogen peroxide solution and release the solution from the device
over a period as desired. The physical form used to deliver tho hydrogen peroxide is
not critical and the cholce or design of such devices la well within the level of skili of
one In the art.

(036] Hydrogen peroxide can be delivered o the desired target site as
hydrogen peroxide, per e, or it can be delivered as a precursor, For sxample,
supendds Is transformed into hydrogen peroxide by superaxide dismutase, which Is
naturally present in animals. Thus, hydrogen peroxids can be deliverad fo a target
site by administering superoxide, which Is transformed Into hydrogen perowide.

13
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Hydmgen peraxide-ike peruites can ba delivered by delivering, for exampie, terl- ! ?
buty hydreperoxida. All of thesa lypas of sources aan ba congiderad chanrleal
soursas of hydrogen peroxida.

[0371 Hwircgen peroxide also Is formned naturally in the body 1y & reaciion
betwaen hemoglobin and oygen to prochiol superoxide, which is then convartsad o
hydrogen pecoxicke hy supercadde dismutsss. The hydeogen penxtide is naturally
degraded in tha bady by an enzyme caled calalaan. Hydrogen peruxide can be
aliowed to aocumulata at a lesion she by adminkstering o catakasa inhibitor to the
target olle, Hyckogan peroxide can 6leo be caused i aecumulate by adminlstaring
sdditional sUpemxide diamutags. Delvery of hydkogen peroxide to & leslon site In
this manmer l& corsidensd to have been periormed by enzymetic sotiroe. This can
also be consithenad a matunal source of hwdrogen pamedds, as oppased o an
exiranacis S0UITe.

[038] Hydmogen paroxide ven slso be genemtsd as & bypeoduct of 3
number of reactions, including, for sample: 1} glucnse + glucose oddase; 2)
santhing + Xanthine oxidasa; 3) hypoxanihine + Zanthive mddese; axd 4) ascohate
+ ascorbeie oxidasn. Hydrogen peroxide condentration can aleo increased in 4 body
by the ovenapraasion of ol end rac2, NADPH oxidase, and superoxice diamutase.
All uf theae Ara considered enzymatio sdurces of hydropen penedde and are within
the scope of the imventicn.

[E8] The hydrogen parcxide is delverad I the desined target site =i [east
onwea, In some embadimants the hydropen peroxide s delivened & tha tamat site
lwd, threa, four, fiva, six, seven, aighl, nine, ten, or mom times. The delvery can be
a4 Hlan a6 eviery tero, four, sb, aight, ten, twelve, fowretean, shdesn, aighlesn,
hverky, fwenty-twa, or twenky=four hours, or more. Where repeated doses are

14
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decired, devlces or other caren: can be “programmad” fo release doses of
hydrogen percyide Jt desired fimes. For éxample, a micosphere formulation can
include unenoapsulated hydrogen penqukie for an immecdiate effac on
admh:rlalratiun:. an encapaulsiad component that dalivers a second dosa at twenty-
oL hours; and Gn encapsulated conmponent bhat delivers a thiml doee at fory-aight
hours, The treatment strateyy e loft io the practi@ones; the design of devices or
Garlars, etz is within 11 lovel of sk In the ar.

[D48§ K mey be desirable o provide for ofher condiona in the praotiog of
the present invenilon. For example, & may ba dasirable to ensure thal the larget
region of the leskon & sufficiantly axypenaled, generally, R is sufficlent that
gtmoepheric oxygen be presont. K alsc mey ba deslretle 1o mainiain a desired level
of maisture and 4 particular temperature; in 50me ambodimanis, & wam, mols
anvironment is deslrable. Whie not required, it may alsa be deslable 12 esteblish or
maintain 2 sterfe efvironment

[041] Addiionaly, &k may ba desimble & nclude other therapeutically
beneficial agente in the fammulation. For &smple, the vahicles or cardara may afse
molude humeciants or molsturizers b malntain a desired molsture level in the treatod
arza. Other posalbifities include drugs such 85 anesthaties or anibicllos, which
provide other desinad effacts. Apaln, the possibilities are unlimited and ae left fo the
;:rar.:lﬂiuner. .

[042] Tha follgiving Examples are provided o ewven more cleardy describe
and explain Be Imvention,

18
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f043) EXAMPLES
[044) Example 1: Presence of ROS at the wound-site.

[045] H202 concentration in wound fuld, Hunt/Schiling wire mesh cylinders
were subcutanecusly implanted on the back of 5-waek-oki C57BL/8 mice via
incisional wounding. After five days, the wound fluld was collected and the steady-
state H.0; concentration in the fluld measured using a real-ime alectrochemical
lechnique 85 described in Liu and Zweler {Free Radic Biol Med. 2001 Ot
1;31(7):694-801). The basoline wae collected in PBS. The results are shown In
Figure 1A.

[048] Wound fluld (0.15 mi} was added i DPBS (1 ml) at time indicated
with an erow. Using a standard curve, the concantration of H;O; determined in the
wound fluid waa 1.1 pM. This resul Is in contrast o measurements of blood plasma,
which da not show measurable hydrogen peroxide.

[047] HzO; detection et wound edge.

(048] Hydrogen peroxiie was tested at the wound edge by detection of
radical foolprints of hydrogen peroxide in the wound cavity using a spin-irap solution
fo rinse the exposed wound. Twalve hours after wounding, the site was Wreated with
the spin trap, DMPO (5.6-dimethyl-pirrolin-1-axyl). To obtain control date, a freshly
inflicted wound was subjecied to the sams spin-trap treatment. After 15 minutes, the
spin trep solution was withdrawn from the wound cavity and subjected 10 electron
paramagnetic rosonance (EPR) assay.

16
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[045] EFR measuremenls were performed using a Bruker ER 300 EPR .
specirometsr openating at X-band with a TM 110 cavity. Figure 1B shows EPR
specira of DIMPO adduct measured from wound rinsate. The spectra wena acquired
from DMPQ (100 mi, 0.1 mil affluents collected from wourk ety at Dh {sham
control, upper panel) 12k post-wounding {lower panal). Tha apactra In the lower
panel was identified as that of DMPO-OH with ths follow(ng coupling constants:
@N=14.90 G, aH=14.50, The data acquistion parametsrs we/e; miorowave
lraquency, 9.8082 GHz; sweep width, 100 &; micmwave powar, 20 m#/, madulalion
amplituvde, 4.5 G modulatien frequenoy, 100 kHe, me constant 80 mage.

(0501 'Whie the speotrrm from e sham-ireated apin trap sohiiion did ot
ghown any prominent spin adduct, the spacirum abtained from wound ringate a{ 12-
hour post-wound period showed a clear 1:2:2:1 quanist pattern. Tha individosl
companenia wers identified a3 DMPO-0H {hydroxyl radical adduct) by almulation.

[061] Supercuie groduation it normal skin and wound edge besue. Asa
functional autcome of NAOPH oxidase activily, Oz peneration is aften measunad
imom #ssup aryosections veing diwdroethidiam {DHE) a2 the ROS-sensltive
Tucrascont dye. Brefly, tha waund edge samples were harvested at 12 hours after
woungding and immadiatety froxen fin OCT. Frash 30-micron esctiona wena incubadad
with DHE ({.09 nl, 20 min, 20Dx,) to debact Op” and visualized by confocal
mioroscopy. Resulta ars shown In Figum 1C.

[052) Employing this approach, It was clearly ohserved that the edga of
waoungd-fissun atelned much more prominenty compared 1o frashly elcad normal
shin. Thia nding lenda further mappert that the waund site e endched in ROS.

[063] Togaihor, Brase expuiments clsarly demanstrase thet ROS, including

Tydrogan peroxide, ara present In wr.md-hnalln-g liszua.

17
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[054] Example 2: Effect of excess catalase on wound-healing.

f055) Because hydrogen percxide was shown to be presant in wound-
healing tissuo, expariments were parformed to determine whether decreasing s
concentration would hindar wound healing. Catalasa is the natural enzyme that
hydrolyzes hydrogen paroxide, o ik was Introduced into wounds to be tested.

f056] Briefly, catalase was introducad into wourds by its overexprassion
mhgahadenovhlvedon Thlsvadnriﬂomnd[o:highdﬂdénwofmr— '
expresaion in the murine skin. The skin to ba wounded was subcutaneously injected
once with slther catatase or LacZ {controf) adenoviruses (10* plu) five days before
wounding to allow for maximum over-expression of catglase at the wound site. T;Io
8x16 mm full-thickness secondary intention wounds wers placed on the dorsal skin
of eight-week-old C57BL/8 mice.

{0571 Figurs 2A shows a Westem biot of infected skin showing cataless
over-expression in the side treated with Ad-catalase (AdCaf) virus cornpared to the
elde treated with Control AdacZ virus. "Blots wen; re-probed with S-actin to show
equal loading af samples.

[068] Figure 2B shows wound closures as a parcentage of area of initiaf
vound detarmined on the indicated day atter wounding. The dotted line represants a
standard healing curve of seline treated C57BL/8 mico (open circles, O) without viral
infaction. AdCat Treatment (closed trianpgles, ¥); AdiacZ treatment (closed
circlas, ®@); “p < 0.08, compared to LacZ treated side.

18
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059] Figumm 2C shows Maeson fichroma sfaining pardormed on formAlin- 2‘#’
Théed parsffin azetions of regenarated vkin at tha wound-site sempled on tha dey
bofh woursls closed. The AdCat side shows breeder HE ragion, indicative of
In¢omplate (vs. control) regeneration of akin, consisbent with siowar closura, Es,
aschar; Q, granulalion Besus; HE, hyparproliferative epfthelium,

[060] Example 3: Bffact of hydrogen peroxide on woune closur.

. K811  As It was cleady demonstreted thal ﬁ:ﬂman porcuida is presant In
healing wounda (Exampla 1), and that its absence from healing wounds sttanuates
the healing procass (Example 2), axperiments wene petformad to exmmina the ebect
of added hydrogen peroxda,

[062) Bdefly, two 8x15-mm full-thickness exollonel wounds (Figuma 3,
insets) were placed on tha donsal gkin of CSTBL/G male mie (8 waake old). Each of
the two wounds was lopicaly treated etther with HaOw or 2afine.

(53] Flgura 34 ahows low-doee of HaOy (1.26 micmmolespwound; or 3.025
mi of D_.15% suluionwound; onca daily, days D=4, open clroles, 0] treatment
facilfried ckreure modarabely compared to placebo reated (olosed circlas, @) side.

* pe .08,

[GB4] Flgure 38 shows that iow dose HzDy reatmant does not mluenca
wound microflora. For detarmination of surface microflons, wounds {Weated with
either 1.28 mioromoles H2OxAwound, opan bar, or seline, doesd bar) were swebbed
{24-18 h post weunding) for 20 sec with an alginets-tipped spplicator.  Cluanitstive
sasesamunt of surfaca bacterial iesd wae performed. For deep Ussue wound
micraflora, 43 hours after wounding eschar Hssue was removed, wournd hed Sysue
undernesth escher was eampled, and quantiistive assessmenk of bacterlal losd was
periormed. Values shown reprasent mean+3D of CFU of four abeervailons.
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[085] Figura 3C shows high doso (high, 26 micromolesiwound; closad
circles, ®, 0.025 mi of 3% solution, versus low, 1.25 micromoles/wound or 0.025 mi
of 0.15%; open circlos, O, once dally days 0-4) of H.O4 adversely affected dosure.
{*, p< 0.05; compared to low dose HzO; treatment.) A higher concentration (inset) of
Hy0, (62.5 micromoles/ivound, left skde treated; 0.025 mi of 7.5% solutionfwound,
once on day 0) frestment caused necrotic tissue damage and severe injury, leading
to death of the mice. '

{086] Example 4: Wound and H;Oxinducad changes in angiogenesis
ralated genes, vascularization, and wound-adge biood flow.

[087] Addliional experiments were parfomed (o siudy the mechanism by
which low doses of hydrogen peroxide increased the rate of wound healing.

[088] Paired exclsional wounds were elther treated with placebo saline or
H;0z {1.25 micromolaAvound, days 0-4, onCe dally). Wound-edge tissus was
coflected at indicated times after wounding. Figure 4A shows a ribonuclease
protection assay (RPA) showing kinetics of anglogenesis-rslalad mRNA exprassion
in & placebo-treated wound. Figure 48 shows how low-dosa Hz02 treatment (1.25
micromole/wound, once dally, days 0-4) to wounds further augmented wound-
Induced Fit-1 and VEGF mRNA expressions as determined using RPA.

(089] Figure 4C shows hlood-flow imaging of wounds parformed non-
invasively using a Laser Doppler biood-flow imaging device. Images reflecting the
blood flaw (right panel) and a digital photo {region of interest; left panel) from post-
heal tissue are shown. Data of the blood flow is presented as mean + SD (bar
graph). The mean represents the arithmefic mean of all valid blood flow values for
pixsls within the reglon of Interast. The rasults show that the treatment resultsd In
increased blood flow, a functional culcome of anhanced angiogenasis.
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[070] Figuna 4D ghows tha msults from day 6 postawounding. Wound-edge
wa3a gryossctinnad and vascularization was estimated by staining far 031 {red,
rhedamine) and DAPI {blue, midei) higher sbundunce of CO31 red alain In saction
obtained from HeDxy treated side (boltom) refleot better vasculanzation va control
{top)

[071] Exampic S: HiOrinduced phosphoryletion of fooal adhesion
kinaze {Fﬁ;rq in microvesoular endothellal oells and wou nd-adga tiscus.,

[072] Kuman microvascular endothelial cells (HMEC-1) were frested whh
303 for indicated dose and duration. Phosphorylation of FAK was detecied using
Weslem tlot and phosphondstion ske-specific antibodies against FAK. Natlve FAK
tr p-adlin wes biotted to ehow equal loading.

[073] Figune 5A shows he effect of warious doses of Hxl; insatment on the
phasphongation {Ty 825) stale of FAK. Figre 5B shows the kineics of site-spacific
activation phosphorylation of FAK in HWMEC cella following HzOg (0. 1 mM) irestment.

[074) In Figurs 5C, paired excisionsl wounds were elther tneated with
placebo saling or H20z {1.25 micromole/woundl, Wound-edgs tiesue was collecied

30 minutes aftey wounding. FAK phosphondation In wound adge tissva wag
- determined using Weslem biot. Dsata from thee animals (3#1-33) ana shown
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[075] Example 8: MCP-1 and p4Tphox deficiency Impairs dermal
healing.

[076] By attracting hrydrogan-peroxide producing macrophages,
monocyte/macrophage chemostiractant/chemotactic proteln-1 (MCP-1) plays @ key

“role In the development and resalution of the acuts inflammatory response to
wounding. P47%%< i & regulatory subunit of NADPH oxidass, which i Involved in
ROS production. Because of the importance of thesa factors in ROS production and
in wound healing, tests were performed to examine how hydrogen peroxide affects
wounds in animals lacking these factors.

[077] Bdefty, two excisional wounds wera placed on the dorsal skin of alght-
week-ald C578L/8, MCP-1 or p47"*™ knackout mica. Eech of the two wounds wes
treated with elther seline or HaO2 (1.25 micromoles/wound; days 0-4).

[078] Figure BA shows an RNase protection assay showing the kinatics of
monocyte/macrophaga chematactic protein related mRNA expreseion in placebo-
treated wounds of wild-type (C57 BL/8) mice. Figure 6B shows wound closures in
saline (closed circles, @) treated wounds of C57BL/8, and HO; (closed triangles, ¥)
or saline {open circles, O) treated MCP-1 knockout mice are shown as percentage ot
area of initial waund. (* p< 0.05; compared to C57BL/8 saline treatment. #, p< 0.05;
compared to knockout saline treatment.) Figure 8C shows wound closures in saline
(closad circias, @) treated wounds of C57BL/ and HzOz (closed triangles, V) or
salne (open circies, O) ar p47T*™= knockout mice are shown as percentage of area of
Initial wound, *p< 0.05; compared to C57BL/S saline treatment. #, p< 0.05; compared
to KO saline treatment.
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07%] Karatin 14 sipports epidarmal diferentiation and regenenstion and it
axpreaticn IS triggered by dermal wounding. Fioure 8D showe kerstin 14 (green
Nusrestanca) expression in skin af p47** knookout mice harvested from wound
gltes afler cladura on day 18 postwounding. Mol higher axprocsion of kemtin 14 In
control sicke comparad o HxOy-treated side indicating that in the control side hesling
fo omgokg and incompleta , while Hatl-treated slde showa that karalin 14
exprassion la comparable o normal skin Indicaling somplete haling.

[t80] Qther embodiments of ihe ifventon will be apparent o those ekllad
i the arl Mo consideratian of the epecificallon and practca of the Invention
disclosed herein. It la Intended that the speciicalion and exampliee be considensd a3
examplary only, with a bue scope and apirk of the imasilkm balng indicaiad by the
folowing claims.



W MRS PCTEOSIMISALZLETTY

AT IS

1. A method of increasing the rabe of lesion haaling in mammeals
commuising apping io the Jesion aboul 300 nenomoles ic about 50 micromolea of
hwdrogen peroxide per square cemtimeter of lesion.

2,  The melhod accurding lo olaim 1, cormprsing applying sbout 1 o sbout
S0 micromoies of hydropen peradde par square cenfimeter of Ie.-._i;n. _

3.  The methad sccarding to claim 2, camprising appiving about 4 (o sbout
10 microsnalee of hydrogen peroxide per squars centeneter of lesion,

4, Tha method according te clelm 3, comprising spplying about 1 1o about
2 micromolea of hydragen peraxide per square centimeter of lesikm.

8.  The method according. to claim 1, wihanain the kydrogen peroxkds
applled fo tha lesion in A anurce chosan from enzymatic and chemicsl Soures.

& The methad according to claim §, wherein the source of hydrogen
peraxide is chemical, and the source la ydeogen parpxde.

7. A method of increasing the matq of lasion healing in & mammal
camprizing applying hydrogan peroxicks 10 the leslan at @ rats of about 500
nanamoles b sbout 50 misromoles of hydiogen pensdde per squane centimeber of
lesfon ovar a period of from about 12 hours 10 about 24 hours.

B.  Tha mathad scconding o olakm T, wihversin the hydmgen perodds is
applied at a rate of from about 1 to sbewt 10 micromolkea

9.  The method acconding 1o olalm 7, whanain the Iwdregen peraxida 18
applled ln a phanmaceutically scceptable composkion

" 10, The method sccording to claim 9, whereln the phunmeeutically
soceptabie compoalion 15 in a form chaoaen from gels, lollons, ointments, craams,
pustea, and llguids.
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11.  Tive mathod according to elaim 7, wherain the hydrogen panoxide is
applied in a pharmacautically accepiablo device,

2. Tha mathod sccarding o clalm 11, whersin the phagmacesrtically
acogplable device B chosan [rom bandages, surgloal dressings, gau2en, adhesive
&hipxs, surgical staplog, clips, hemastats, innauierine devices, sudures, lrocars,
calhelurs, tubea, and implamnta.

13. The mathod acotiding fo chalm 12, whereln the implant is chosen from
plle, pefets, rds, watars, disos, and tablets.

14, The method aceonding to claim 14, whansin the devits comprizes a
polvmeric matarial

15.  Tha maethod according to claim 14, wherein the polymeric matedal
comprizes an ahsorbabla malerial.

16. The method aocording o clalm 15, wheratn the alxsrbable materal
comprisea a synthetlc mederial.

i7.  The method eccording da claim 18, wharsin the syrfhetic material is
chosen [rom eaflulosic polymess, ghycolic acld pelymere, methacriate polymers,
sthvlene vinyl acetale palymars, atidena vimd alcohol copolyinars,
polycaplrolaotam, polyacetate, copalymers of lacide end glyeolide, polydicusnone,
polygluctin, polglecaprane, pehalycanate, polygluconate, and combina@ions thereof.

18.  Thae method according 13 claim 15, whereln said abeorbeble matarial
comprieas 8 non-synihetc material

19. Tha meiwed attondiing lo olaim 18, wherein said non-gynthatlc malerdal
ig chosen from caig, cargile memrane, fasvin [ata, gelatin, collagan, and

combtinations the mok.

25
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20. The methed according ko claim 14, wheraln the polymerk: matesal
comprises a nanabhaorbable matenal.

21. The method aeccording o clalm 20, whereln the nanabsadable material
comprises a synthetic materal,

22, Tha mathod sczcomding i clalm 21, wherein the synthatic matorial is
choean from nylons, rayons, polyestars, polyolefing, end oomblneliona thaneof.

23 Thamethed acconding W claln 20, whersin the nonabeorbable matarial
compriags a non-aynthelic maberial,

24.  The method accorling i alalmn 23, wherein sald non-synthetic materdsl
i chosan from sllk, darmal silk, cotion, Aren, and combirskns Thereaf.

25.  The method according to ¢laim 7, wheraln the lesion is chowen from
wolnls, ulcers, and burns,

28, Tie melhod according 12 claim 25, wherein the wounds @re choeen
frowmy scuta wourels and chronic wounds,

27. The method acoording to clalm 26, whenein the wounds ere chosen
from ful thickness waunds and parlial 1hickness woundes.

28. The method according to claim 28, whenein the acuke wounds are
chozen from surgieal wounds, penataling wounds, avulslon Injury, enshing Infury,
snearing injury, burn injury, lveeration, and bile swwound.

29. The method acconding to claim 26, whensin the chronic wounds are
chosen from arerdal ulcers, venous uloers, pressure ulcera, and diabetic ulcers.

30. A hydogeon peraxide delivary device for administration 1o a lasion,
camprising hydrogen peroxide and a camisr maberial, which device releayes said
hydregen peroxide for 8 perlod of time wiich 13 et least sbout 12 hours, wheroin the

P
St
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hydrogen peroxide released from the device is in insufficient concentration to
produce necrosis of the lasion.

31. The hydrogen peroxide detivery device according to claim 30, wherein
the device releases from about 0.5 to 50 xmal hydrogen peroxide/cm?® wound/12 hr
to about 0.5 to 50 zmol hydrogen peroxide/cm? wound /24 hr.

32. The hydrogen paroxide delivery device according to claim 31, whersin
the carrier material comprises a polymaric matartal,

33. The hydrogen peroxida delivery device according to claim 32, whenein
the polymeric materdal compriees an absorbeble material.

34. The hydrogen pomxdde delivery device according 10 clalm 32, whersin
the polymeric material comprises a synthetic material,

35. A ocompostion for treating lesions in mammels comprising: hydrogen
peroxide and a phamaceuticaly acceptable carrer, wherein a unit dose of the
composition comprisas from about 0.5 to about 50 gmol hydrogen peroxida/em?
wound,

38. The compostiion according to claim 38, wherein the carrdaer comprises a
gel material.

37. The composition according to clalm 35, wherein the carrier comprises a
fiquid materal.

27
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METODOS Y COMPQBICIONES PARA LA CICATRIZACION DE HERIDAS
DESCRIFCION DE LA INVENGION

[D1] Esta solicitud reclama o beneficio de prioAdad de la Solicitud de
Liilided de |oa Estedos Unidos No. 10871.158, pressniada &l 18 de junio de
2004, cuya desefptidn se incorpora en su totalidad a la presents medianie
refarencla,

[p002]La presenbe Invencion conclerne de modo general a4 métodos y
eampasiciones para tratar herdes.

Antecedentes de |a invenddn

[0003]Durante afios se ha considerado que las especies reaclives de
oxigeno {ROS} ean primerdialmenta dafiinas para las células vivas. De hecho,
ROS lales como sl perdxide de hidrdgeng y el ozone han usado como
desinfectantas per su pobante afeclo oxidanie Esine electos pxidanbes son
nespecificos; ademss da la desbruccian de microorganismos no deseadoes, se
prodvice unm considerable dafo colateral Dé eslé modo, en las dosie
tradicionaimants ugadias para desinfeccidn, el perdxide de hidrigeno es
destruciivo para ol wjido vivo.

[O004] S ambarge. se M descubierto que =n dosiks mds bajas, &
peridde de hkindgeno tlene sorprendenias afscta an &l proceso de
clcatrizacidn, La presente Invencldn conclerne al uss de dosia bajss d=
penfodro de hidrdgeno par sus efecios sobre 1a clcatrizacion de herides.
RESUMEN DE LA INVENCION

[000B]La presente Invenddn proporcions médodoa pers avmentar la

velocidad de oicatizacion de leslones en mamfieros, que compranden aplicar a



la lesién entre aproximadamente 500 nanomoles y aproximadamente 50
micromales de perdxido de hidrégeno por centimetro cuadrado de lesion. En
ciertas realizaciones, 108 métodos comprenden aplicar entrea aproximadamente
1 y 50, o entre aproximadamente 1 y 10, ¢ entre aproximadamente 1 y 2
micromoles de perdxido de hidrigeno por centimetro cuadrado de lesion. El
pertxido de hidrogeno se puede aplicar a la lesién en una fuente elegida, por
ejemplo, entre fuentes enzimdticas y fuentes quimicas. En algunas
reafizaciones, Ia. fuente de peréxido de hidrdgeno es quimica y la fuente es
peréxido de hidrégeno.

[0006]La invencidn también proporciona métodos para aumentar la
velocldad de cicatrizacidn de la lesién en un mamifero, que comprenden aplicar
a |a lesién perdxido de hidrégeno en una concentracion entre aproximadamente
500 nanomoles y aproximadamante 50 micromoles de perdxido de hidrégeno
por centimeto cuadrado de lesidn durante un periodo que dura entre
aproximadamente 12 horas y aproximadamente 24 horas. En algunas
realizaciones, el perfxido de hidrégeno se aplica en una concentracién entre
aproximadamente 1 y aproximadaments .10 micromoles. El perdxido de
hidrégeno se puede aplicar en una composicidn adecuada para uso
farmacéutico, que puede estar en una forma seleccionada, por ejemplo, entre
geles, lociones, unglentos, cremas, pastas y liquidos. El perdxido de hidrogeno
se puede aplicar en un dispositivo adecuado para uso famnaceéutico,
incluyendo, sin Hmitacion, vendajes, apdsilos quirurgicos, gasas, tiras
adhesivas, grapas quinirgicas, clips, hemostaticos, dispositivos intrauterinos,
suturas, trcares, catéteres, tubos e implantes. Los implantes Incluyen, sin
limitacion, pldoras, pélets, cllindros, obleas, discos y comprimidos.



[0007]El dispositivo puede comprander un material polimérico, que
puede comprender un matesial absorbible. En algunas realizaciones el material
absorbible comprende un material sintético. Los materiales sintéticos se
pueden selecclonar entre polimercs celuldsicoa, pollmeros de acido glictlico,
polimeros de metacrilato, polimeros de etilen vinil acetato, copollmeros de
etiien vinil aicohol. policaprolactam, paliacetato, copolimeros de lacturo y
glicoluro, polidioxanona, poiglacth;, poliglecaprona, poligliconato,
poligluconato y combinaciones de estos polimeros. En algunas realizaciones, el
material absorbible comprende un meterial no sintético. E| material no simético
se puede seleccionar entre caigut, membrana de cargile, fascia lata, gelatina,
colageno y combinaciones de estos materiales.

[0008)E! dispositivo puede comprender un material polimésico, que
puede comprender un material no absorbible. En algunas realizaciones, el
material no absorbible comprende un material sintético, Los materiales
sintéticos se pueden seleccionar entre nailon, rayones, poliésteras, poliolefinas
y combinaciones de estos materiales. En algunas realizaciones, el material no
absarbible comprende un material no gintético. Los materiales no sintéticos se
pusden elegir entre seda, seda démnica, algodén, lino y combinacionss de
asiogs materiales.

[0008)El método se puede usar para tratar lesiones elegidas entre
haridas, Olceras y quemaduras. Las haridas se pueden selsccionar entre
heridas agudas y hesidas cronicas. Las heridas se pueden selecclonar entre
heridas de aspesor total y heridas de espesor parcial. Les heridas agudas se
pueden seleccionar, por ejemplo, entre heridas quinirgicas, heridas
penetrantes, lesiones por desgarro, lesiones por aplastamiento, lesiones por




corles, lesiones por quemaduras, laceracionss y heridas por mordeduras. Las
heridas cronicas se pueden seleccionar, por ejemplo, entre Uiceras arierisles,
ulceras venosas, lilceras por compresion y Ulceras disbéticas.

[0010]La presente invencién tsmbién proporciona un dispositivo para
administrar perdxido de hidrégeno en una lesién, que comprende perdxido de
hidrégeno y un material de vehiculo, donda e dispositivo libera dicho peréxido
de hidrégeno durante un perfodo de por lo menos aproximadaments 12 horas,
donde el perdxido de hidrdgeno liberado por el dispositivo estd en una
concentracidn Insuficiente para producir necrosis de la lesion, En algunas
reakizaciones, sl dispositivo libera entre aproximadamente 0,5 y 50 ymol de
perdxido de hidrogeno/cm’ de herida/12 horas y aproximadamente de 0,5 a 50
pmol de perdxkdo de hidrégeno/cm? de herida/24 horas. El material de vehiculo
puede comprender un material pallmérico. En algunas realizaciones, &l material
polimérico comprande un material absorbible. En algunas realizaciones, e
matarial polimérico comprende un material sintélico,

[0011]La invencién también proporciona una composicidn pera tratar
lesionas en mamiferos qus comprende: perdxido de hidrégeno y un vehiculo
adecuado para uso farmacéutico, donde |a dosis unitarla de la composicién
comprende enitre aproximedamente 05 y 50 umol de peréxido de
hidrégeno/em® de herida. En algunas realizaciones, el vehiculo comprende un
material en forma de ge! y en algunas realizaciones el vehiculo comprande un
matarial liquido.

[0D12]Otros objetos y ventajes da Ia invencién se expondrin en parte en
la descripcién siguiente y en pane resulterén evidentes a parlir de bs
descripcion o podrin conocerse con la préictica de la invencion. Los objetos y




ventajas de la invencién serdn realizados y oblenidos por medio de los
elementos y combinaciones indicados particulammente en las reivindicaciones
adjuntas.

[0013]Debe entenderse que tanto la descripclén general precedente
como la siguiente descripcitn detallada son dnicamente de tipo ejemplificativo y
explicativo, y no resiringen la invencitn de acuerdo con las reivindicaciones.
BR IPCI

[0014]Figura 1. Presencia de ROS en el sitio de Ia herida. A.
Concenlracion de HzO; en el fluido de la herids. Se Implantaron cilindros de
malla de alambre de Hunt/Schilling en el tejido subcutdneo del darso de ratones
C57BL/8 de 5 semanas de edad por medio de una Incisiéon. Al cabo de 5 dias,
se recolactt el fiuido de le herida y se medid la concentracidn de H.0; en
estado estacionario en el liquido usando una técnica electroquimica en tiempo
real, como se describe més adelante en la presante. La muestra de linea deo
base se recolectt en PBS. Sa agregd fiuido de la herida (0,15 mi) a DPBS (1
ml) en el momento indicado con una flecha. Usando una curva de estindar, la
concentracidn de HzO, detarminada en el fluido de I3 herida fus de 1,1 yM. B.
Especiros EPR del aducio DMPO medido en e! liquido de enjuegus de la
henda. Los especiros se obtuvieron de los efluentes del DPMO (100 mM, 0,1
ml) recolectado de la cavidad de Ia herida a las O h (control simulado, pane!
superior) y 12 h después de la herida (panel inferior). Los especiros en el panel
inferior se identificaran como los del DMPO-OH can ias siguientes constantes
de acoplamiento: aN = 14,00 G; aH = 14,90. Los parémeiros de adquisicion de
datoa fueron; frecuencia de microondas 9,8682 GHz; ancho de barrido 100 G;
potencia de microondas 20 mW, ampiitud de modulacién 0,5 G; frecuencia de



modulacidn 100 kHz; consiante de Uempo 80 mseg. C. Produccidn de
supendxido en pist normal y en tejido del borde de la herida. Las muestras del
borde de la herida se cosecharon a las 12 h de practicada la herida y se las
congelé inmediatamente en OCT. Se incubaron cortes frescos de 30 micrones
con DH (0,01 mM, 20 min.. 200x) para detectar O; y se los observd con
microscopio confocal.

[0015§)Figura 2. La sobreexpresién de catalasa reduce Ia
cicatrizaclén. La plel donde se iba a practicar La herida se inyecté una vez con
catalasa y adenovirus LacZ (controf) (10'' piu) S dias antes de pracicar la
herida para penmitir la méxima sobreexpresion de catalasa en el sitio de I
herida. Se colocaron dos heridas de espesor completo de B8 x 168 mm con
cicatrizacidn por segunda intencién en la piel del dorso de ratonas CS7BL/S de
8 semanas de edad (Figura 2). A. Westam bilot de la plel infectada mastrando
la sobreexpresion de catalasa en el lado tratado con virus AdCatalasa (AdCat)
en comparacidn con 6! lado tratado con virus Ad LacZ de Control. Las
transferencias se Invesligaron nuevamente con B scfina para demostrar la
carga igual de las muestras. B. Los ciemres de la heride se muestran camo
porcentaje del drea inicial de la herida, determinada el dia indicado después da
practicar la herida. La linea punteads represenia la curva de cicatrizaciéon
estdndar de los ratones C578L/6 tratados con solucidn fisiolégica (clrculos
vacios o) sin Infeccidn viral. Tratamiento AdCat (tridnguios flenos V);
tratamiento AdLacZ (circulos lienos «); ‘p < 0,05 en comparacitn con el lado
tratado con LacZ. C. Se tiferon con tincién tricrdmica de Masson cortes de plel
regenerada en el sitio de la herida fljadas con formalina y obtenidas el dia de
clerrs de ambas heridas. El lado AdCat muestra una region HE mas amplia,



indicativa de regeneracién incompleta (vs. control) de la piel, consistente con
un clerre mas lento. Es: escars; G: tejido de granulacién; HE.

[0016]Figura 3. H:O; tépico en el ciarre de Ia herida: la dosis es un
aspecto clave. Se colocaron dos heridas de espssor completo de 8 x 16 mm
obtenidas por diseccién (recuadro) en la piel dorsal de ratones macho C57BL/G
(8 semanas de edad). Cada una de las dos heridas fue tratada con HiO; o
solucién fisiolégica. A. Dosis baje de H:O; (1,25 micromoles/herida; o 0,025 mi
de solucién al 0,15%/herida; el tratamiento una vez digria, dias 0 — 4, circulos
vacios o) facillté moderadamente el ciare en comparacién con el lado tratado
con placebo (circulos lienos »); p < 0,05. B. £l fratamiento con dosis bajas de
M0, no es t0xico para ia microffore de la heride. Para determinar la microfiora
superficial, se pas6é un hisopo a las heridas (tratadas con 1,25 micromoles de
H,02 merkia, barra vacia, o solucin fisiologica, barra liena) con un aplicador
con punta de alginato. Se hizo la evaluacién cuantitativa de 1a carga bacteriana
de la superficie. Para la microfiora del tefido profundo de la herida, 48 h
despuas de practicar la herida se removié el tejido de escara, se obtuvieron
muestras dal tejido del lecho de la herida por debajo de la escara y se realizé la
evaluacién de la carga becteriana. Los valores mosirados representan las
madias £ SD de CFU de cuatro observaciones. C. El tratamiento una vez diaria
en los dias 0 — 4 con dosis alla de H:0: (alla, 25 micromoles/herida; circulos
fenos »; 0,025 mi de solucion al 3%) versus baja (1,25 micromoles/herida o
0,025 m! de solucion al 0,15%, circulos vaclos o) asfectd adversamente el
cere; p < 0,05; comparado con el tratamiento con dosis baja de HOz. Un
tratamianto con concentracibn mayor de H,O; (recuadro) (62,5
micromoles/herida, lado izquierdo tratado; 0,025 mi de solucién al 7,5%/Mharida



una vez el dia 0) causa dafio isular necrético y lesién severs que lieva a la
muerte da los ratones.

[0017]Figura 4. Camblos inducidos por la herida y por H;0, en los
genes relacionados con la angiogénesis, la vascularizaclén y el riego
sanguineo en el borde de Ia herida. Se trataron heridas apareadas disecadas
(Figura 2) con solucion fisiolégica placebo o Hz0; (1,25 micromoles/herida: dias
0 - 4, una vez diaria). Se recolectt tejido del borde de la herida en los tiempos
indicados después de practicar |1a herida. A. Ensayo de proteccién a la
rbonucleasa (RPA) que muestra la cindtica de la expresion de mRNA
retacionado con angiogénesis en una herida tratada con placebo, B. El
tratamiento de la herida con dosis baja de H,Oz (1,25 micromoles/herida, una
vez diaria, dias 0 — 4) aumenté mds las expresiones de MRNA ds Fit1 y VEGF
inducidas por |a herlda, segin determinacidn hecha con RPA. C. Las imagenes
del rflego sanguineo de 1as herkias se obtuvieron en forma no invasiva usando
un flujdmetro de ldser Doppler. Se muestran imagenes que reflejan el riego
sanguineo (panel derecho) y una fola dighal (region de interés; panel izquierdo)
del tojido posterior a la cicatrizacidn. Se prasentan los daltos, medias + SD, de
riego sanguinao (grafico de barras). La media representa la media aritmética de
todos los valores valides de flujo sanguineo para pixeies dentro de la regién de
interés. Los resultados muestran que el tratamiento resultdé en un aumento del
flujo sanguineo, indicador funcional de angiogénesis aumentada. D. El dia 8
despuéds de practicar la herida, se hicieron cortes con crioseccidn del borde de
la herida vy se estimd la vascularizacién mediante tincién para CD31 (rojo,
rodamina) y DAPI (azul, niclecs); la mayor abundancia de tincién roja CD31 en

&,
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&l corte abtenida del lado trekedo con HzQO2 {abalo) refleja mejor vascuknzacidn
ve. & conirot {arrba).

[0018] Figura 5. Fosforllacién inducida por H); do la quinasa de
wdhasidn focal (FAK] en células del endotello microvascular y el tejida del
borde de la herida. 8e trataron célules de endotalia microvescular humano
(HMEC-1) con HzO: en las dogs v duredim indicaday. La foaforilacidn de la
FAi{ so delectd con Western blot v antieuenpos anti-FAK eapecificoe del sitio de
fosforilacion. Se hizo la transferencia de FAK nafural o § actine paa mostrar
igual cama. A, Elecio de diversez dosis de tretemiento con HzO; solwe el
estado de fosforilacion (Ty 925) de FAK. B. Cinética da la acBvaciin especilica
del sitio de la fosforlacién de FAK en calulas HMEC daspuée del tratamienic
can HzO; (0,1 mM), G, Se trataron heridas apareadas disacadas (Figura 2) con
solucidn flsipldgica placebo o HzOy (1,35 micromoles/henida). S= recolectd
l&jide del borda de 1a herkie 30 minutos deapuds de practicar la herda. Se
determind la fosforladiin de FAK en el tajldo del borde da |8 hewida con
Westem Blot. Se mueairan los dados de es animales [N® 1 - N® 3),

[0019] Figura 6. E1 déficit de MCP1 ¥ pdTphox disminuye Ia
vleatrizackin dérmiea. Sa colocaron herkdas disecadas (Flgura 2) en la piel
dorsal de ratones de 8 semamzs CSTBL/A, atontados para MCP-1 o pd7phox
Cada una de las dos haridas se tratd con sclucicn figloldgica o con HyOx (1,25
migrgmoleaMerida; dias O — 4). A. RPA qua muesira la cindtica de la expraaiin
de mRNA relacionado can |3 profeina de quimiotaxis de monecitoe/imacnifagos
en heridas Wratadae con placebo de ratones slivestres (C57 BLA). B. Los
cierras de la herida en haridas iretedae con solucldn fisiolbgica (circulos lisnos
¢} da CSTBUE vy ratones atoniades para MCP-1 tratados con HzO; (tridngulps
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llenos ¥) o solucién ERicldgiea (clrculos vacie® o©) se muestran como
porcentaje del Arsa de la herida inictal. 'p < 0,05; comparage con tratamiento
con solucian BAalologica sn ratones GS7RLIB. N°, p < 0,05, comparado con
tratamienio con aolucion fslolégica en ratones alontadas. €. Los cierres de la
herida en heridag tratedas con solucién fislokgica [circulos llenos ) ds
CSTBL/E y retonss atoniadoe para p47 Phox tratadas con HyOs {Wémpulos
llenos ") o solucidn fwioldgica (elrculoa vaciog o) se muediran como
porcaniaje dal rea de la herkda Inicial. ‘p < 0,06: comparado con iraamiento
con solucidén fisicidgica an ratones CO7BLUYE. N°, p < 0,05; comparado con
tratamiznio con’ solucion fisioldgica en refones asfontados. D. Expresion de
quérstng 14 [fluarascencla vande) en |a piel da ratones atontados para pd7
phox cosachada de sitioa de herida después del clerre ql dia 18 despusds de
practicar la heqdda. Observese la mayor expresion de querating 14 an ol ado
confrol en comparacién con el lado tratade con HxOw indicando que la
cleatrizacién estd en procesa en el lado cankrol, miantras que &l fada tratada
con HxO, muestra una exprasisn de cuerating 14 simifar a [a de la pisl normal.
DES QN AS RE CIONE

[U20]La presante invencion se deacrhird ghora con myfarencia g
raalizaciones mas detalladas, No obstarte, este Invencion se pueds realtzar en
diferent=s formas v no debs interpretarse coma llmitada a Ias reslizaclonas gue
figuran en k& presame. Por @l contrado, estes realizacionss sa proporcionan
para explicar mejor y compleiar la memore descripiva ¥ tranemir ¢l alcance
de I3 Invencidin para el exparto en la tacrica,

[0021]1A menoe que= se dafina de otre modo, todos log dbrinoe Ecnicos
y clentficos usados on la prasente tienen sl misma eignificade ue se les

S
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aeigna cominmemnte &n |3 ticnica B la que pertanasce esta invenclén. La
terminologla usada en I descripcion de la presenta invencidn estd desinada a
desctibir salamerie reallaciones parficulares y no Imita la invencién. Tal como
32 usa en la mémoria deacriptiva de |a invencion ¥ en las relvindicacionss
adjuriae, las formas singuiares "wnc®, “un” v "sal” incluyen también ks plurales,
A menos que o conkaxto indique claremerts lo contrario. Todaz Ids
publicaciones, soliciludes de palente, patentes y derméis referencies
mencionadas en la presenie quedan incorporadas en su bofalidad mediante
refenencia.

[P022]A mehoa que se Indkue lo contrario, todee 08 imems que
axpresen cantidacdes de ingredantes, condiciones de reacclones, eicétera,
usados en la memoria descriptiva y en las relvindicaciones debsn entenderse
modifieados por el término “aproximadamerte”. Diel mismo mado, a menes que
5@ indique lo conbrario, log pardmetros mamnaricos expresados en la sigulente
memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjurtea son aproodmacionas que
pueden varlar ds acuerdo cah las proplededas que s& detasn abfener con la
presente invencicn. Como minime, y aln intentar limitar 1a aplicacion de la
dockina de los equivalentes &l alcance de las reivindicaclones, cads pardmeatro
numérico debe interpretarse a la juz del nimero de digitos significativos con los
redondecs ordinarics.

[0023] A peanr de que los limites y parimetros numérlcay que expresan
el amplio alcance da la invenclén san aproximaciones, loa valores numéicos
conslgnados en ejemplos especificos se reporian con la Mayor precisldn
poshie. Ho obstants, todo valor numérico conlene cierio emor Inherante que
resulia e i desviacion estandar encontrada en les respectivas mediciones da



12

lasa prusbas. Todo rangé numénco consignedos en la presenie memora
descriptiva incluird iodos 108 rangos nds eetrechos gque 56 encueniran dentro
de dicho rangs numearice maa emplid del mismo medo que si dichos rangos
numéricos mas estrechos figuraran en su tatalidad escritos en |a prasamie.

[0024)La presanty invencidn concierme da modo genersl 4l uso del
pentxido de hidrdgenc de sus fuerkes eh ki cicatrizecldn de lesiones. En
algunas realizacionss, aumenta la velocidad da la cicatizaciin y en algumas
realizacionss se reguce la formacion de %efldo cicatrizal, La imvenclén se pyade
usar de modo ganeral parg tratar cualkjuier dafo en un onganismo vivo en ol
que hayva procesos naturales de reparacidn del organismo. La invenclion se
puede usar para fratar leslanes &n animales, tales como mamifaros, e Inciuye
espacificaments humanas.

[DO25]El térming “lesion” e usa en |a presemie sn s sentde gendrico,
lo cure significa que abarca lodo tipo da henidas y leslonea. “Herida™ también se
pusde usar an BU sentido genéricn, o que significa que abarca heridas,
quamaduras, dlceras, ete. En la presente, “hqrda”™ v “lesidn” a= pueden usar
Indisfintamente y, 2 mencs que & comexto eepecificamente indique lo
contrana, no correapande distincidon alguna. Las lesiones puaden sar haridas,
guemaduras, Ulceras, =tc. Las lesiones/herkdas puedan ser agudas o cronicas.
Las heridas pueden ser de expesor completo, &8 decir, que penetran todas las
capas de &z piel, o de espator pamcial, g2 declr, qua no penetren odas 1a
capas de ka piel. Ejemplog de heridas agudas Incluyen, sin limitacién, heridas
qulru}glnns. hafdass peneirantes, lesiones por desgarra, lesiones por
aplgtemiento, keiones par corbes, lesiones por quemaduras, lacaracionss y
haridas por mordeduras. Ejemploa de heridas crénicas Incluyan, sin limitegion,

13
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viceras, tales como diceras artereles, Glceras venosas, (icarss por compresion
y liceras diabeélces. Desde ya, las herdas agudas s& puaden convertir en
heridas crénioas. -

[a28]1ia composicidn que 50 aplica a la lesin & s=r batada comiene
periwide de hididgeno o una fuente de perdxido de hidrdgeno. Le
concentracion de pendxido de hidrogenc aplicada s 1a lealén 83 menor que la
cantidad que 5@ UBA convencioaiments y, &n alpunas realizeclonay, a5 menor
gua la cantidad qua produce un efecto de oxidacién sobre microblos u oras
oélulaz vivas y, en algunas realzeciones, es menar que la centidad que
produce in efects retritico en e tefide contactado. En algunas realizaciones,
I3 cantidad de perdddo de hidrdpena aplicada a una lesitn astd entre
aproximadamenta 500 nahomeles (nmol) ¥y sproximadamenta S0 micromoles
(Umal} por centimatro Qiadrade tnm’] de lesidr. En slgunas realizacionss, k2
cantidad de perdxido da hidmgeno aplicada a una lesidn =sth =nire
aproximadamenta & gmol ¥ apraximadamanie 500 gmol por cantimetro aibico
{em™ de |esidn

[0027] La cantidad de peréxido da hidrbgeno que s& aplics a una leslén
puede estar entre aproximadamente 500, 600, 700, BO0 o 900 nnwl, 0 1, 2, 3,
4.5 8.7 8, B, o aproximadamente 10 umel & mas y aproximadamente 2, 2. 4,
5, & 7, & 8 10, 15, 20, 25, 30, 40 o aproximadamertte 50 pmal por centimetro
cuadrada {am®) de lesidn. La cantidad puede estar, por ejemplo, ertre 1-50, 1-
25, 1-10, & 1-2 pmol por centimetro cuadrado {em®) de lesidn. La cantidad de
peroxido de hidrdgeno aplicads e uma lesidn puade estar enire
sproximacdamente 6, 8, T, 8, 9, 10, 20, 30. 40, 50. &0, ¥, 80, 0. o
asproximadament2 100 pmol o més, y aproximadamente 20, 36, 40, 50, 80, 70,

15
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40, a0, 100, 150, 200, 250, 300, 400, o aproximadament= 500 ymol par
centimetro cabico {cm™) da lesitn, La cantidad puede estar, por sjemplo, eatrs
10-500, 10-250, 10-100 o 16-20 pmal par centimetro culico {(cm”) de lesiin,

[DO28]La concentracitn de perdxido de hidrdgeno aplicada a una kesion
puede estar entre aproximadamente 40, 15, 20, 25, 30, 38, 40, 45, 50, o
aprmeimadamente 75 mM y aproximadaments 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 80,
B5 o 100 mM a mée. Por lo tanto, la concentracion de perdxido Je hkirdégeno
puede estar entre apraximadamente 10 y aprodmadamenta 100 mi, o enfre
aproximadamente 25 v apreximadaments 75 mbl © antre aproximedamante 40
y apraximedamant= 60 mM,

[0029)El peroxido de hidrogeno sa pusde aplicar en cuakguler forma o
vehicuko incluyendo, Sin limitacién, liquidoes, geles, locdones, cremas, pasiae y
ungllenios. El medlo de aplicacion dependerd da la forma que adopte =
perdxido de hidrdgene: Ipe liquidos, se pueden roclar o verter, por ejemplo; los
gelas, lociones, cremas, pasbas y ungDentos es puaden frotar o masajear, por
gjempla. Estas y otrés formae y/o vehiculos para la adminisiracidn de perdxido
de hidndgens se describan an publiceclones tales Remington's Phannaceutical
Sciencs, y en okras publicaciones similares.

{0030]Les formgs de administracidn pueden sér hamogensas, p. el
foernas &n |as que el peroxido da hidrdgeng asta en solucidn, o heterogéness,
p. &|., foomas en las que & perfixida dé hidrogeno esiE comenido dentro de
iposomes O microgsteras. Las formas pudden producic un efech inmediato y
pueden, en forma altemativa o adicional, producir un afecto exdendido. Per
ejemplc, ee pusden vspr liposomas o microesferas, U oboe medios aimilares
para proporcionar libersclin exierclida del perdwido de hldrdgeno, pam

St
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extender ol perlodo durante &l cual al pertuido de hidrdgeno esta axpuesto a ia
lesitn; también se puede proporcionar pardxide de hidrégeno no encapsulado
para obtener un afacto inmededo,

[o031]Les formes de administracion también pueden adoplar |a foma de
disposifivos gque pueden suministrar penixidpo de hidedgeno & una lesldn
Jurante un periodo deseada de fiempo. Los dispositivos Ineluyen, sin limitacidn,
vendajes, apdsites quinirgicos, gesas, tiraa sxdhesivas, prapas quirtrgices,
dips, hemosidticos, digpositivos intraulerinos, subras, trdcames, catéteres,
tubos e implantes, Los Implantes incluyen, sin limitacidn, plidaras, pélets,
cliindroe, obleae, di=cas y comprimidos.

[0022] Dispositivas de mcuerdo con la invenclén se pueden prepersr de
acuerdo con mélodos conockdas y pueden inclulr materal polimérlce, o estar
fabricados con este materfal. En algunce casog, e material palimérico send un
material absorbible ¥ en oircs £asos serd un maberial no absorbible. Desda ya,
los diposiives puedan incluir taric materiales absorblbles como no absorbibles.

[0033]Lot maberiales absorblbles puaden ser meterales sintélicos ¥
materiales no antdticos. Los materlales sintéticos absorbibles incluyen, sin
limitacion, polimeros celulbeicos, polimeros de acide glicdico, polimergs de
metacrilatn, polimeros de etilen vinil aceteto, capalimeros de efen vinil alcohol,
polcaprolactem, pollacetato, copolimeros dé lactra ¥ glicolurn, polldioxancna,
poliglacting, poliglecaprons, poligliconate, pallgiuconase y combinecianes de
eatns materiales. Los maeriales no simidticos absorbibles incluyen, =in
imitacion, catgul, membrana de cargile, feacle lata, gelatina, colégeno y
combinaciones de estos matesiales.

ARy
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[0034]Los materiales sintéticos no absorbibles incluyen, in imitacién,
nailon, rayones, poliésteres, polioiafinas ¥ combinacionaes de astos materialee.
Los matedales no sinkdticos no sbsorbibles inchyen, sin limiacin, secda, seda
dénmmica, eigodon, Iing ¥ combinaciones de aatos materiales,

[0035]También estdn previstea combinaclones de |os dispositivos y
vehlculoesdpartadores precedentes. Por gjemplo, un gel 0 ungoento de panixido
de hidrégens puede estar impregnade &n un vendala o apdsito de heddaa para
adminiebrar & peroxido de hidrigeno al ugar desesdo. En otro ejemplo, un
dispositiva abearbible implantable puede ocargarse con une soluclon de
parbxido da hidrdgeno y liberar la solucion del dispositivo durante un perioda
qQud 56 desee. La forma fisica vsada para administrar el penixido de hidrégeno
na =% critica y ka slaccion o 8l disefio de dichos dispositivos eeléin dentro da e
habilidades del experio an ia thcnica, .

[0038] El paroxide de hidmgeno se puede hacar llegar al sitio deseadc
como perdxido de hidrdgena en si o s pusde hacer llegar como pracuraor. Por
ejemplo, el supardxido s& ansforma en pandxido de hidrdgeno par accidn de la
supendxido dismutang, que estd presents #n forma natural en Yos animales, De
este mada, el perdxida de hidrégeno se puede haces llegar a un sitio deseado
administrante superdxido, que s= trensfarma en perdxldo de hidrégeno. Se
preden administrar perdxides del tipe perddda de hidrigene administrande,
por ejernpio, terbulil hidroperéxido. Todos estes tipoa de fuentea se pueden
congsidarar fuentes quimicas de perdxido de hidrégeno.

[0037]E| pereddo de hidrdgeno también se forma naturalmente en al
arganismeo par una reaceiin entre la hemoglobing y el oxigeno que produce

supandxida, que luego se cormiarta en pardxido de hidrdgenc peor accién da la

AYA
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superéxido dismutasa. El perdxido de hidrégano se degrada naturaimente en el
organismo por accién de una enzima lamada catalasa. Se puede hacer que se
acumule perdxido de hidrdgeno en el sitio de una lesién administrando un
inhibidor de {a catalasa en el sitio deseado. También se puade hacer que se
acumule perdxido de hidrogeno administrando superéxido dismutasa adicional.
La administracién de peroxido de hidrogeno al silio de una lesién de esta forma
se considera realizada a partir de una fuante enzimatica. También se la puede
considerar una fuente natural de peréxido de hidrégeno, por oposicién a una
fuenta extemna.

[003B)El peréxido de hidrdgeno tamblén se puede generar como
subproducto de una serie de reacciones, incluyendo, por ejemplo: 1) glucosa +
glucosa oxidasa; 2) xantina + xantdina oxidasa; 3) hipoxantina + xantina oxidasa;
y 4) ascorbato + ascorbato axidasa. La cancentracién de perdxido de hidrégeno
también se puede aumentar en un organismo mediante la sobreexpresion de
rac1 y rac2, NADPH oxidesa y superdxido dismutasa. Se considera que lodas
son fuentes enzimaticas y estdn dentro del alcance de la invencion.

[0039)El perdxido de hidrégeno se administra al sitic deseado por lo
menos una vez. En aigunas realizaciones, el perdxido de hidrogeno se
administra al sitio deseado dos, tres, cuatro, cinco, seis, siate, ocho, nueve,
diez o0 més veceas. La administracién se puede hacer con una frecuencia de una
vez cada dos, cuatro, sels, ocho, diez, dace, catorce, dieciséls, dieciacho,
veinte, veintidés o veinticuatra horas, 0 méds. Cuando se desean dosis
repetidas, se pueden “programar dispositivos u ofros vehiculos para que
iberen dosis de peréxido de hidrogeno en los tiempos deseados. Por ejemplo.
una formulacion en microesferas puede incluir peréxido de hidrogeno no
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encagsulado para dobiener un efecto inmedialc a la administeddn; un
camponenta encapsulado que suminisira una eagunda dosls & las veinticuaio
horas; ¥ un componsnte encapsulads que suministra una tercera dosis a las
cuarenta y ocho horas. La edrategia del tratamiento queda & cargo del
profesionsl; el disefto de lop diapositives o vehiculos asti danteg del nivel del
experto en el arie.

[0040] Pueda resvitar deseable proporcfonar piras condiclones en la
practica de 1o prasente invencién. Por sjemplo, pede resultar deseable
asegurar que la regidn seleccionnoa de fa kesidn eski  suficient=menie
vxigenada; por ko general, e suficlente que esté presente el oxiganc
admaaféricn, Tamblén puede resultar dessable mantener un nivel dessado de
humedad y una tempesatura en perticular; en algungs resalzaciones resulta
deseable un medio caliante ¥y hiimado. Aungue na =s un requisiio, tambrin
puede resultar deseable crasr o mantenar un medio estéri,

[0041] Adicdonalmeante, pueds resultar deseable Incluir en la formulacion
oiros agentes ierapéuticaments beneficioats. Par elemple, Ioa vehlouos o
povtadores pusden incluir también humectantes o humidficantes pars mantener
un nivel dea=ado de humedad en ol drea tratada. Otms posibilidades incluyan
drogas tales como aneabdsicos o antibiéticos, que proporcionan otres efectos
deseados. Nusvamenta, las poeiblidades no eskin limitadas y quedan A critera
del pmfeeional.

[0042]Los siguientes EJernplas e incluyen para deseribir y explicar Ia
invencion con Mayor clardad.

[POA3]EJEMPLOS

[0044] Elempio 1: Preaencia de ROS an el sitko da |a herlda,
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048] Concendraoidn de MOz an ¢ Biide de Ja herids. 8a implantaron
ciindres de malla de alambre de Hunt/Schiling em &1 1&jido subcuténeo del
dorso ce ralones C57BL/B de 5 semanas de edad por medio da una Incisién, Al
cabo de 5 dias, 3¢ recolectd @l fluido de is herida y s& media & conpentracian
de H:0; en setedo estpcionario en el liqulde usanda una tacnica sectraguimica
an lempo real, como Ia que se daseribe an Lui ¥ Zweler (Free Radic Biol Med.
2001 Oct 1:31(7 854-0901). La muesira de Bnea de base se recolectd en PBE.
Las rasultsdos se muestran en |a Fagura 1A.

[00456]5e agregd fluido de |= hecida {0,145 mi) a DPBS (1 ml) en &l
mamento indicadn eon uwna flecha Usando una curva de estandar, la
concentracitn de HzOz deteérminada en el flukio de la herida fua de 1,1 pbl
Estes resultados contrastan con las mediciones en plasma sangwnao, que no
muestran perdxico de hidnégeno medible.

[004T] Delacciin oe HxDs on of bonde de o horida.

[0048] S& hizo &l ensayo para perdiido de hidrégeno an el borde de ta
herida mediante deteccion de huelas de radical de peréxide de hidrégence en ia
cavidad de Ia herida usando una solucidn de spin brap para enjyager la herida
expuesta, Doce horas después de practicar la hesida, &l eitic s¢ trakd con el
apin trap, DMPO (5,5-dimetl-pirrolin-1-0:dl). Para abiener datos de control, se
sametio una herida recién practicada el mismo tratamisnto con spin Wap. Al
cabo de 16 mirutog se extrajo la solucidn de spin trap de la cavidad de la
nedda vy o la sometld al ensayo ¢on reschancla paramagnélica elecirdnica
{EPR).

[0D4B]Laz mediclonee can EFR ea realizaron con un especirdmetro EPR
Bruker ER 300 operando an banda X con una cavidad TM 110. La Figura 18

$a
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muaatra los especiros EPR del aoucta DMIPO medide an el liquido de enjuague
de la herida. Log espectros se obtuvieron de o8 efluentes ded DPMO (100 mM,
0,1 ml) mcolsctado da Ia cavidad de |a herida a 1as O h (comtrol simulado, panel
superior} ¥ 12 h despuéa de practicar la hesida (panal Inferlor). Los aspectros
&n al panel inferiar se identificaron como loa del DMPO-0OH con |as sioulenies
constantes de acoplamiento: aN = 14,90 G, aH = 14,80, Los paramedros de
adquisiclon de datos fueron: frecuencia de microondas 69,8862 Gi-lt: ancho de
barride 10D 5; potencia de microondas 20 mW, amplitud de modulaéldn 0.5 G:
frecuencia de modkilacion 100 kHe: constante de tiempo B0 meeg.

[008S]Mientras qus el especiro de la simulacion de solucibn tratada con
spin trap o mosind ningun aducto prominante del apin, = espactra obtarida del
liquido da enjuague de Ia herds a les 12 hores mostrd un claro patrdn de
cuareto 1:2:2:1. Les componantes indmiduales se ldentificarcn como DMIPO-
OH (aducto con radical hidraxilo) por simulacion.

[0051] Produccion de superoxidas en pial ronmal v en (efido del barde de
{a heride. Como resultade Runcional de la actividad de la NADPH oxidasa, la
gensracidn de Op s& mide a menudo ea conas por cioseccidn usando
dhidroedidio {DHE) como tincion Auorescente sensible a ROS. En resumen, la9
muastas del borde de I3 hevida se cosacharon a las 12 horas de practicada la
harkde y 34 lag congeEld innmediatamera en OCT. S8 incubarcn cories frescos
de 30 micranee con DHE {0,01 mi, 20 min, 200x) para detectar O; y 82 los
pbservd con microscopio confocal. Los rasultados 8 musstran en la Figura 1C.

(053] Erpleands este método, se vhservd dararments que el borde dal
lejido de Ia harida se Ufid en forma mucho mas prominente que la piel romal
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racicén cortada. Bste hallazgo conslifuye una nueve demoatraclon de que ef sitlo
e ia herida esta enriquacido en ROS.

[0S En conjunto, estos axparimentos demuestran claramertie que loa
ROS, Inoluyendo &l pandxido de hidrdgenp, estdn presenies en el tejido de
dicatizacldn de la herlda.

[GDS4]E}empio 2: Efscto del exceso de catalasa sobre |a
clcatrizacifin de harldas.

[0085]Coma se demesird la presencia e peréxido de hidrégeno an &
tejido de cicatrizacion de herides, s& resllzaron experimenios para deberminar si
la dieminucidn de su concentracitn perturba la cicalnzacian. La catalasa ex 12
anzima nafural qua hidmliza @l perdxido de hidrégens, por lo qus 5= la intredujo
an las hericas a ensayar.

[0058) En resurnan, se imrodujo |a catalasa en las herides & iravés de su
sobressprasiin, usando un vectar adenoviral. Este vector pemnitld obéener una
alta aficiencia de Golbreaxpresion en la piel murina. La plel dande se Iba
practicar ks herida se inyectd una vz con catalasa o adenovirus LaeZ {canirol)
(10" pfu) cinco dias ames de practicar ka herida para permitir la mé&xima
sobresxpresion de catalasa =n ¢ sitio de la hwida, Se colocaron dos heridas
de espesor completo da & x 18 mim con cicatrizacion por segunda intencidn en
la piel dal dorsa de ratanes CSTBLAS d= & semanas de edad.

[pO87]La Figura 2A musars un Westarn blot de ia pial infectada
mostrando la sobreexpresidn ce catalasa 2n = lado tratedo con wirue Ad-
catalasa (AdCTat) en comparacién con @l lado tratado con virus Ad-LacZ de
Control. Las transferencles se Investigaron nuevamente con B aclina para
demostrar I3 canga igual de las mueshras.



[0058]La Figura 2B muesira clerres de la herida como porcentaje del
érea inicial de la herida, determinada el dla indicado después de practicar la
herida. La linea punteada representa la curva de cicatrizacién esténdar de los
ratones C57BL/G tratados con solucién fislolégica (clrculos vacios o) sin
infeccion viral. Tratamiento AdCat (tridangulos Henos ¥); tratamiento AdLacZ
{circulos lienos e); p < 0,05 en comparacitn con el lado tratado con LacZ.

[0059] La Figura 2C muestra la tincién tricrémica de Masson realizada en
cortes de piel regenerads en el sitio de Ia herida fiadas con formaling y
obtenidas el dia de clerre de ambas heridas. El lado AdCat muestra una region
HE mas amplia, indicativa de regeneracion incompleta (vs. control) de la plel,
consistents con un cieire mas lento. Es: escara; G: tejido de granulacion; HE:
epitelio hiperproliferativo,

[0080]Ejemplo 3: Efecto del perdxido de hidrégeno sobre el cierre
de heridas. '

[0064]Como se demostrd claramente que el perdxido de hidrégeno estd
presents en las heridas que cicatrizan (Ejemplo 1), y que su ausencia da las
heridas que cicatrizan atena el proceso de cicatrizacidn (Ejemplo 2), se
realizaron experimentos para examinar €l efecto del agregado de perdxido de
hidrégena.

[0062Z)En resumen, Se colocaron dos heridas de aspasor completo de B
x 18 mm obtenidas por diseccién (Figure 3, recuadros) en la plel dorsal de
ratones macho C578L/6 (8 semanas de edad). Cada una de las dos heridas
fue tratada con HzO3 0 solucion fisioldgica.

[0063]La Figura 3A muesira que el tratamiento con dosis baja de H;O;
(1.25 micromolesMherida; o 0,025 ml de solucién al 0,15%/Merida, una vez
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diaria, dlas 0 - 4, circulos vacios o) faciité moderadamente el cieme en
comparacion con el lado tratado con placebo {circulos lienos =); p < 0,05.

[0064]La Figura 3B muestira que ¢ fratamiento con dosis bajas de Ha0;
no influye sobre la microfiora de la herida. Para determinar la microflora
superficial, se pasd un hisopo (24 - 48 horas después de practicar las heridas)
@ las heridas (iraladas con 1,25 micromoles de H;0O; /herida, barra vacia, o
solucitn fisiologica, bamra llena} con un aplicador con punta de alginato durante
20 segundos. Se hizo la evaluacién cuantitativa de la carga bacteriana de la
superficie. Para ia microflora del tejido profunde de la herida, 48 h después de
practicar 1a herida se removid el tejido de escara, se obtuvieron muestras del
tejido del lecho de la harida por debajo de Ia escara y se realizé la evalvacion
de |a carga bacteriana. Los valores mostrados representan las medias + SD de
CFU de cuatro observaciones.

[0D85]La Figura 3C muestra que la dosis alta de H.O: (alta, 25
micromoles/herida; circulos llenos »; 0,025 ml de solucién al 3% versus baja
1.25 micromoles/herida o 0,025 ml de solucién al 0,15%, circulos vacios © una
vez diaria en los dias 0 - 4) afectd adversamente el cleme. {p < 0,05;
comparado con el tratamiento con dosis baja de H;O,). Un tratamiento con
concentracién mayor de H:0; (recuadro) (62,5 micromoles/herida, lado
izquierdo tratado; 0,025 m! de solucién al 7,5%/herida una vez el dia 0) causé
dafo tisular necrdtico y lesion severa, lievando a la muerte de los ratones.

[0068]E]emplo 4: Camblos inducidos por la herida y por H:0; en los
genes relacionados con Ila angiogénesis, Ia vascularizacién y el riego
sanguineo en el borde de la herida.

63
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[087]1S2 realizaron experimentos &adicionsles pera  eshudiar el _

mecaniemo mediania ¢l cual dosfs bajae de perdxkio de hidrigeno aumentaban
Ia velocidad de cicatrizacion de s herlda,

[0068] Sa frataron hesidas apareadas disecadas ¢on solwcién flalaldgics
plscabs o HyOp (1,25 micromoles/herids; dias D — 4, una vez diaria). Se
reqoleatd tsjfido dal barde de la herida en los tiernpps Indicados después de
practicar |5 hesida. La Figura 4A muesira un ensayo de protaccion a |a
riboruciepsa {RPA) que muestra la cnélica de |3 expresiin de mRNA
ralacinnedo con angiogénesia an uaa herlda tretada con placebo. La Figurs 4B
ruastra cdma el trafamiento de fa herida con dosis baja ge HO. {128
miciomoles/herida, una vez tara, dias 0 — 4) aumentd més |as expresionss de
mBENA de Fil1 y VEGF inducldaa por ta harida, segin determinacién hecha can
RPA,

[008%9]Le Figura 4C muesira las Imdgenes del risga sanguines de las
harldas que se obtuvieran en forma fo Mvasiva usende un fluiometro de l&ser
Doppler. S@ muastran imagenes que mflejan e dego sanguineo (pensl
derecho) v una folo digitedl {regitn de interés; panel Lequlerds) del tajide
postedar a i3 cicatrizacién Los datos de rege sanguineg 2& presentan como
medles + S0, {grafico de bamas). La media representa |8 media adtmética de
todos Ios valores vélidos de flujo sanguined para pixeles dentrm de la region de
interés. Los resuRados muesiran que el tratarmiento resutid en un aumento de
fiyjo sanguineo, indicador funcional de angiogénasis aumentada

[0070]Le Figura 4D muesira loé resukados del dia B despuds de
pragticar la herlda. Se hicieron cortes con crioseccldn dal borde de 1a herida v
a8 astimd & vascularizacién medlante tincin para CD31 {roje, rodamina) y
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DAP{ (azul, micleos); |a mayor abundancia ds tincidn roja CD31 en el corte
obtenido del lado tratado con HzO, (abajo) refleja mejor vascularizacién vs. el
control (aniba).

[0074]Ejemplo 5: Fosforilacién inducida por H20; de la quinasa de
adhesion focal (FAK) en células del endotello microvaacular y sl tejido del
borde de la herida.

[0072]) Se trataron céluias de endatalio microvascular humano (HMEC-1)
con H202 en las dosis y duracién indicadas. La fosforilacion de la FAK se
detectd con Westem blot y anticuerpos antiFAK especificos del sitio de
fosforliacion. Se hizo la transferencla de FAK natural o B actina para mostrar
igual carga.

[0073]La Figura 5A muestra el efecto de diversas dosis de tratamiento
con H:O; sobra el estado de fosforilacidon (Ty ©25) de FAK. La Figura 5B
muestra la cinética de la activacién especifica del sitio de la fosforiladén de
FAK en células HMEC despuéds del tratamiento con H20; (0,1 mM).

[0074]En ia Figura §C, se trataron heridas apareadas disecadas con
solucion fisiologica placebo o HyO; (1,25 micromoles/herida). Se recolectd
tejido del borde de la herida 30 minutos después de practicar la herida. Se
determind |a fosforilacion de FAK en el tejido del berde de la herida con
Westem Blot. Sa muestran los datos de tres animales (N® 1 — N* 3).

[0075]Elemplo 6: El déficit de MCP-1 y p47phox disminuye la
cicatrizacion dérmica.

[0076]Al atraer macréfagos productores de perdxido de hidrogeno, la
proteina 1 de quimiotexis/quimicatraccién de monocitoa/macréfagos (MCP-1)
juega un papel cleve en el desarrolio y la resolicidn de ia respuesla
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Inflamalorla guda & las hesidas. La P47"™ es une suburidad reguladora dea la
NADFH axidesa, que participa en la producoién de ROS. Debikdo a ta
importancia de estos factores en la producciin de ROS y en la cicatrizacidn de
harilas, se realizaron pruebas para examinar comp al perdxido de hidrogena
afecta las herklas an animales que caraceh de astos factores.

[POTFTEn resumen, 5@ colocaron heridas disecadas en la piel dorsal de
ratones de B semanas C57BLE, stantados para MCP-1 o p477™". Cada una de
lz= dos heridas se irakd con solucion #siclogica con Hz;Os (1,25
micromoles/harida; dias 0 - 4).

[007B]La Flgura 6A muesta un emnsayo de proteccidn a 1a RNsaa gue
muesls |a cindtica de |a expraaldn da mMRNA relaclonado con s protelns de
gumiotaxis de manocitos/mecrifagos en herldes tratedas con placebo de
ratones sivestres (CE7 BL/BL La Figura BB muesira los derres de la herida en
heridas tratadas con eolucion feiolégica (circulos llenos «) de CB/BLIS ¥ de
ratonee atontadoe para MCP-1 tratados con HzD: (fridngulos ltenos W) o
soludion Bsiplogica (circutos vacios o) como parcentsje dal drea de la harida
iricial. {'p < 0,05, comparade con tratamianto con soluddn fisiologica en
ratones C&7BLS. N p < 0,06 comparade con itretamiantd ¢on eolucion
fislolingica an ratohes alohtados). La Figura 65C muestra log ciarmee da la herida
an herikias tratadas con solucion fisivlogica (ciulos lonos ») da CH7BLME ¥ an
matanes atomiados pars |:|a!|-.'||""""m 'I:I'Illidnl con HeQe {rianguios Menos ¥) o
soluckin fisloWdglca {circuloa vacios c} aa mueatran como porcantals del Area
de la herids Iniclal 'p < 005 comparado con tratamlants con soluclén
fisloldgica en retores CS7BELMG. N*, p < 0,05; comparado con tratamienta con
soluclén flalo[dglica en mdones stomados.



[007¥]ls querstina 14 gapoya la dilerenciacion y regeneracion
apldémmica; su expresitn &8 desencadenada por herdas démicas. La Figura
60 muesira |a expresién de queratina 14 (flucrescencia verde) en la plel de
ralones atontsdos pama p47™"™ cosachada de sitios de herida después del
cierre el dia 18 después de practicar Ia herida. Obsérvate la mayor expresidn
da querating 14 an el lade control en comparacion con & lado tratade con HaO;
indicande que Ia cicalrizacion estd en procesp an el kade contral, misntras que
&l lado tratado con HeQD: muestra una expresidn de querating 14 similar a la de
ta piel nonmal, Indicanda cicatrizacion complata

[0020]Otras realizaciones de |a inveneldn resullarén evidertes para el
experta gn la ticnica a partir de la conakizmcion da la memavia descriptiva y de
la priclica de la invenclon sevelada an le presents, La memoria descriptiva y
log sermplos deban cansiderarsa Unicamenta came ajemplificatives, guadando

Indicada el vardadero slcance y sspirku de la imvencién en las reivindicaclones
adjuntas,
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Se relvindica lo siguisnte:

1. Un mélodo para aumentar la velocidad de cicatrizacion de una lesion
en mamifercs, que comprende aplicar a la lesidn entre aproximadamente 500
nanomoles y aproximadamente 50 micromoles de peréxido de hidrégeno por
centimetro cuadrado de lesibn.

2. El método da acuerdo con fa reivindicacion 1, que comprende aplicar
entre aproximadamente 1 y aproximadamente 50 micromoles de pertixide de
hidrégeno por centimetro cuadrado de lesién.

3. El método de acuerdo con la reivindicacién 2, que comprende aplicar
enlre aproximadamente 1 y aproximadamente 10 micromolas de perdxido de
hidrégeno por centimetro cuadrado de lesion.

4. El método de acuerdo con la reivindicacién 3, que comprende aplicar
entre aproximadamente 1 y aproximadamente 2 micromoles de perfxido de
hidrégenc por centimetro cuadrado de lesién.

$. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el perdxido de
hidrégeno se aplica a la (esion en una fuents seleccionada ertre fuentes
enzimiticas y quimicas.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 5, donde la fuente de
paréxido de hidrégeno es quimica y la fuente s perdxddo de hidrdgeno,

7. Un método para aumentar la velocidad de cicatrizacién de una lesion
en mamiferos, que comprende aplicar a la lesion una concentracidn entre
aproximadamente 500 nanomoles y aproximadaments 50 micromoles de
perdxido de hidrégeno por centimetro cuadrado de lesion durante un perfodo
antre aproximadamente 12 horaes y aproximadamente 24 horas.



8. El método de acuerdo con la reivindicacion 7, donde el peroxido de
hidrogeno se aplica en una concentracién entre aproximadamente 1 y
aproximadamente 10 micromoles.

9. El método de acuerdo con la reivindicacion 7, donde el perdxido de
hidrégeno se aplica en una composicién adecuada para uso farmacéutico.

10. El método de acuerdo con la relvindicacién 8, donde la composicidn
adecuada para uso farmacéutico estd en una forma seleccionada entre geles,
lociones, unglientos, cremas, pastas y liquidos.

11. El método de acverdo con la reivindicacién 7, donde el perdxido de
hidrégeno se aplica en un dispositivo adecuado para uso farmacéutico.

12. El método de acuendo con la reivindicacién 11, donde el dispositivo
adecuado pare uso farmacéutico se selecciona entre vendajes. apdsitos
quindrgicos, gasas, tiras adhesivas, grapas quirirgicas, clips, hemostaticos,
dispositivos intrauterinos, suturas, tricares, catéteres, tubos e implantes.

13, E! método de acverdo con Ja reivindicacion 12, donde el implante se
selecciona entre plidoras, pélats, cifindros, obleas, discos y comprimidos.

14. E] método de acuerdo con la reivindicacién 11, donde el dispositivo
comprende un matarial poiménico.

15. E! método de acuerdo con la relvindicacion 14, donde el material
polimérico comprende un material absorbible.

18. E!l método de acuerdo con la reivindicacién 15, dorxie el material
absorbible comprende un material sintético.

17. El método de acuerdo con la reivindicacién 16, donde el material
sintético se selecciona entre polimeros de celulosa, polimercs de Acido
glicdlico, polimeros de metacrilato, polimeros de etien vinil acetato,
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copolimercs de etilen vinl aleohol, policaprolactam, poliacsatate, copolimercs de
lacturo ¥ glicolurs, polidiexsnona, poligiacting, poligliecaprona. poliplicanato,
poiigluconaks ¥ combinacicnes de estos polimeros.

18. El método dé acuerde con la neivindicacién 15, donde dicho maderlal
absarbible comprende un material no sintético.

18. El mélodo de acuerco con Ia revindicacksn 18, donde dicho maderlal
no ginkdlico e selacciona entre catgut, membrana de camglle, Eascia lata,
gelatina, coldgens ¥ combinationss de eafos materiales.

20. El método de acuerdo con la relvindicacidn 14, donde =l material
poliménco cimprande un material no absorbible.

21. El métedo de scusrdo con la reivindicacién 20, donde el material no
sbambible comprande un materal sintético,

22, £l m#todo de acwerdo con la reivindicackdn 21, donde el matedal
sintético ae sedecciona entre nailan, rayones, poliéatares, polinlefings y
combinaciones dy sstos materiales.

23. El métoda de acuerde con la relvindicadim 20, donde el material na
absorbible comprends uvn materdal no sintético.

24. El método de acusrde con e reivindicacion 23, donde dicho material
no sintdlico se selecciona entre seda, seda démuice, algoddn, lino vy
combinaciones de ealoy materiales.

25. El método de acusrdo oon la reivindicacidn 7, donde la lesion se
selecciong anine heridas, dicerae ¥ quemaduras.

26. E| método de Acuendo con la relvindicaciGn 25, dande |as heridas se

sel&¢cionan entre heridas agudas y heridas crénicas.
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27. El método de acuerdo con la relvindicacién 25, donde las heridas se
selecclonan entre heridas de espesor total y heridas de espesor parcial.

28. El método de acuerdo con la reivindicacion 26, donde las heridas
agudas se seleccionan entre heridas quirirgicas, heridas penetrantes, lesiones
por desgarro, leslones por aplastamiento, lesiones por cortes, lssiones por
quemaduras, laceraciones y heridas por mordeduras.

28. EI método de acuerdo can la relvindicacién 28, donde les heridas
crénicas se seleccionan entre Ulceras arieriales, (iceras venosas, ulceras por
compresion y diceras diabéticas,

30. Un dispositivo de Iberacién de peréxido de hidrégeno pars Ila
administracién en una lesién, que comprende perdxido de hidrégenc y un
material de vehicuio, donde dicho dispositivo libera dicho peréxido de
hidrégeno durante un paeriodo de tiempo de por lo menos aproximadaments 12
horas, donde el perdxido de hidrégeno fiberado del dispositivo estd en
concentracion insuficiente para producir necrosis de la lesion.

31. El dispositivo de liberacién de perdxido de hidrogeno de acuerdo con
la reivindicacién 30, donde el dispositivo lbera entre aproximadamente 0,5 y 50
pmol de peréxido de hidrégeno/cm® de herida/12 haras y aproximadamente 0.5
y 50 umol de perdxkio de hidrégenofcm?® de herida/24 horas.

32 El disposltivo de liberacitn de peréxido de hidrégeno de acuerdo con
la relvindicacion 31, donde el materal de vehiculo comprende un material
polimérico.

33. El dispositivo de liberacién de paréxiio de hidrégeno de acuerdo con
la reivindicacion 32, donde el matesdal polmérico comprende un material
absorbible.



34. El dispositivo da Kberaclén de perdxldo de hidmgeno de acuerdo con
2 reivindfceclan 32, donde el mstedal poliméico comprande un material
sintatico.

35. Una composicidn para tretar lesiones an mamiieras, gue camprende!
pordxido de hignigens, un wehiculo adecuado para o dermacéutics, donde
ung dosis unitarla da |3 composicion comprande entre aproximadamente 0.5 y
aproximadamente 50 ymel de peréxido de hidrégeno/cm® de herida.

36. La composicidn de acuerdo con la reivindicaclén 35, donds el
vehiculo compoande un material en forma de gl _

37. La composiolén de acuerdo con kB relindicacidn 35, donde el
vehiculo camprende un material liguido.
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RESUMEN
Métodos, dispositivos y composiciones para tratar lesiones en animales,

que comprenden peréxido de hidrdgeno en concentraciones que son menores
a |las usadas convencionalmente, Los métodos, dispositivos y composiciones
aceleran la cicatrizacién de heridas.
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Soliaibnd intermaciooil POT/US20065 /021447
Farba inicio Fase naciomal 18/01,/2007

Triml En 11

Evenko 373

Actuacidn 430

Oficia RBo. .o L 2]
« I P T 153 )

Como> régultado deal axsmen de forma, realizado com fundamento en el articulo 3§ de
ia Meolelin 486 da la Qonlelim de la Commidad Andipa, nrtigulo 27 del Trabtado da
Cocparacisn Mataria de Patentes (PCT), reglm 51 bis dal Reglamenkto y Clrcmlar
Onicy g& la Suparintendencis de Industria y Comeecls, ae le coiunlea qua,

1. 51 fuoroc 4l gasn, el solicitamts debe mdjmntar lo traduccibn da los anexns del
roports da axaman preliminarn lnteynacional (Ark. 3f6.2.b) del tratade PCT.

a. La sollcitud no contiens 13 copia del documenbto an qua cansta la cealdén dal
Serechns A la pacante del iowventer al aclioltante o 2 sm caussnta. [Art. 26-ki
Deelpido 48&.

1. La policitwdi no contieme &l poder debidamente ctorgada, pon &1 llenp da lo8
roquisibol exigidoa poT lom articnlos §3 y subsiguientes de), &85digo ds
Pxocadimiento <Civil., Adicionakmenrs, debordi presentar al dooepento qua acradita 12
existenuia y reprasencaciin logel da la sociedad pallirdtants, cuando ésta fueras
nayvanna jnridioa,

En conplimiento de 1o dispuesto por sl articulo 39 de la Decisldn 488, sa l=
Isgquisre para que dentro del tdomino oda do= meser eignienies a la fecha de
notllicazidn &gl pressare oficic, copplabs log Traguisitos antexlormente snunciodas.
En camc de n> dar <cunplimisnto al presentw requerimlento, 1o gelicitnd se
coneidecatd abandomada y perdera su prelaaldm.

Botifiquase gl presents oficio conforme a 1o dispuesto en al numeral 5.2, likeral
o], del mapitule quinte titule prloero de la Circuler Talra ¥o.1D da 2601,

antarior Wszm fus notifioade par Fijacidm en  liata de
[T

axipall




