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La presente invencion tiene relacién con las composiciones farmacéuticas que
comprenden miembros de la superfamilia del TGF-B. En especial, la invencién
proporciona {as composiciones farmacéuticas mejoradas que comprenden
miembros de la superfamilia del TGF-B, en donde las composiciones proporcionan
una mejora de la recuperacién de los miembros de la superfamilia del TGF-B y/o
mejora de la actividad biolégica de los miembros de la superfamilia del TGF-8
incorporado en las composiciones. La invencion también proporciona métodos que
usan dichas las composiciones farmacéuticas. Ademas, la invencién también

proporciona medicamentos para la prevencién o reduccién del dolor de la
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COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

La presente invencién tiene relacion con las composiciones farmacéuticas que
comprenden miembros de la superfamilia del TGF-B. En especial, la invencién proporciona
las composiciones farmacéuticas mejoradas que comprenden miembros de la superfamilia
del TGF-B, en donde las composiciones proporcionan una mejora de la recuperacion de los
miembros de la superfamilia del TGF-8 y/o mejora de la actividad biologica de los
miembros de la superfamilia del TGF-f incorporados en las composiciones. La invencion
también proporciona métodos que usan dichas las composiciones farmacéuticas. Ademas,
la invencion también proporciona medicamentos para la prevencion o reduccién del dolor
de la inyeccion. _ ‘

Los factores beta transformadores del crecimiento (TGF-fs) representan una familia de
citocinas que tienen diversas actividades biol6gicas. Los TGF-Bs pertenecen a un grupo
mas amplio de citocinas emparentadas que se conocen como la superfamilia del TGF-p.
Los miembros de la superfamilia del TGF-B incluyen activinas, proteinas morfogenéticas
0seas (BMPs), hormona anti-Mulleriana (AMH), la subfamilia del factor neurotréfico
derivado de la linea de las células gliales (GDNF) y la subfamilia del factor de
crecimiento/diferenciacion (GDF). Los miembros de la superfamilia del TGF-p comparten
similitudes estructurales, como un motivo comin de nudo de cisteina, asi como vias
comunes de transduccién de sefiales. Algunos ejemplos ilustrativos de miembros de la
superfamilia del TGF se muestran en La Figura 1.

Las actividades biologicas de los miembros de la superfamilia del TGF-B encuentran
utilidad en muchos contextos terapéuticos diferente, y por ello hay gran interés en la
aplicacion farmacéutica de los miembros de la superfamilia del TGF-B. ‘

Es sabido que el TGF-B;, TGF- B; y TGF-B; desempefian papeles importantes en la
regulacion de la respuesta de la cicatrizacion de heridas, mientras que la osteoinduccion
modulada por BMPs es util en la aplicacion terapéutica de la formacion, curacion y
remodelacion del hueso.

E 1 TGF-B; encuentra uso en la la prevencion o el tratamiento de la escleroderma, los
trastornos de la angiogénesis, la enfermedad renal, la osteoporosis, enfermedades oseas y la
glomerulonefritis.

El TGF-B, se puede usar en el tratamiento de gliomas, cancer de células no pequefias
del pulmon, tumores pancredticos, tumores sélidos, tumores del cqlon, tumores ovaricos,
degeneracion macular relacionada con la edad, lesiones oculares, osteoporosis, retinopatia,

ulceras, carcinoma, inflamacién de la boca y escleroderma.

J™
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El TGF-B; se pueden usar en el tratamiento de trastornos fibroticos, escleroderma,
trastornos de la angiogénesis, reestenosis, adherencias, endometriosis, enfermedad
isquémica, induccién de hueso y cartilago fertilizacion in vitro, mucositis oral, enfermedad
renal, prevencion, reduccidén o inhibicién de la formacién de cicatrices, reforzamiento de la
reconexion neuronal en el sistema nervioso central y periférico, prevencion, reduccién o
inhibicion de las complicaciones de cirugia ocular {(como cirugia LASIK o PRK).

Se sabe que muchos otros miembros de la superfamilia del TGF-p también tienen
aplicaciones terapéuticas. Por ejemplo, se ha sugerido -que el factor neurotrofico derivado
de la linea de las células gliales (GDNF) es util en el tratamiento de muchas enfermedades
neurodegenerativas y neurologicas (como enfermedad de Parkinson, enfermedad de
neurona motora, enfermedad de Alzheimer, y corea de Huntington), asi como en la
cicatrizaciéon de las heridas, el tratamiento de tejido de la cicatrizaciéon y aplicaciones
oculares en el tratamiento del tejido corneal y las enfermedades de la cornea.

El Artemin (que también se conoce como neublastina o enovin) es adecuado para usar
en la la prevencion o el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, dolor neuropatico
y neuropatia.

El Neurturin tiene aplicaciones terapéuticas en la enfermedad de Parkinson y otras
enfermedades neuroldgicas. .

Se cree que el Perséphin reviste utilidad terapéutica en el tratamiento de afecciones
como inflamacidn, esclerosis muiltiple, neoplasias, cierre de heridas y otras lesiones,
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (sida), infecciones bacterianas, virales y otras,
inmunodeficiencia, enfermedad de Alzheimer, corea de Huntington, enfermedad de
Parkinson, isquemia cerebrovascular, y enfermedades degenerativas.

El BMP 15 (también conocido como Factor de Diferenciacion del Crecimiento 9B) es
atil en el tratamiento de la infertilidad femenina, en anticoncepcion, asi como en casos de
lesion dsea y cicatrizacion de heridas.

Otro miembro de la superfamilia, el GDF9, tiene utilidad terapéutica en el tratamiento
de la infertilidad femenina.

El Nodal se puede usar en el tratamiento de enfermedades musculares, osteoporosis,
osteoartritis, cicatrizacion de heridas, enfermedad periodontal y enfermedades del tejido
conectivo.

El BMP3 tiene usos médicos en los campos de las lesiones Oseas, osteoporosis,
cicatrizacion de heridas, lesiones del sistema nervioso, enfermedad neurodegenerativa,
enfermedad de Parkinson, enfermedad cerebrovascular y enfermedad renal. EI BMP3b se

puede usar en el tratamiento de las complicaciones del parto.
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El BMP-5 se puede usar para tratar muchas de las mismas indicaciones del BMP-3, asi

como osteoporosis, enfermedades del tejido conectivo, lesion e incluso cicatrizacion de

heridas, enfermedades (’)seés, enfermedades dentales, osteoartritis, enfermedad periodontal,

isquemia cerebrovascular, insuficiencia renal y lesion cerebral.

El GDF-5 (también conocido como factor morfogenético derivado del cartilago) se
puede usar en el tratamiento de artritis, artropatias y neoplasias.

El BMP10 se puede usar para tratar ostcoporosis, cicatrizacién de heridas, ulceras,
enfermedad periodontal, enfermedades Oseas, quemaduras, enfermedades del tejido
conectivo, tumores 6seos, Iesiones 0sea y neoplasias.

El BMP-8 (también conocido como proteina osteogénica 2) se puede usar en ¢l
tratamiento de enfermedades Oseas. »

El BMP-6 tiene aplicaciones terapéuticas en ¢! tratamiento de la isquemia
cerebrovascular y el cincer.

El BMP-7 se puede usar en el tratamiento de enfermedad renal, calcificacion,
enfermedades dentales, enfermedad de neurona motora, enfermedad de Parkinson,
enfermedad periodontal, enfermedades oOseases, isquemia cerebrovascular, insuficiencia
renal, lesion cerebral, tejido de la cicatrizacion, enfermedad musculoesquelética y
osteoporosis.

El BMP-2 se puede usar para tratar osteoporosis, enfermedades oseas incluidas las
enfermedades musculoesqueléticas y la enfermedad periodontal.

FE1 BMP-4 se puede usar en el tratamiento de enfermedades del rifion.

El GDF-3 tiene usos terapéuticos en el tratamiento de trastornos de la inmunidad, en
tanto que el GDF-I se puede usar en el tratamiento de lesiones del sistema nervioso,
esclerosis multiple y enfermedades neurolégicas.

El GDF-8 (también conocido como miostatina) se puede usar en la la prevencion o el
tratamiento de enfermedades consuntivas de los musculos y la diabetes no
insulinodependiente.

La familia de proteinas llamadas inhibinas se puede usar para tratar la infertilidad,
enfermedades hematologicas, anemia, carcinoma, leucemia y hiperfosfatemia y canceres,
asi como en anticoncepcion.

La activina tiene usos terapéuticos en los campos de la escleroderma, los trastornos de
la angiogénesis, ciéatrizacién y fibrosis, reestenosis, adherencias, endometriosis,
enfermedad isquémica, induccion de hueso y cartilago, fertilizacion in vitro, mucositis oral

y cicatrizacion de heridas.
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El GDE- 15 se pueden usar para tratar la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de
Alzheimer, esquizofrenia, isquemia cerebrovascular, demencia, trastornos de la inmunidad
y neoplasias. .

El factor inhibidor mulleriano (MIF), que también se conoce como hormona anti-
Mulleriana o MIS, se puede usar en el campo del cancer incluidas metéstasis, leucemia
linfoide, tumor de préstata, cancer del cuello uterino, tumores de la mama, tumores
oculares, tumores ovaricos, enfermedad endocrina, hemangioma, endometriosis,
inflamacion, melanoma, neoplasias, carcinoma, tumores de piel, tumores del tracto genital
femenino, enfermedades del sistema genital masculino, disfuncion eréctil y sindrome de
dificultad respiratoria.

El Ebaf (también conocido como Lefty) se puede usar en el tratamiento de

enfermedades del cuero cabelludo incluyendo la alopecia, escleroderma, ﬁbrosis, distrofia
muscular, neoplasias, enfermedades autoinmunes, tratamiento del tejido de la cicatrizacion,
cirrosis, fibrosis pulmonar, melanoma y carcinoma.
A pesar de los bien conocidos requisitos para las composiciones farmacéuticas que
comprenden miembros de la superfamilia del TGF-B, existen muchos problemas
reconocidos asociados con las composiciones que existen hoy en dia. Entre estos problemas
se encuentran la incapacidad comun para recuperar una proporcién de miembro de la
superfamilia del TGF-$ incorporado en una composicién dada (un problema que puede
surgir como resultado de la adsorcion del miembro de la superfamilia del TGF-f al material
de un recipiente en el cual se guarda la composicién), y una disminuciéon generalmente
observada en el tiempo de la actividad biol6gica de los miembros de la superfamilia del
TGF-B incorporados y almacenados en composiciones. Esto también tiene importantes
implicaciones en la manufactura de cualquier miembro de la superfamilia del TGF-B
terapéutico. o

Constituye un objeto de la presente invencion obviar o mitigar por lo menos algunos de
los problemas que se asocian con las composiciones farmacéuticas del estado de la técnica
que comprenden miembros de la superfamilia del TGF-B.

Conforme a la presente invencion se proporciona una composicion farmacéutica que
comprende un miembro de la superfamilia del TGF-p y un azicar provisto en
concentracion suficiente para permitir una mejora de la recuperacioén y/o un aumento de la
actividad biol6gica del miembro de la superfamilia del TGF-.

La presente invencién también proporciona el ﬁso de un azicar para mejorar la
recuperacion y/o aumentar la actividad biolégica de un miembro de la superfamilia del
TGF-B incorporado en una composicion farmacéutica. Se apréciaré que es posible valorar

el incremento de la actividad biolégica después de la recuperacion del TGF-p de la
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composicion. De preferencia la cantidad de un miembro de la superfamilia del TGF-p
recuperado de la composicion farmacéutica puede ser aumentada, y este miembro
recuperado de la superfamilia del TGF -B puede tener un aumento de su actividad biologica.
Los azicares y miembros adecuados de la superfamilia del TGF-B (y las concentraciones
tanto de lo aztcares y como miembros de la superfamilia) para usar de conformidad con
este aspecto de la invencién se pueden seleccionar con ‘base en cualquiera de las
consideraciones establecidas en otra parte en donde en esta especificacion hace referencia a
cualquiera de los aspectos o versiones de la invencion. En particular el TGF-pB; puede ser un
miembro adecuado de la superfamilia, y la maltosa puede ser un azicar preferido. La
combinacioén de maltosa y TGF- B3 puede ser especialmente preferida.

De preferencia un miembro de la superfamilia del TGF-B incorporado en una
composicion farmacéutica de conformidad con la invencion exhibira un aumento de su
actividad biologica (es decir, la actividad biologica exhibida por un miembro de la
superfamilia del TGF-B incorporado en una composicién farmacéutica de la invencion sera
mayor que por la misma cantidad del mismo miembro de la superfamilia incorporado en
una composicion del estado de la técnica).

Mas de preferencia, una composicion farmacéutica de la invencion debe permitir una
mejor recuperacion de un miembro de la superfamilia del TGF-B que ha sido incorporado, y
el miembro de la superfamilia ademas exhibird un aumento de su actividad biolégica.

Los inventores han encontrado que los efectos beneficiosos conferidos por las
composiciones farmacéuticas de conformidad con la invencion se pueden obtener usando
cualquier azicar de los que hasta ahora se han examinado. Sin embargo, se puede preferir
que las composiciones farmacéuticas de conformidad con la invencion comprendan un
azucar seleccionado de entre el grupo compuesto por maltosa, sacarosa glucosa y manosa.
Mas de preferencia, el azicar utilizado en las composiciones farmacéuticas de conformidad
con la invencion se puede seleccionar de entre ¢l grupo compuesto por maltosa y sacarosa,
y la maxima preferencia es que el aziicar sea maltosa.

Para aliviar cualquier duda, términos como “las composiciones farmacéuticas de la
invencién” (o similares) tienen por objeto abarcar no sdélo a las composiciones como
definidas en el primer, tercer y cuarto aspectos de la invencion, sino también a las
~composiciones farmacéuticas manufacturadas de conformidad con los usos de la invencion.

La presente invencidén se basa en el hallazgo de los inventores de que las composiciones
farmacéuticas que a comprenden miembros de la superfamilia del TGF-B en presencia de
azicares adecuados, o concentraciones adecuadas de azlicares, bridan numerosas ventajas
sorprendentes comparadas con las composiciones farmacéuticas conocidas del estado de la

técnica. Estas ventajas incluyen un aumento dedos a cinco veces en la recuperacién de los
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miembros de la superfamilia del TGF-f de las composiciones farmacéuticas de la
invencion, asi como un aumento de cuatro veces en la actividad biolégica de los miembros
de la superfamilia del TGF-p incorporados en dichas composiciones.

En una versién preferida de la invencién se proporciona una composicién farmacéutica
que comprende un miembro de la superfamilia del TGF-P y un azicar, el cual aziicar estd
presente a una concentracion de mas de 50 mg/mL, para usar como medicamento. Una
composiciéon de conformidad con la invencién puede comprender un aziicar provisto a una
concentracién de entre 51 y 200 mg/mL, de preferencia a una concentracioén de entre 60 y
150 mg/mL, mas de preferencia a una concentracion de entre 70 y 100 mg/mL, todavia mas
de preferencia a una concentracion de entre 80 y 95 mg/mL, y la mixima preferencia a una
concentracion de entre 85 y 90 mg/mL.

En otra versién preferida de la invencién se proporciona una composicion farmacéutica
que comprende un miembro de la superfamilia del TGF-f3 y un azicar seleccionado de entre
el grupo compuesto por glucosa y manosa, para usar como un medicamento.

Antes, el estado de la técnica habia sugerido que el azicar alcohol manitol representaba
una excipiente preferido para usar en las composiciones farmacéuticas que comprenden
miembros de la superfamilia del TGF-B. Los inventores han encontrado que Ias
composiciones farmacéuticas de conformidad con la presente invencion pfoporciona.n
ventajas.y efectos beneficiosos aun cuando se comparan con estas composiciones preferidas
del estado de la técnica. En efecto, las sorprendentemente eficaces composiciones de la
invencion permiten un aumento de dos a cinco veces en la recuperacion de un miembro de
la superfamilia del TGF-B incorporado comparado con esas formulaciones a base de
manitol, asi como hasta un aumento de cuatro veces en la actividad biologica.

Las composiciones de conformidad con la invencion proporcionan beneficios sobre el
estado de la técnica tanto en términos de la mejor recuperacion de los miembros de la
superfamilia del TGF-B como del incremento inherente de la actividad bioldgica de los
miembros de la superfamilia del TGF-p incorporados a tales composiciones. El estado de la
técnica no contiene indicacion de que los azilicares se puedan con tan gran provecho, y
ciertamente no contiene ninguna sugerencia de que el uso de composiciones que
comprenden azucares a una concentracién mayor de 50 mg/mL proporcionan cualquiera de
las ventajas identificadas por los inventores. »

El incremento de la recuperacion de los miembros de la superfamilia del TGF-8
incorporados en composiciones de conformidad con la invencién confiere numerosas
importantes ventajas sobre las composiciones conocidas previamente reveladas en el estado

de la técnica. Nada en el estado de la técnica sugiere que los azicares seleccionados de
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entre el grupo compuesto por glucosa y manosa puedan proporcionan estas ventajas

identificadas por los presentes inventores.

La persona versada en la técnica apreciard que existen ciertos contextos en los cuales

derivados, variantes y sales de azucares adecuados farmacéuticamente aceptables también
se pueden usar en las composiciones farmacéuticas de la invencion. Los derivados,
variantes o sales adecuados pueden ser los de un azicar seleccionado de entre el grupo

compuesto por maltosa, sacarosa glucosa y manosa, y en particular aquellos basados en

azucares seleccionados de entre el grupo compuesto por maltosa y sacarosa (mas de.

preferencia en el azicar maltosa). Con todo, los inventores creen que las ventajas
identificadas son conferidas con mas facilidad por el uso de los azlicares mismos. Esto obra
en contraposicién, y se debe distinguir del uso sugerido por el estado de la técnica de
agentes como azlcares alcoholes. En relacion con estas ventajas se apreciara que los
azcares alcoholes no se deben usar de conformidad con la presente invencion.

Los inventores han encontrado que las composiciones farmacéuticas de conformidad
con la invencién son adecuadas para usar con cualquier miembro de la superfamilia del
TGF-P. Segun esto, excepto alli en donde el contexto exija otra cosa, se puede asumir que
las referencias que se bagan a TGF-p o TGF-Ps comprenden la referencia a cualquier
miembro de la superfamilia del TGF-B. Se apreciara se ha de asumir que tales referencias
abarcan a todos los miembros conocidos de la superfamilia, y por lo menos a todos los
miembros de la superfamilia del TGF-p mencionados en la Figura 1. De preferencia el
" miembro de la superfamilia del TGF-B incorporado en las composiciones farmacéuticas de
conformidad con la presente invencion se puede seleccionar de entre el grupo compuesto
por TGF-B,, TGF-B 2 y TGF-B; (correspondiente a las Secuencia ID Nos. 1, 2 y 3
respectivamente como se muestra en la Figura 2). La méxima preferencia es que el
miembro de la superfamilia del TGF-p sea TGF-J;.

La persona versada en la técnica ademas apreciara que las composiciones farmacéuticas
de la invencién pueden incorporar mds de un miembro de Ja superfamilia del TGF-P. Tales
composiciones que incorporan miultiples miembros de la superfamilia del TGF-B pueden
ser preferidas en contextos en donde se desea aprovechar la ventaja de las combinaciones
de los miembros de la superfamilia del TGF-B que tienen una interaccion aditivo o
sinérgica en sus efectos terapéuticos o biologicos combinados. Segun esto, excepto en
donde el contexto exija otra cosa, se asumira que las referencias que se hagan a un miembro
de la superfamilia del TGF-B, y en especial a un miembro de la superfamilia del TGF-f8
incorporado en una composicion farmacéutica de la invencién, también comprenden las

composiciones que incorporan dos o mas miembros de la superfamilia del TGF-p.

N\
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Es bien conocido para las personas versadas en el estado de la técnica que las proteinas
como los miembros de la superfamilia del TGF-B tienen la tendencia a interactuar, en
especial con componentes hidrofobos de una composicién o recipiente de almacenramiento,
de manera que no se encuentran disponibles para ejercer sus actividades bioldgicas o
terapéuticas luego de la administracion de una composicion en la cual estan incorporadas.
Este problema resulta exacerbado con el almacenamiento de composiciones que contienen
miembros de la superfamilia del TGF-B. El almacenamiento de tales composiciones
aumenta la inaccesibilidad del miembro de la superfamilia del TGF-§ asi incorporado. Se
cree que la incidencia de la unién de las moléculas del miembro de la superfamilia del
TGF-B dentro de la cbmposici()n, asi como a los componentes de un recipiente en el cual la
composicién estd almacenada, aumenta con el tiempo-de almacenamiento. La union de las
moléculas del miembro de la superfamilia del TGF-B, ya sea dentro de la composicion
misma o a otros sustratos (como recipientes de almacenamiento), da lugar a la falta de
disponibilidad de las moléculas enlazadas para lograr su actividad biolégica y/o terapéutica.
Después de almacenamiento prolongado la reduccion de la actividad biolégica y/o
terapéutica disponible del miembro de la superfamilia del TGF-B incorporado puede
tornarse tan pronunciada que la composicion se torna biologica y/o terapéuticamente
ineficaz.

En comparacion con las composiciones farmacéuticas conocidas, como las que usan
manitol como excipiente, las composiciones farmacéuticas de conformidad con la presente
invencion permiten la recuperacién de una proporcién significativamente mas alta de la
cantidad total del miembro de la superfamilia del TGF-§ originalmente incorporado en una
composicion farmacéutica. Para estos propositos se puede suponer que la “recuperacion” de
un miembro de la superfamilia del TGF-B de una composicion se refiere a la proporcion del
miembro de la superfamilia del TGF-B incorporado en la composicion que esta disponible
para ejercer una actividad terapéutica y/o bioldgica cuando la composicidon se administra.
Un modelo con el cual se puede investigar la recuperacion de un miembro de la
superfamilia del TGF-p de una composicién farmacéutica de interés (ya sea una
composicion del estado de la técnica o una composicion de la invencion) esta descrito en la
seccion de Resultados Experimentales mas adelante. Se apreciard que, aunque el principal
provecho del aumento de la recuperacion reside en el incremento de la actividad biologica
que puede ser ejercido, cuando se valora la recuperacion el método empleado no tiene que
medir la actividad biolégica. En vez de esto, los métodos adecuados pueden basares en
indicios fisicos 0 quimicos como Ila cantidad de un miembro de la superfamilia del TGF-p

recuperada (p.¢j., el peso recuperable).
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Como se anotd antes, los inventores han encontrado que las composiciones
farmacéuticas de conformidad con la presente invencion permiten un aumento de dos a
cinco veces en la recuperacion de miembros incorporados de la superfamilia del TGF-§
comparados con las composiciones a base de manitol. Se pueden obtener dichos resultados
usando composiciones que emplean azucares a una concentracién mayor de 50 mg/mL.
Tipicamente, las composiciones farmacéuticas que usan sacarosa 0 manosa permiten un
aumento de dos a tres o mas veces en los miembros recuperables de la superfamilia del
TGF-B en comparacion con las del estado de la técnica. El aumento de la recuperacion que
se alcanza usando manosa comparada con manitol destaca la ventaja de usar azicares en
vez de az(cares alcoholes.

Como resultado de su capacidad de permitir una mejor recuperacion de los miembros
de la superfamilia del TGF-B incorporados en las composiciones, las composiciones
farmacéuticas de conformidad con la presente invencién confieren marcadas ventajas
comparadas con las composiciones del estado de la técnica. Se apreciard que, con el fin de
poder recuperar una cantidad terapéuticamente efectiva de un miembro de la superfamilia
del TGF-B con la administracion de una composicion del estado de la técnica, es necesario
incorporar en la composicién una mayor cantidad del miembro de la superfamilia del TGF-

B que 1 cantidad terapéuticamente efectiva que se desea recuperar (dado que una cierta

proporcion de la cantidad total del miembro de la superfamilia del TGF-B incorporado en

la composicion del estado de la técnica no podra ser recuperable, por ejemplo por la union
dentro de la composicion o al recipiente de almacenamiento). De acuerdo con esto, la
composicion del estado de la técnica tiene que ser manufacturada de manera que incorpore
una cantidad total equivalente la suma de:

i) la cantidad terapéuticamente efectiva del miembro de la superfamilia del TGF-$; y

ii) la cantidad del miembro de la superfamilia del TGF-p que no sera recuperable.

Dado que las composiciones farmacéuticas de la invencidn permiten una mayor
recuperacion de los miembros incorporados de la superfamilia del TGF-p, la cantidad total
del miembro de la superfamilia del TGF-B que se tiene que incorporar en tales
composiciones de manufactura (con el fin de permitir la recuperaciéon de la cantidad
deseada terapéuticamente efectiva del miembro de la superfamilia del TGF-B) puede ser
relativamente reducida. Se apreciara que la capacidad de alcanzar el efecto terapéutico
deseado con el uso de una composicién farmacéutica que incorporan una cantidad
relativamente pequefia de un miembro de la superfamilia del TGF-8 proporciona
considerables ventajas comerciales sobre el estado de la técnica.

A pesar de los avances hacia una mayor eficiencia y eficacia segin costos en la

manufactura de proteinas terapéuticamente utiles como los miembros de la superfamilia del
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TGF-B, estas proteinas bioldgica y terapéuticamente activas siguen siendo relativamente
costosas de producir v suelen ser los componentes mas costosos de las composiciones
farmacéuticas en las cuales se incorporan. En contraposicion, los azicares representan
compuestos relativamente econdémicos en las composiciones farmacéuticas. Se apreciara
que las composiciones de la invencion, en las cuales la cantidad de un miembro de la
superfamilia del TGF-B recuperable de la composicion se aumenta por medio de la
incorporacién en la composicion de azicares relativamente baratos, proporcionan
considerables ventajas econémicas sobre composiciones conocidas del estado de la técnica.

El aumento de la recuperacion de los miembros de la superfamilia del TGF-B
incorporados en las composiciones farmacéuticas de conformidad con la invencidén también
significa que tales composiciones tienen un aumento de la “vida util” comparados con
composiciones conocidas. Se apreciard que la capacidad de recuperar una mayor
proporcién de un miembro de la superfamilia del TGF-p de una composicion de la
invencion que ha sido almacenada significa que las composiciones de conformidad con la
presente invencién se pueden usar durante periodos mas largos después de su manufactura
que las composiciones del estado de la técnica. Por ejemplo, la tendencia de los miembros
de la superfamilia de! TGF-f incorporados en composiciones del estado de la técnica a
tornarse no recuperables de las composiciones después de un periodo de almacenamiento
prolongado se reduce drasticamente cuando se usan composiciones de la presente
invencion, Esta prolongacion de la vida 1til se mejora todavia mas por el nola tabla
aumento de la actividad ‘biolc')gica inherente de los miembros de la superfamilia del TGF-p
incorporados en composiciones de la invencién que se examinan mas adelante. _

Ademas de la mejora de la recuperacion de los miembros de la superfamilia del TGF-f
de las composiciones farmacéuticas de conformidad con la presente invencion, los
inventores han encontrado para su sorpresa que las composiciones farmacéuticas de
conformidad con la invencién también son capaces de aumentar provechosamente la
actividad biolégica inherente de los miembros de la superfamilia del TGF-B incorporados a
ellas.

La actividad biologica inherente de un miembro de la superfamilia del TGF-B
incorporado en las composiciones farmacéuticas de la invencion se puede medir, por
ejemplo, con referencia a la capacidad del miembro de la superfamilia del TGF-p a inhibir
la proliferacion de células epiteliales de pulmon de viséon (CEPV). Un modelo con el cual
se puede determinar la actividad bioldgica inherente de un miembro de la superfamilia del
TGF-B incorporado en una composicién de interés se presenta en la Seccion de Resultados

Experimentales mas adelante.



WO0/2007/007095 PCT/GB2006/062574

Como alternativa, la actividad bioldgica inherente que se va a valorar puede ser una
actividad que es especifica del Miembro de la superfamilia del TGF-B en cuestion. Por
ejemplo, en el caso de las composiciones farmacéuticas de la invencién que incorporan al
miembro preferido de la superfamilia del TGF-B TGF-B;, la actividad bioldgica inherente
puede ser la capacidad de reducir o inhibir la cicatrizacion o Ia fibrosis.

Los inventores han descubierto que algunos miembros de la superfamilia -del TGF-p
incorporados en las composiciones farmacéuticas de conformidad con la presente invencion
exhiben una actividad biologica hasta cinco veces mayor que la demostrada por miembros
de la superfamilia del TGF- incorporado en composiciones del estado de la técnica. Este
marcado incremento de la actividad biologica de los miembros de la superfamilia del TGF-
B incorporados en las composiciones farmacéuticas de Ia invencion representa una ventaja
sorprendente e importante de estas composiciones. En efecto, nada en el estado de la
técnica sugiere que las composiciones farmacéuticas de conformidad con la presente
invenciéon sean capaces de aumentar la actividad bioldgica de los miembros de la
superfamilia del TGF-B incorporados en ellas.

Se apreciard facilmente que la mejora de la actividad bioldgica exhibida por miembros
de la superfamilia del TGF-B incorporados en las composiciones farmacéuticas de
conformidad con la invencién supondrd una ventaja especial en contextos en los cuales se
‘desea usar la actividad biolégica de los miembros de la superfamilia del TGF-B de forma
terapéutica. Dado que casi todas las aplicaciones terapéuticas del miembros de la
superfamilia del TGF-f se basan en la actividad bioldgica del miembro de la superfamilia,
el incremento de la actividad biolégica de los miembros de la superfamilia del TGF-$
incorporados en composiciones conforme a la invencion corresponde directamente a un
aumento de la actividad terapéutica.

Existen muchos contextos terapéuticos en los cuales es sabido que se emplean las
composiciones farmacéuticas que incorporan miembros de la superfamilia del TGF-p.
Ejemplos de dichos contextoslincluyen el tratamiento de la cicatrizacion de las heridas; la la
prevencién o el tratamiento de la cicatrizacion; la la prevencion o el tratamiento de la
fibrosis; la aceleracion de la cicatrizacion de heridas; la promocion de la regeneracion
epitelial; la inhibicion de la cicatrizacion y/o la fibrosis; y aplicaciones terapéuticas de
osteoinduccion (p.ej., osteoinduccion en construccion; curacién y/o remodelacion de tejido
6seo) y en los demis contextos terapéuticos descritos en la introduccion.

Los inventores han encontrado que las composiciones farmacéuticas de conformidad
con la presente invencion son particularmente adecuadas para usar en el contexto de la
cicatrizacion de heridas y/o la fibrosis. Las composiciones farmacéuticas de conformidad

con la invencioén son adecuadas para usar en la promocion de la cicatrizacién de heridas con
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menor cicatrizacion; la la prevencién o el tratamiento de la fibrosis; la inhibicién de la
cicatrizacion y/o la fibrosis; la aceleracién de la cicatrizacion de heridas; y la promocion de
la regeneracion epitelial. Segun esto, se reconocera que las cofnposiciones farmacéuticas de
conformidad con la presente invencion se pueden usar en la preparacién de medicamentos
para:

i) la promocidn de la cicatrizacion de heridas con menor cicatrizacion; y/o

ii) la prevencion o el tratamiento de la fibrosis; y/o

iii) la inhibicién de la cicatrizacién y/o la fibrosis; y/o

iv) la aceleracion de la cicatrizacion de heridas; y/o v) la promocion de la regeneracion

epitelial.

Se apreciard que es posible separar (por lo menos hasta cierto punto) los beneficios en
términos de una mejor recuperacion de los miembros de la superfamilia del TGF-B de las
composiciones de la invencion y el incremento de la actividad biologica de los miembros
de la superfamilia de] TGF- incorporados en tales composiciones unos de otros de acuerdo
con la forma como se formulan las composiciones farmacéuticas. En otras palabras, se
pueden producir composiciones de conformidad con la presente invencion en las cuales:

1) la composicién confiere los beneficios tanto de una mejor recuperacion del miembro
de la superfamilia del TGF-B incorporado en ella, como de un aumento de la
actividad biologica del miembro de la superfamilia del TGF-p; o

ii) la composicion confiere:los beneficios de una mejor recuperacion del miembro de la
superfamilia del TGF-B incorporado en ella, pero no los de un aumento de su
actividad biologica; o

iii) la composicion no confiere una mejor recuperacion del miembro de la superfamilia

del TGF-B, pero si proporcionan un aumento de la actividad bioldgica del
mismo.

A continuacion se dan algunos ejemplos que ilustran estas diversas opciones.

Por ejemplo, las composiciones de conformidad con el primer aspecto de la invencion
pueden de preferencia comprender a un miembro de la superfamilia del TGF-f y un aziicar
a una concentracion efectiva (p.ej., mayor de 50 mg/mL) tanto durante el almacenamiento
de la composicion, que péra los presentes efectos se asume que abarca el tiempo que
transcurre entre la manufactura de la composicion y su eventual uso, y también en el time
en el cual composicion se¢ administra. Tales composiciones de conformidad con este
aspecto de la invencidn aprovechan las ventajas de una mejor recuperacion del miembro de
la superfamilia del TGF-p durante y después del almacenamiento, y también de un aumento

de la actividad biolégica del miembro de la superfamilia del TGF-$ cuando se administra.
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Se apreciara que las composiciones de conformidad con la presente invencién también
abarcan a aquellas composiciones en las cuales el aziicar esta presente a una concentracién
efectiva (p.ej., mayor de 50 mg/mL) durante el almacenamiento, pero en donde el azicar
estd presente at una concentracion menor en el momento de la administracion. Un ejemplo
tipico de esta a situacion es aquel en el cual la composicion se diluye antes de su
administracién. Aunque las composiciones de conformidad con esta version de la invencién
no comprenden un aziicar a una concentracion efectiva (p.ej., mayor de 50 mg/mL) en el
momento de la administracién de la composicion, las composiciones siguen beneficidndose
de la mejora de la recuperacién del miembro de la superfamilia del TGF-f después del
almacenamiento, y también de un aumento de la actividad biolégica del miembro de la
superfémilia del TGF-B en el momento de su recuperacion.

En otra versién de composiciones de conformidad con la presente invencion, la
concentracién efectiva (p.ej., mayor de 50 mg/mL) del azicar sélo se puede establecer
relativamente poco antes de la administracion de la composicién. Un ejemplo tipico de una
composicion conforme a esta version puede aquel en el cual sc adiciona un solvente a una
composicién por lo demas “seca” antes de su administracion para producir una
composicién en la cual el azicar tiene la concentracion efectiva requerida (p.j., mayor de
50 mg/mL). Las composiciones de conformidad con esta version de la invencion
proporcionan miembros de la superfamilia del TGF-B que tiene una actividad biologica
sorprendentemente alta (comparadas con las composiciones del estado de la técnica) en el
sitio en el cual se administran. Los problemas asociados con la recuperacién de los
miembros de la superfamilia del TGF-p después del almacenamiento en comparacién con
las composiciones del estado de la técnica se pueden obviar mediante el almacenamiento de
la composicién en un estado seco relativamente inerte.

En efecto, es tan ventajosa esta version de la invencion que, de conformidad con un
tercer aspecto de la invencién, se proporciona una composicion farmacéutica soluble que
comprende al miembro de la superfamilia del TGF-f y un azicar, en donde el azicar se
proporciona en una proporcion tal que, al ser disuelta la composicion para alcanzar una
solucién fisiolégica, el azicar se proporciona a una concentracion suficiente para permitir
una mejor recuperacién y/o un aumento de la actividad biolégica del miembro de la
superfamilia del TGF-B. De preferencia el azicar se proporciona en una proporcion tal que
al ser disuenta la composicién para alcanzar una solucion fisiologica la concentracion del
aziicar es mayor de 50 mg/mL, El azicar de preferencia puede ser maltosa.

De preferencia una composicion farmacéutica de conformidad con este tercer aspecto
de la invencién puede ser una composicion farmacéutica hidrosoluble. Una solucion

fisiologica de conformidad con este aspecto de la invencion puede ser una solucién que
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tiene concentracién u osmolalidad fisiolégicas. Por ejemplo, una composicion farmacéutica
soluble de conformidad con este aspecto de la invencién adecuada para inyeccién en
mamiferos podra, al ser disuelta la composicion, alcanzar una osmolalidad de
aproximadamente 290 miliosmoles (osmoles por litro). Se apreciard que | composiciones de
conformidad con este tercer aspecto de la invencion confieren todas las ventajas
relacionadas con un aumento de la actividad biolégica del miembro de la superfamilia del
TGF-p incorporado en ellas que se encuentran en las composiciones de conformidad con el
primero y el segundo ‘aspectos de la invencion. Segun esto, las composiciones de
conformidad con este tercer aspecto de la invencion son adecuadas para todos los usos
médicos o terapéuticos arriba descritos en relacion con las composiciones de conformidad
con el primero y el segundo aspectos de la invencion.

Uno de los factores que determinan si una composicion se considera o no adecuada para
ser inyectada en mamiferos como los seres humanos es la concentracion de iones de sodio
presente en la composicion en el momento de la administracion. Segln esto, en un cuarto
aspecto de la invencion, se proporciona una composicion farmacéutica soluble que
comprende un miembro de la superfamilia del TGF-p, una fuente de iones de sodio, y un
azhcar, las cantidades de la fuente de iones de sodio y del azicar son tales que al ser
disuelta la composicion para producir una concentracion de sodio de entre 130 y 160
mEg/L, la concentracion del azicar es suficiente para permitir una mejor recuperacion y/o
un aumento de la actividad biologica del miembro de la superfamilia del TGF-B. De
preferencia, las cantidades de la fuente de iones de sodio y del azicar son tales que al ser
disuelta la composicion para producir una concentracion de sodio de entre 130 y 160
mEq/L la concentracion del azicar es mayor de 50 mg/mL. El aziicar de preferencia es
maltosa. Las fuentes de iones de sodio adecuados para usar en las composiciones
farmacéuticas inyecla tabla son bien conocidas para la persona versada en la técnica. De
preferencia, las composiciones de conformidad con este cuarto aspecto de la invencion
pueden ser composiciones hidrosolubles. Se apreciara ademés que estas composiciones del
cuarto aspecto de la invencidn también se pueden emplear de conformidad con los usos
médicos o terapéuticos arriba descritos.

Ademas del uso de las composiciones farmacéuticas de conformidad con la invencion
en aplicaciones terapéuticas, la persona versada en la técnica también apreciarda que el
incremento de la actividad biologica exhibido por las composiciones conforme a la
invencién también pueden ser de provecho en contextos en los cuales la actividad biologica
de los miembros de la superfamilia del TGF-B se va a utilizar para prop6sitos no
terapéuticos. Lo usual es que dichos*usos no terapéuticos de los miembros de la

superfamilia del TGF-B pueden estar relacionados-con su uso para propositos investigativos
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o experimentales. Segilin esto, la invencién también proporciona composiciones como las
mencionadas en los primero, segundo o tercer aspectos de la invencién no para usar como
medicamentos, y en especial para usos investigativos o experimentales.

Los inventores han encontrado que aunque las ventajas conferidas por las
composiciones farmacéuticas de conformidad con la presente invencion ‘se tornan
disponibles a través de todas las formulaciones examinadas, las composiciones
farmacéuticas de la invencién son particularmente provechosas cuando se formulan para
administracién por inyeccion. Mas de preferencia, las composiciones farmacéuticas de
conformidad con la invencion se pueden formular para inyeccion intradérmica, o se pueden
formular para inyeccién subcutanea. Las formulaciones méds adecuadas para inyeccion
intradérmica y/o inyeccién subcutdnea seran bien conocidas de la persona versada en la
técnica.

Las composiciones farmacéuticas de conformidad con la invencion adecuadas para
administracién parenteral localizada (p.ej., intradérmica, intramuscular y subcutanea) y
administracién parenteral sistémica (p.¢j., intravenosa ¢ intraarterial) se pueden preparar
mezclando un miembro de la superfamilia del TGF-B y un azicar (ambos con el grado
deseado de pureza) con vehiculos, excipientes o estabilizadores opcionales fisiologicamente
aceptables en la forma de formulaciones en polvos liofilizados y no liofilizados para
reconstitucion previa al uso, soluciones no acuosas y acuosas, y formulaciones semisolidas.
Los vehiculos aceptables, incluidos los excipientes, son atéxicos para quienes las reciben en
las dosificaciones y concentraciones empleadas, e incluyen, pero sin limitaciones,
amortiguadores como fosfatos, citratos, y otro acidos orgénicos; antioxidantes incluidos
acido ascorbico y metionina; modificadores de la tonicidad como cloruro de sodio, glicerol,
y similares; preservativos como cloruro de octadecildimetilbencilamonio; cloruro de
hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio; fenol, alcohol butilico o
bencilico; alquil parabenos como metilo y/o propilo y/o butilparabeno; catecol; resorcinol;
ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); bajo peso molecular polipéptidos (comprende menos
de cerca de diez residuos de aminodcido); proteinas, como albiimina sérica, gelatina, o
inmunbglobulinas; polimeros hidrofilicos como polivinilpirrolidona; aminodcidos como
glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina, o lisina; carbohidratos incluidas las
dextrinas; agentes quelantes como EDTA; contraiones formadores de sales como sodio;
complejos metélicos (p.ej., complejos Zn-proteina); surfactantes aniénicos como jabones de
acidos grasos, sulfatos de acilo, o sulfosuccinatos de acilo; surfactantes cationicos, como
alquilaminas primarias, secundarias, terciarias o cuaternarias; surfactantes no io6nicos, por
ejemplo, ésteres de sorbitan o ésteres policthoxilados de 4cidos acilicos, copolimeros de

oxido de polietileno y 6xido de polipropileno.



WO0/2007/007095 PCT/GB2006/002574

A manera de ejemplo, una composicion farmacéutica de la invencion en la forma de
una solucion estéril adecuada péra administracién parenteral, pueden incluir los siguientes
constituyentes ademas del miembro de la superfamilia del TGF-f y azticar:

Amortiguador de fosfato 0,01 Ma 0,1 M, y

Cloruro de sodio hasta 0,9% p/v (para alcanzar la isotonicidad con la sangre para
alcanzar la isotonicidad con la sangre, 290-300 mOsm/L), y

0,1 mg/mL de mono-oleato de polioxietileno de sorbitan (Tween™ 80).

Se puede preparar una “torta” de polvo liofilizado de la anterior solucion.

Dicha composicién farmacéutica de conformidad con la invencion se podria presentar
en la forma de un vial, una ampolleta, 0 una jeringa prellenada de bien sea; una solucion
estéril, una suspension estéril 0 cualquier otra forma de presentacion farmacéuticamente
acepla tabla idonea para administracion parenteral localizada del farmaco.

La mejor recuperacion y el aumento de la actividad biologica de los miembros de la
superfamilia det TGF-§ incorpofados en las composiciones farmacéuticas de conformidad
con la invencion generalmente significan que se pueden usar como un alternativa de los
abordajes existentes, como Ia liofilizacién, que se usa para mejorar las vidas utiles de las
composiciones que contienen miembros de la superfamilia del TGF-P. Segun esto, se puede
en general preferir que una composicién farmacéutica de la invencion sea no liofilizada. No
obstante, se puede desear usar técnicas conocidas, como la liofilizacién, de conformidad
con las composiciones de la invencion. Estas técnicas pueden prolongar todavia mas vida
atil de las composiciones farmacéuticas de la invencion, y se pueden usar para producir, por
ejemplo, un polvo liofilizado estéril adecuado para reconstitucion.

Las composiciones farmacéuticas de conformidad con la invencion se pueden formular
para usar en el ojo (por ejemplo, como colirios), 0 como instilados intraperitoneales.

Como alternativa, o ademads, las composiciones farmacéuticas de conformidad con la
invencion se pueden formular para administracion topica. La administracion topica de las
composiciones farmacéuticas de conformidad con la invencion puede ser especialmente
preferida en el contexto del seguimiento de un sitio en el cual el miembro de la superfamilia
del TGF-P esta ejerciendo un efecto terapéutico.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion adecuadas para administracion topica
(p.e)., transdémﬁca/cuténea, ocular, 6tica, nasal, faringea, bucal, rectal, vaginal, uretral) se
pueden preparar mezclando un miembro de la superfamilia del TGF-3 y un aztcar (ambos
con ¢l grado deseado de pureza) con vehiculos , excipientes o estabilizadores opcionales
fisiologicamente aceptables en la forma de formulaciones en polvo liofilizadas o no
liofilizadas, soluciones no acuosas o acuosas, no dispersiones/suspensiones acuosas 0

acuosas, incluidas emulsiones y formulaciones semisélidas. Los vehiculos aceptables,
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incluidos los excipientes, son atéxicos para quienes las reciben a las dosificaciones y
concentraciones empleadas, e incluyen, pero sin limitaciones, agua purificada, selucion
salina, solucién salina con amortiguador de fosfato (PBS) solucién de Ringer, solucion de
lactato de Ringer, soluciones hidro-alcohdlicas, polietilenglicol (PEG), propilenglicol (PG),
fosfatos, acetatos, gelatina, colagenos, Carbopol 934™ (BF Goodrich Corp.), aceites y
ceras vegetales y sintéticos, surfactantes anidnicos como jabones de acidos grasos, sulfatos
de acilo, o sulfosuccinatos de acilo; surfactantes catidnicos, como alquilaminas primarias,
secundarias, terciarias o cuaternarias; surfactantes no iénicos, por ejemplo, ésteres de
sorbitdn o ésteres poliethoxilados de &cidos acilicos, copolimeros de éxido de polietileno y
6xido de polipropileno, y similares. Las composiciones farmacéuticas de la invencién
- pueden ademas incluir agentes preservativos, estabilizadores, antioxidantes,
antimicrobianos y amortiguadores adecuados coino, por ejemplo, metilo y/o propilo y/o
butiloparabenos, hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), écido
citrico, 4cido ascorbico, y similares. Las bases de emulsion, crema o pomada ttiles en la
formulacién pueden incluir cremas y emulsiones de base acuosa (accite en agua), cremas y
emulsiones de base oleosa (agua en aceite), pomadas (hidrocarburos emulsionantes y no
emulsionantes), geles, hidrogeles, y similares. Otras formulaciones para administracion
topica pueden incluir aerosoles, vendajes, y otros apdsitos para herida. Como alternativa la
composibién farmacéutica de la invencion puede incorporarse o encapsularse en una matriz
o membrana adecuada de polimero, proporcionando de esta suerte un dispositivo de
liberacion prolongada adecuado para poner, o implantar en el sitio que se va a tratar.

Una composicién farmacéutica de la presente invencion en la forma de un hidrogel
semisolido adecuado para administracion topica puede ademas comprender los siguientes
constituyentes (ademas del miembro de la superfamilia del TGF-B y el azucar):
hidroxicelulosa 0,1% p/v a 2,0% p/v, y
Carbopol 934™ (,1% p/v a 1,0% p/v (BF Goodrich Corp.), y
Propilenglicol 10 a 20% p/v, y
Metilparaben 0,005% p/v a 0,020% p/v, y
Propilparaben 0,005% p/v a 0,020% p/v, y
Hidréxido de sodio o acido clorhidrico c.s. para pH 4 - 10
Agua purificada, c.s. para 100% p/v

Las composiciones farmacéuticas adecuadas de la invenciéon se pueden presentar en
forma de a frasco, pote, tubo, aerosol, ya sea de una solucion estéril; polvo estéril
liofilizado o no liofilizado polvo estéril liefilizado o no liofilizado para reconstitucion,
dispersion/suspension estéril, semisolido estéril, o cualquier otro forma de presentacion

farmacéuticamente acepla tabla para la administracion tépica de un farmaco.
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Las composiciones farmacéuticas de la invencion adecuadas para administracioén oral se
pueden preparar mezclando el miembro de la superfamilia del TGF-p y el azicar (ambos
con el grado deseado de pureza) con vehiculos , excipientes o estabilizadores opcionales
fisiolégicamente aceptables en forma de polvo o formulaciones en granulos, soluciones no
acuosas o acuosas, formulaciones en dispersion/suspension no acuosas o acuosas incluidas
emulsiones, formulaciones semisdlidas, tabletas (no recubiertas o recubiertas) o capsulas
(duras o blandas) que tienen caracteristicas ya sea de liberacion inmediata y/o liberacion
modificada (entérica/retardada/sostenida). Los vehiculos aceptables, incluidos los
excipientes, son atoxicos para quienes los reciben a las dosificaciones y concentraciones

empleadas, ¢ incluyen, pero sin limitaciones, agua purificada, solucion salina, solucion
| salina con amortiguador de fosfato (PBS) solucion de Ringer, solucion de lactato de Ringer,
soluciones hidro-alcohélicas, celulosa y derivados de la celulosa, almidén y almidones
modificados, polietilenglicol (PEG), propilenglicol (PG), fosfatos, acetatos, gelatina,
colagenos, Carbopol 934™ (BF Goodrich Corp.), aceites y ceras vegetales y sintéticos,
surfactantes anidnicos como jabones de dcidos grasos, sulfatos de acilo, o sulfosuccinatos
de acilo; surfactantes cationicos, como alquilaminas primarias, secundarias, terciarias o
cuaternarias; surfactantes no ibnicos, por ejemplo, ésteres de sorbitdin o ésteres
poliecthoxilados de 4cidos acilicos, copolimeros de o6xido de polietileno y oxido de
polipropileno, y similares.

El miembro de la superfamilia del TGF-B se puede dispersar dentro de una formulacion
liquida ya sea como una suspension dentro del liquido (por ejemplo como una suspension
coloidal), o disuelto dentro del liquido como una solucion. Para los presentes propositos, se
puede considerar que una solucion comprende un solvente liquido a través del cual se
dispersa una distribucion homogénea de un miembro de la superfamilia del TGF-$ que no
se asentara mas adelante en la solucion.

Las composiciones farmacéuticas de conformidad con la presente invencion pueden de
preferencia comprender soluciones acuosas. Las composiciones farmacéuticas adecuadas
pueden ser composiciones liquidas, o como alternativa, pueden ademas comprender agentes
espesantes de manera que se forma un gel o una composicion semisolida. Los agentes
espesantes adecuados son bien conocidos de la persona versada en la técnica, e incluyen
metilcelulosa. El uso de agentes espesantes en las composiciones farmacéuticas de
conformidad con el primero, segundo o tercer aspectos de la invencion pueden ser
provechosos en varios contextos. En especial, el uso de agentes espesantes en
composiciones de la invencion puede ser provechoso para asegurar que la composicion se
retiene en el sitio en el cual se administra y en el cual se desea que la composicion tenga su

efecto biologico o terapéutico. Esta ventaja es de provecho en relacion medicamentos
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topicos, y puede ser aplicable tanto a medicamentos para aplicacién externa (como cremas
o geles espesados) y medicamentos para aplicacion interna (por ejemplo, geles espesados
para inyeccion local). Se apreciara que las formulaciones tixotropicas de las composiciones
farmacéuticas de conformidad con la invencion pueden ser provechosas en varias
aplicaciones como, por ejemplo, en el uso de aerosoles nasales o inhaladores empleados
para administrar composiciones a los pulmones (que de otra forma pueden ser
relativamente inaccesibles) para la prevencion o el tratamiento de la fibrosis o cicatrizacion
pulmonar. |

Las composiciones farmacéuticas de la invencion de preferencia se pueden proporcinar
en recipientes preflenados que contienen la composicion. Dichos recipientes prellenados
proporcionan ventajas en términos de su. capacidad de administrar rapidamente las
composiciones, y en especial las composiciones previamente esterilizadas, en la
localizacién en la cual se va a emplear la composicion. Los recipientes adecuados se
pueden seleccionar con referencia a la formulacion elegida y el método o via por la cual se
va a administrar la composicién, y tipicamente incluiran recipientes como viales o jeringas.
La provision de las composiciones farmacéuticas que comprenden miembros de la
superfamilia del TGF-B en tales recipientes prellenados ya se ha puesto en tela de juicio por
la tendencia de la proteina miembro de la superfamilia del TGF-B a adherirse a las paredes
del recipiente con el tiempo. Ademds, la tendencia de los miembros de la superfamilia del
TGF-p almacenados en recipientes a degeneraf y perder actividad con el tiempo también ha
limitado la utilidad de las composiciones que comprenden miembros de la superfamilia del
TGF-p prellenadas y almacenadas de esta forma. Asi pues, las composiciones
farmacéuticas de la presente invencion proporcionan una solucién a falencias del estado de
la técnica que previamente han impedido o desalentado la provision de recipientes
prellenados por lo demis deseables, y en especial de los recipientes que contienen
composiciones estériles.

Como ya se indic6, las composiciones farmacéuticas de la invencién son idoneas para
uso terapéutico. Segln esto, en un quinto aspecto de la invencion se proporciona un método
de tratamiento que comprende administrar a un individuo que necesita de la actividad
terapéutica de un miembro de la superfamilia del TGF-B una cantidad terapéutica de una
composicion de conformidad con el primerd, segundo, tercero o cuarto aspectos de la
invencion. Se entendera que la actividad terapéutica abarca la terapia profilictica, incluida
la la-prevencion de enfermedades o afecciones que se pueden tratar usando la actividad
terapéutica del miembro de la superfamilia del TGF-p.

Un uso preferido de las composiciones farmacéuticas conforme a la invencion se da en

el contexto de la cicatrizaciéon de heridas o la prevencion/reduccién de la formacion de
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cicatrices. Los inventores han encontrado que las composiciones farmacéuticas de la
invencion se pueden usar en la prevencion y/o inhibicion de la formacién de cicatrices.
Como alternativa o adicionalmente las composiciones farmacéuticas de la invencion se
pueden usar en la prevencién o el tratamiento de la fibrosis. Las composiciones
farmacéuticas de la invencién también se pueden usar para promover la cicatrizacion de las
heridas. En la promocion de la cicatrizacion de las heridas o la prevencion o inhibicién de
la formacién de cicatrices puede ser preferible o necesario administrar la composicion
farmacéutica antes o después de la formacion de la herida. Seglin esto, la composicion
farmacéutica estara presente en el area afectada, bien sea merced a su introduccién en la -
herida, o por la formacién de la herida en un sitio en el cual la composicion farmacéutica ya
se encuentra presente (en virtud de una administracién previa). En consecuencia se
apreciard que las composiciones farmacéuticas de conformidad con la invencion de
preferencia se pueden formular de manera que sean bien toleradas por el sitio afectado. Las
formulaciones para aplicacion una heridas pueden de preferencia hacer uso de un vehiculo
farmacéutico que es relativamente “suave”. Los vehiculos adecuados pueden ser
biocompatibles, biodegradables y bioreabsorbibles y biorresolubles. Las formulaciones
preferidas pueden excluir sustancias que estimulan la inflamacién, y de preferencia pueden
incluir agentes antiinflamatorios.

Un método adecuado por el cual se puede valorar la prevencion o inhibicion de la
cicatrizacion se describe en la solicitud copendiente de los inventores publibada como
W02006/064207.

Tan beneficioso es el uso de las composiciones farmacéuticas de conformidad con la
invencion en la curaciéon de las heridas y la inhibicion de la formacion de cicatrices que, en
un sexto aspecto de la invencion, se proporciona un método para promover la curacion de
las heridas o la inhibicion de la formacion de cicatrices, el cual método comprende
administrar a un paciente que tiene la necesidad de dicha promocion o inhibicion una
cantidad terapéuticamente efectiva de una composicion farmacéutica de conformidad con el
primero, segundo, tercero o cuarto aspectos de la invencién. En el contexto de la presente
invencion, se puede considerar que la promocion de la curacién abarca un aumento de la
velocidad de curacién o un aumento de la calidad de la curacién. Se puede considerar que
la inhibicién de la formacién de cicatrices abarca cualquier grado de inhibicion (que puede
variar desde inhibicién parcial hasta inhibicién total) de la formacion de cicatriz asociada
con la curacién de las heridas o otros procesos fibroticos que se caracterizan por el dep6sito
anormal o excesivo de tejido fibroso. Las composiciones farmacéuticas y métodos de
tratamiento de la invencién pueden revestir especial utilidad en la prevencién, reduccion,

inhibicién o tratamiento de la cicatrizacién (fibrosis) asociada con trastornos fibréticos
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seleccionados de entre el grupo compuesto por: fibrosis cuténea; escleroderma; fibrosis
sistémica  progresiva; fibrosis  pulmonar; fibrosis muscular;  fibrosis renal;
glomeruloesclerosis; glomerulonefritis; fibrosis uterina; renal fibrosis; cirrosis del higado,
fibrosis hepatica; enfermedad pulmonar obstructiva crénica; ﬁbrosis posterior al infarto de
miocardio; fibrosis del sistema nervioso central, como la fibrosis que sigue al ACV; fibrosis
asociada con trastornos neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer o la
esclerosis multiple; fibrosis asociada con vitreorretinopatia proliferativa (PVR); reestenosis;
endometriosis; enfermedad isquémica y fibrosis por radiacion. Los medicamentos y
métodos de tratamiento de la invencién también pueden ser utiles en la prevencion,
reduccién o manejo de la fibrosis asociada con la artritis reumatoide.

La prevencion o el tratamiento de conformidad con la presenie invencion pueden ser
particularmente ttiles en el caso de heridas que corren el riesgo de sufrir un proceso de la
cicatrizacion o una respuesta de la cicatrizacion aberrantes. Por ejemplo, la prevencién o el
tratamiento de conformidad con el sexto aspecto de la invencion puede ser especialmente
preferida en el tratamiento de lesiones cronicas (como ulceras) o de heridas predispuestas a
convertirse en lesiones crénicas (por ejemplo, las heridas de los diabéticos, los ancianos o
los pacientes con polifarmacia).

La prevencion o el tratamiento de conformidad con el sexto aspecto de la invencién
también pueden ser de especial provecho en el tratamiento de cicatrices patologicas (como
los queloides o cicatrices hipertréficas) o de heridas predispuestas a convertirse en
cicatrices patologicas (como las quemaduras, las heridas en los nifios, las heridas de
individuos de ascendencia afrocaribefia o mongoloide, o las heridas situadas en lugares de
tension de la piel).

Las composiciones farmacéuticas de conformidad con la presente invencion son
especialmente apropiadas para administrarlas a la piel como, por ejemplo, en el tratamiento
de heridas dérmicas. No obstante, las composiciones se pueden usar efectivamente en el
tratamiento de otros tipos de heridas incluidas, pero sin limitaciones, heridas en el ojo;
heridas del sistema digestivo; heridas del sistema nervioso; heridas del sistema urogenital,
heridas el sistema respiratorio; heridas de los rifiones; heridas de los tendones y ligamentos
y heridas del corazén o el sistema circulatorio, adherencias formadas después de lesiones y
reestenosis. Los inventores piensan que las composiciones farmacéuticas y lbs métodos de
tratamiento de la invencién son adecuados para usar en la piel; en el ojo (incluida la
prevencion, reduccion o inhibicion de la cicatrizacion que resulta de la cirugia ocular como
cirugia LASIK o PRK); en receptores de sangre; uso en el sistema nervioso central o
periférico (en donde la prevencion, reduccién o inhibicion de la cicatrizacion pueden

acrecentar la reconexion neuronal); en tendones, ligamentos o musculos; en la cavidad oral,
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incluidos los labios y el paladar (como en la prevencién, reduccion o inhibicién de la
cicatrizacién que resulta del tratamiento del labio leporino o el paladar hendido); en los
6rganos internos como el higado, corazon, cerebro, tejidos digestivos y tejidos
reproductivos; y en cavidades del organismo como las cavidades abdominal, pélvica y
toracica (en donde la prevencién, reduccién o inhibicién de la cicatrizacion puede reducir ¢
numero de incidencias de formacion de adherencias o el tamafio de las adherencias
formadas). Los medicamentos y métodos de la invenciéon se pueden usar para prevenir,
reducir o inhibir adherencias, como las que se presentan en el abdomen, la pelvis o la
columna vertebral. Se prefiere especialmente que los medicamentos y métodos de la
invencién se usen para prevenir, reducir o inhibir la cicatrizacion de la piel (cicatrizacion
dérmica).

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién de preferencia se pueden
administrar antes de la herida o de comienzo del proceso de la cicatrizacion (el cual para el
presente proposito debe asumirse que incluye la fibrosis asociada con trastornos fibroticos).

- La composicién farmacéutica puede ser administrada hasta 24 horas antes de la herida, de
preferencia hasta diez horés antes de la herida, mas de preferencia hasta cinco horas antes
de la herida, y la méxima preferencia hasta una hora antes de la herida. Se apreciard que la
administracién de las composiciones farmacéuticas de conformidad con la invencion antes
de la herida o el comienzo de la cicatrizacion reviste particular utilidad en el caso de
heridas electivas (como las que se asocian con procedimientos quirdirgicos) o situaciones en
las cuales existe el riesgo reconocido de la iniciacion de la cicatrizacion (es decir, la
predisposicion a la fibrosis o la exposicion a estimulos que pueden inducir la fibrosis).

Como alternativa, la composiciéon farmacéutica puede ser administrada después de la
herida o el comienzo de la cicatrizacién. En el caso de la administracion de la composicion
farmacéutica después de la herida, se puede preferir que la composicion farmacéutica sea
administrada inmediatamente después de la herida, o por lo menos lo mas pronto posible
después de la herida (por ejemplo, después de la admision al hospital de un paciente herido
puesto a cargo de un médico). En el caso de la administracion de la composicion
farmacéutica después del comienzo de la cicatrizacién, como en el proceso de la
cicatrizacion que surge como resultado de un trastorno fibrético, la composicion de
preferencia se puede administrar inmediatamente después de que se ha reconocido la
iniciacién de la cicatrizacion. En cualquier caso, la composicion farmacéutica de
preferencia se puede administrar hasta una semana después de la herida o el comienzo de la
cicatrizacion, mas de preferencia hasta 24 horas después de la herida o el comienzo de la

cicatrizacion, todavia mas de preferencia hasta cinco horas, todavia mas de preferencia
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hasta cinco horas, y la maxima preferencia hasta una hora después de la herida o el
comienzo de la cicatrizacion.

Las composiciones farmacéuticas de conformidad con la invencion se pueden formular
para aplicacion tépica. Las formulaciones adecuadas de conformidad con esta version de la
invencion pueden incluir formulaciones en liquido, crema, pomada o gel, o formulaciones
en aerosol.

Los métodos o medicamentos de la invencion se pueden usar de forma profilactica, en
sitios en donde no existe herida pero en donde se va a formar una herida que de otra forma
conduciria a la formacion de una cicatriz o herida cronica. Por ejemplo, los medicamentos
de conformidad con la invencion se pueden administrar a sitios que van a sufrir una herida
como resultado de procedimientos electivos (como cirugia), o a sitios de los que se cree que
tienen un riesgo elevado de sufrir una herida. Se puede préferir que los medicamentos de la
invencién sean administrado al sitio inmediatamente antes de la formacion de una herida
(por ejemplo en el periodo de hasta seis horas antes de la herida) o los medicamentos se
pueden administrar en un tiempo mas precoz antes de la herida (por ejemplo, hasta 48 horas
antes de que se forme la herida). La persona versada en la técnica apreciara que los tiempos
mas preferidos de administracion antes de la formacién de una herida estaran determinados
de acuerdo con varios factores, incluidos la formulacion y la via de administracién del
medicamento seleccionado, la dosificacion del medicamento que se va a administrar, el
tamafio y la naturaleza de la herida que se va a formar, y la situacion bioldgica del paciente
(que se puede determinar con respecto a factores como la edad, el estado de salud y la
predisposicion a sufrir complicaciones de la curacion o cicatrizacion adversa). El uso
profilactico de los métodos y medicamentos de conformidad con la invencion es una
version preferida de la invencién, y es especialrhente preferido en la promocién de la
cicatrizacion acelerada de heridas que tienen una cicatrizacion reducida en el contexto de
las heridas quirtrgicas.

Los métodos y medicamentos de la invencion también son capaces de promover la
cicatrizacion acelerada de las heridas que tienen cicatrizacion reducida si se administran
después de que la herida ha sido formada. Se prefiere que dicha administracién tenga lugar
lo mas pronto posible después de la formacion de la herida, pero los agentes de la invencion
son capaces de promover la cicatrizacién acelerada de heridas que tienen una cicatrizacion
reducida en cualquier momento hasta la terminacién del proceso curativo (es decir, incluso
en el evento de que una herida haya sanado parcialmente, los métodos y medicamentos de
la invencion se pueden usar para promover la cicatrizacion acelerada de heridas que tienen
una cicatrizacion reducida con respecto a la porcion remanente que falta por sanar). Se

apreciard que la “ventana” en la los métodos y medicamentos de la invencién se pueden
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usar para promover la cicatrizacién acelerada de heridas que tienen una cicatrizacion
reducida depende de la naturaleza de la herida en cuestion (incluido el grado del dafio que
se ha presentado, y el tamafio del area lesionada). Asi las cosas, en el caso de una herida
grande, los métodos y medicamentos de la invencién se pueden administrar relativamente
tarde en la respuesta curativa y seguir siendo capaces de promover la cicatrizacion
acelerada de heridas que tienen una cicatrizacion reducida. Los métodos y medicamentos
de la invencion pueden, por ejemplo, de preferencia ser administrados dentro de las
primeras 24 horas después de formada la herida, pero todavia pueden promover la
cicatrizacion acelerada de heridas que tienen una cicatrizacién reducida si se administran
hasta diez, o mas, dias después de la formacion de la herida.

Los métodos y medicamentos de la invencion se pueden administrar en una 0 mas
ocasiones segiin sea el caso con el fin de promover la cicatrizacion acelerada de heridas que
tienen una cicatrizacion reducida. Por ejemplo, se pueden administrar cantidades
terapéuticamente efectivas de los medicamentos a una herida con tanta frecuencia como se
requiera hasta cuando se termine el proceso curativo. Por ejemplo, los medicamentos de la
invencion se pueden administrar una o dos veces al dia a una herida durante por lo menos
los primeros tres dias siguientes a la formacion de la herida.

La maxima preferencia es que los métodos o medicamentos de la invencién se
administren tanto antes como después de la formacion de la herida. Los inventores han
encontrado que la administracion de los medicamentos de la invencién inmediatamente
antes de la formacion de una herida, seguida de la administracién diaria de dichos agentes
en los dias siguientes reviste particular eficacia en la promocion de la cicatrizacion
acelerada de heridas que tienen una cicatrizacion reducida.

Se apreciard que la cantidad de una composicion farmacéutica de conformidad con la
invencion que se debe aplicar a una herida depende de varios factores como la actividad
biologica y la biodisponibilidad del miembro de la superfamilia del TGF-B incorporado en
el medicamento. Esto, a su vez, puede depender de factores como la identidad del miembro
de la superfamilia del TGF-B y el modo de administracion de la composicion. Otros
factores que determinan una cantidad terapéutica adecuada de una composicion de
conformidad con la invencion pueden incluir:

i) La vida media del miembro de la superfamilia del TGF-8 en el sujeto que esta
=
siendo tratado,
i) El padecimiento especifico que se va a tratar (p.éj., heridas agudas, lesiones cronicas
o trastornos fibréticos),

iii) La edad del sujeto que esta siendo tratado.
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La frecuencia de administracion de composiciones de conformidad con la invencién
estara bajo la influencia de los factores arriba mencionados y, en especial, de la vida media
del miembro de la superfamilia del TGF-B incorporado en la composicion en del sujeto que
esta siendo tratado.

Generalmente cuando las composiciones farmacéuticas de conformidad con la
invencidn se van a usar en el tratamiento de heridas ya existentes, la composicion se debe
administrar tan pronto como la herida se ha presentado (o, en el caso de heridas que no son
aparentes de inmediafo, como las que se presentan en el interior del cuerpo, tan pronto
como la herida ha sido diagnosticada). La terapia con composiciones o métodos de
conformidad con la invencion debe continuar hasta cuando se haya promovido el proceso
curativo (o se haya inhibido la cicatrizacion patologica) a satisfaccion del médico.

Como ya se dijo, la frecuencia de administracion de composiciones de conformidad con
la invencion dependera de la vida media biolégica del miembro de la superfamilia del TGF-
B incorporado en ella. Tipicamente, una composicién de conformidad con la invencion
formulada en forma de crema o pomada se debe administrar un tejido diana de manera que
la concentracion del miembro de la superfamilia del TGF-B en el tejido diana se mantenga a
un nivel adecuado para que tenga efecto terapéutico. Esto puede requerir la administracion
diaria o incluso varias veces al dia.

Las composiciones farmacéuticas de conformidad con la invenciéon se pueden
administrar por cualquier via adecuada via capaz alcanzar un efecto biologico o terapéutico
deseado (como la promocién de la cicatrizacion de heridas o la inhibicién de la
cicatrizacion), pero se prefiere que las composiciones se administren localmente en el sitio
en el cual se requiere la actividad p.gj., por inyeccion.

Los inventores han encontrado que la promocion de la cicatrizacion acelerada de
heridas o la inhibicién de la cicatrizacion con el uso de las composiciones farmacéuticas de
conformidad con la presente invencion mejora especialmente con la aplicacion topica de la
composicion a la herida (o, en el caso de la aplicacion profilactica, a un tejido o sitio en el
cual se va a producir una herida).

Las composiciones farmacéuticas de conformidad con la invencién pueden adoptar
variadas formas dependiendo, sobre todo, de la forma en que se van a usar. Asi, por
ejemplo, pueden estar en forma de liquido, pomada, crema, gel, hidrogel o aerosol. Todas
estas composiciones son adecuadas para aplicacion topica a una herida, que es el medio
preferido de administrar agentes de la invencion a un sujeto (persona o animal) que necesita
el tratamiento. '

Las composiciones farmacéuticas de conformidad con la invencion se pueden

proporcionar en un vendaje o parche estéril, el cual se puede usar para cubrir un sitio en el
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cual se desea que el miembro de la superfamilia del TGF-f incorporado en la composicion
tenga un efecto biologico o terapéutico. Se apreciara que las ventajas proporcionadas por
las composiciones farmacéuticas de conformidad con la invencién, en términos de mejora
de la vida util, aumento de la recuperaciéon o aumento de la actividad biologica del miembro
de la superfamilia del TGF-f inéorporado, significan que tales composiciones son
particularmente adecuadas para incorporarlas en parches o vendas previamente preparados.

Las composiciones farmacéuticas de conformidad con la invencion son especialmente
adecuadas para incorporarlas a dispositivos de liberacidn lenta o retardada, dado que las
composiciones son capaces de obviar muchas de las desventajas normalmente asociadas
con el almacenamiento de las composiciones que incorporan a miembros de la superfamilia
del TGF-B. Los dispositivos adecuados, por ejemplo, se pueden colocar sobre la piel o
insertar debajo de ella y la composicion que incorpora al miembro de la superfamilia del
TGF-B se liberara en el curso de dias, semanas o incluso meses. Tal dispositivo puede ser
especialmente 0til para pacientes que requieren la administracion a largo plazo del miembro
de la superfamilia del TGF-$. Algunos ejemplos de padecimientos que pueden obtener mas
beneficios de dicha administracion a largo plazo de las composiciones farmacéuticas de
conformidad con la invencién incluyen el tratamiento de lesiones cronicas o de heridas
agudas extensas (como quemaduras) y el tratamiento de problemas fibroticos establecidos.

Las dosis diarias de las composiciones farmacéuticas de conformidad con la invencion
pueden ser dadas en una sola administracion (p.ej., una inyeccién diaria o una aplicacion
diaria de una formulacion topica). Como alternativa, las composiciones farmacéuticas de
conformidad con la invencién pueden tener que ser administradas dos o mas veces en el
dia. En otra alternativa, se puede usar un dispositivo de liberacion lenta para dar al paciente
una dosis adecuada de una composicion farmacéutica de conformidad con la invencién sin
tener que administrar dosis repetidas.

Se pueden usar vehiculos liquidos en la preparacién de soluciones, suspensiones,
emulsiones, jarabes, elixires y composiciones presurizadas. El agente de la invencién se
puede disolver o suspender en un vehiculo liquido farmacéuticamente acepla tabla como
agua, un solvente organico, una mezcla de los dos, o aceites o grasas farmacéuticamente
aceptables. Se prefiere que las composiciones farmacéuticas liquidas de conformidad con la
invencién se proporcionen como soluciones acuosas.

El vehiculo liquido puede contener otros aditivos farmacéuticos adecuados como
solubilizadores, emulsionantes, amortiguadores, preservativos, endulzantes, agentes
saborizantes, agentes suspensores, agentes espesantes, colorantes, reguladoreé de la
viscosidad, estabilizadores u osmorreguladores. Algunos ejemplos adecuados de vehiculos

liquidos para administracién oral y parenteral incluyen agua (que contiene parcialmente
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aditivos como los anteriores, p.ej., derivados de la celulosa, de preferencia la solucion de
carboximetilcelulosa sodica), alcoholes (incluidos alcoholes monohidricos y alcoholes
polihidricos, p.ej., glicoles) y sus derivados, y aceites (p.¢j., aceite de coco fraccionado y
aceite de mani). Para la administracion parenteral el vehiculo también puede ser un éster
oleoso como oleato de etilo y miristato de isopropilo. Los vehiculos liquidos estériles son
utiles en composiciones estériles en forma liquida para administracion parenteral. El
vehiculo liquido para composiciones presurizadas puede ser un hidrocarburo halogenado u
otro propulsor farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones farmacéuticas liquidas de la invencion formuladas como soluciones
0 suspensiones estériles se pueden administrar por inyeccion intramuscular, intratecal,
epidural, intraperitoneal, intradérmica o subcutdnea. Las soluciones estériles también se
pueden administrar por via intravenosa. Se apreciard que las composiciones inyectables de
conformidad con la invencién también pueden incluir ligantes, agentes suspensores y
preservativos segiin sea el caso. Algunos ejemplos adecuados de dichos agentes son bien
conocidos de la persona versada en la técnica. ‘

Los inventores también han encontrado que las composiciones farmacéuticas de
conformidad con la invencién son adecuadas para administracion oral. Las formulaciones
adecuadas para usar de conformidad con esta versién de la invencién incluyen enjuagues
bucales y similares. Las composiciones farmacéuticas de conformidad con la invencion
administradas por via oral se pueden usar en la prevencion o el tratamiento de mucositis,
ulceras (incluidas las ulceras gastrointestinales y gastricas) enfermedad de Crohn y colitis
ulcerativa.

Las composiciones farmacéuticas de conformidad con la invencioén son adecuadas para
administrar en el ojo. Segin esto, una formulacion preferida de composiciones de la
invencion para tal uso puede estar en forma de colirio. Se sabe que miembros de la
superfamilia del TGF-B como TGF- B3 se pueden usar en la promocion de la cicatrizacion
acelerada de heridas que tienen una cicatrizacién reducida en la cérnea. Las heridas de la
cornea pueden provenir de un traumatismo del ojo que surge como resultado de una lesion
accidental (como las arriba consideradas) o como resultado de intervenciones quirargicas
(p.¢j., cirugia con laser en la cérnea).

.L'as composiciones farmacéuticas de la invencion se pueden usar en varios sitios
“internos” (es decir, situados dentro del organismo, en vez de sobre una superficie externa).
Asi, por ejemplo, los medicamentos de conformidad con la invencion se pueden formular
para inhalacién para usar en la nariz, los pulmones u otro epitelio respiratorio. Alguos

gjemplos en lugares en los cuales puede ser deseable este uso de las composiciones
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farmacéuticas de la invencion incluyen el tratamiento de heridas internas, y la prevencion o
el tratamiento de la cicatrizacion o la fibrosis en el sistema respiratorio.

El uso en localizaciones internas de las composiciones farmacéuticas de conformidad
con la presente invencion también puede suponer ventajas en el tratamiento de heridas que
tienen riesgo elevado de formacion de adherencias. Dichas adherencias resultan a menudo
de lesiones o heridas en los sistemas digestivo o genitourinario, y pueden conllevar una
pérdida nociva de la funcién de los tejidos afectados.

Se pueden usar procedimientos conocidos como los que se emplean convencionalmente
en la industria farmacéutica (p.ej., experimentacion in vivo, estudios clinicos etc.), para
establecer formulaciones especificas o preferidas de las composiciones farmacéuticas de
conformidad con la invencién, asi como regimenes terapéuticos precisos para la
administracion de tales composiciones (como dosis diarias del miembro de la superfamilia
del TGF-B incorporado en la composiciéon y la frecuencia y via de administracion de la
composicion).

La dosis diaria adecuada de una composicion farmacéutica de conformidad con la
invencién para usar en cicatrizacion de heridas depende de varios factores incluidos (pero
sin limitaciones) la actividad tefapéutica que se desea que tenga la composicion (por
ejemplo, la aceleraciéon del proceso de curaciéon o la la prevencién o inhibicién de la
cicatrizacion); la identidad del miembro de la superfamilia del TGF-p incorporade en la
composicion; la naturaleza del tejido lesionado; el drea o la profundidad de la herida que se
va a tratar; la gravedad de la herida; y la presencia o ausencia de factores que predisponen a
la formacién de una cicatriz patolégica o una herida cronica. Tipicamente, una dosis
adecuada de un miembro de la superfamilia del TGF-f (como TGF-f5) que se va a
administrar por medio de una composicion farmacéutica de conformidad con la invencion
estara dentro del intervalo de 0,00 mg a 100 mg del miembro de la superfamilia durante 24
horas, aunque esta cifra se puede modificar hacia arriba o hacia abajo en respuesta a los
factores que se delinearon arriba. La cantidad del miembro de la superfamilia del TGF-$
administrado por medio de la composicion farmacéutica de la invencién de preferencia
puede ser de 50 a 500 mg por centimetro lineal de dafio tisular,

En general, las composiciones farmacéuticas de conformidad con la invencidn se deben
formular de tal manera que cuando se administra a una herida, se alcanza una concentracion
del miembro de la superfamilia del TGF-f incorporado (p.ej., TGF-B3) de entre 10 ng/100
pL y 500 ng/100 pL por centimetro lineal. De preferencia, el miembro de la superfamilia
del TGF-B puede ser proporcionado a concentraciones de entre 50 ng/100 pL y 250 ng/100

uL por centimetro lineal.
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La persona versada en la técnica apreciard que la concentracion de un miembro de la
superfamilia del TGF-B que se puede desear que se presente en un tejido que va a ser
tratado mediante la administracion de una composicién farmacéutica de conformidad con la
invencion depender4 de la potencia del miembro de la familia, y de las células y tejidos
especificos que se quieren tratar.

En caso de un miembro tipico de la superfamilia (como TGF-B3) de 110-170
aminoacidos de longitud se puede preferir que las composiciones farmacéuticas de la
invencién se administren para alcanzar una concentracion local de aproximadamente 19nM
a 100nM, y mas de preferencia entre 19.664 nM y 98.321 nM, en el tejido que se va a
tratar,

Las composiciones farmacéuticas de conformidad con la invencién se pueden usar
terapéuticamente en monoterapia, es decir que la actividad terapéutica deseada es causada
solamente por el uso de las composiciones farmacéuticas de conformidad con la invencion.
Como alternativa, los métodos o las .composiciones farmacéuticas de la invencion se
pueden usar en combinacién con otros compuestos o tratamientos para alcanzar el efecto
terapéutico deseado. Los tratamientos adecuados que se pueden usar como parte de tales
terapias combinadas dependeran del efecto terapéutico que se desea alcanzar, pero seran
bien conocidas de la persona versada en la técnica.

Una ventaja muy sorprendente de las composiciones farmacéuticas de la invencidn (y
de los métodos de tratamiento que usan tales composiciones) es que los inventores han
encontrado que la administracion de estas composiciones en inyeccién se asocia con una
importanté reduccién del dolor y el eritema de la inyeccidn comparado con lo que se
observa tras la administracién de composiciones del estado de la técnica. Este beneficio
supone una gran ventaja puesto que las composiciones farmacéuticas de la invencion son
altamente adecuadas para ser administradas en inyeccion.

Sin embargo, los inventores creen que la ventaja de un menor dolor de la inyeccion
también se puede alcanzar usando las composiciones farmacéuticas que no comprenden
miembros de la superfamilia del TGF-B.

Segun esto, en un séptimo aspecto de la presente invencion se proporciona el uso de un
azucar en la manufactura de un medicamento para la prevencion o la reduccién del dolor de
la inyeccion.

Este séptimo aspecto de la invencion se basa en el sorprendente hallazgo hecho por los
inventores de que las composiciones farmacéuticas que comprenden azicares se
acompafian de menos dolor cuando se le administran a un sujeto. En especial, los
inventores han encontrado que las composiciones farmacéuticas inyecla tabla que

comprenden aziicares dan lugar a un menor dolor de la inyeccién cuando se inyectan a un
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sujeto, y en una version preferida de la invencion se proporciona el uso de un azicar en la
preparacion de un medicamento inyecla tabla para la prevencién o la reduccién del dolor de
la inyeccion.

En un octavo aspecto de la invencidn se proporciona un método de prevencion o
reduccion del dolor de la inyeccion que comprende administrar a un paciente que necesita
dicha prevencion o reduccion del dolor una cantidad efectiva de un medicamento que
comprende un azicar. Se prefiere que los medicamentos que se administran de
conformidad con este aspecto de la invencion sean medicamentos inyectables.

Los medicamentos de conformidad con en estos aspectos de la invencién o adecuados
para usarlos ellos, se pueden ser manufacturar y formular de conformidad con técnicas y
formulaciones descritas en referencia a aspectos precedentes de la invencion.

El dolor de la inyeccion es un problema médico generalmente reconocido, y constituye
uno de los efectos adversos mas importante que militan contra el uso de especialidades o
composiciones farmacéuticas inyectables, y el dolor de la inyeccion (o el miedo al dolor de
la inyeccion) puede ser causa de considerable ansiedad en pacientes que requieren
inyecciones. Para estos propositos, se puede suponer que el dolor de la inyeccion se refiere
al dolor que se asocia con la introduccion de agujas hipodérmicas, catéteres, canulas y otros
dispositivos similares en el organismo de un sujeto.

A menudo es necesario administrar inyecciones a pacientes en sitios que son ya estan
sujetos a sensaciones del dolor y ello puede exacerbar el nivel del dolor que percibe quien
recibe la inyeccion. Algunos ejemplos de dichas situaciones incluyen las inyecciones en el
lugar de la herida, las inyecciones asociadas con el tratamiento de infecciones, y las
inyecciones asociadas con el tratamiento de enfermedades autoinmunes. En muchos de
estos casos la inflamacion existente en el sitio en donde se va a aplicar la inyeccion puede
aumentar la percepcion del dolor asociado con la inyeccion del paciente.

Incluso en ausencia de inflamacidon u otros factores que predisponen a una
intensificacion del dolor de Ia inyeccion la aversion natural de los pacientes al dolor de las
inyecciones tiene varios efectos nocivos. Es bien sabido que dolor de la inyeccion es una de
las principales razones subyacentes por las cuales los pacientes pueden no iniciar o terminar
regimenes terapéuticos en los cuales los medicamentos se administran en inyeccion. En el
caso de los bebés y nifios pequefios, la reaccion aversiva del sujeto también puede ser
traumatica para los badres o tutores responsables del sujeto que recibe la inyeccion.

Estos problemas asociados con el dolor de la inyeccion se pueden aliviar parcialmente
(o incluso totalmente) con los medicamentos manufacturados de conformidad con el
séptimo aspecto de la invencion, o con métodos de tratamiento de conformidad con el

octavo aspecto de la invencién.



WO/2007/007095 PCT/GB2006/002574

Los inventores creen que las ventajas que brindan los medicamentos manufacturados de
conformidad con el séptimo aspecto de la presente invencion también son proporcionadas
por todos los medicamentos de la invencion (es decir, los medicamentos de conformidad
con los otros aspectos de la invencién). Asi pues, excepto en los casos en los cuales el
contexto exija otra cosa, se ha de considerar que las ventajas que se describen a
continuacion en relacion con los medicamenfos del séptimo aspecto de la invencion (y los
métodos del octavo aspecto de la invencién) son proporcionadas por las composiciones
farmacéuticas de la invencién (dado que todas ellas comprenden los aziicares de los que se
piensa que son responsable de la prevencion o reduccion del dolor de la inyeccion).

Una de las notables ventajas de los medicamentos de la invencion es su accion muy
rapida de prevencién o reduccién del dolor de la inyeccion. Los medicamentos de la
invencion son capaces de ejercer su actividad contra el dolor de la inyeccion de forma casi
instantanea al ser inyectados al paciente. Segun esto, los medicamentos manufacturados de
conformidad con la invencién son capaces de prevenir o reducir el dolor de la inyeccion
mas efectivamente de lo que sucederia como resultado de la inyeccion a través de la cual se
le administran los medicamentos a un paciente.

Se reconocerd que la accion inmediata de los medicamentos manufacturados de
conformidad con la invencion proporciona muchas ventzijas en el contexto clinico. Al usar
los medicamentos manufacturados de conformidad con la invencion no se necesita dar
tratamiento previo a un paciente o sitio de inyeccion con el fin de aliviar o prevenir el dolor
de la inyeccion. Esto reviste considerable importancia dado que muchos médicos actian
bajo una considerable presion de tiempo, y el gasto adicional de tiempo asociado con los
regimenes existentes de pre-tratamiento orientados a reducir el dolor de la inyeccion es uno
de los principales factores que influencian de manera adversa el uso de dichos regimenes en
la practica. En efecto, incluso la percepcion de que el uso de regimenes existentes de pre-
tratamiento requiere un gasto considerable de tiempo impide que su aplicacion sea mas
extendida. Dado que los medicamentos de la invencion se pueden administrar por medio de
la misma inyeccién cuyo dolor se desea reducir, se apreciard que su uso no suma tiempo
adicional al proceso de administrar la inyeccion.

La persona versada en la técnica apreciard de inmediato que los medicamentos
manufacturados de conformidad con los métodos de la invencion (y en especial aquellos
manufacturados de conformidad con el séptimo aspecto de la invencién) se pueden usar
como “vehiculos” que incorporan otros agentes activos. Al incorporar estos otros agentes
activos a los medicamentos manufacturados de conformidad con la invencion es posible
administrar los agentes activos a un paciente por medio de inyéccion con la ventaja de que

el paciente a quien se le va a administrar el medicamento experimenta un menor dolor de la
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inyeccion. Segin esto, supone una version preferida de la invencion que los medicamentos
manufacturados de conformidad con Ja invencién ademds comprendan un agente-activo que
se va a administrar con menor dolor de la inyeccion.

Se debera suponer que un “agente activo” como el que se considera en el contexto de
esta version de la invencién incluye:

i) todos los agentes activos terapéuticos adecuados;

ii) todos los agentes activos anestésicos adecuados;

iii) todos los age.ntes activos diagndsticos adecuados; y

iv) todos los agentes activos cosméticos adecuados. '

Se apreciara que los miembros de la superfamilia del TGF-B constituyen agentes activos
preferidos que pueden ser incorporados en los medicamentos y las composiciones
farmacéuticas de la invencion. Otros ejemplos especificos ¢ ilustrativos ejemplos de
agentes activos adecuados que pueden ser incorporados con provecho en los medicamentos
manufacturados de conformidad con la invencion se consideran mas adelante.

Dado que los aziicares que se usan en la manufactura de los medicamentos de
conformidad con la invencién son generalmente sustancias inertes, se pueden combinar en
medicamentos con muchos agentes activos adecuados sin temer una reaccion adversa. Los
azicares que se usan en los medicamentos manufacturados de conformidad con la
invencion no tienden a comprometer la actividad de otros agentes activos que se pueden
incorporar en los medicamentos, y tampoco tienden a reducir la vida Wtil de ‘las
_composiciones que comprenden dichos agentes activos.

Los medicamentos manufacturados de conformidad con la invencién proporcionan
muchas ventajas sobre los anestésicos locales que se usan por lo comun en muchas
estrategias existentes para la prevencién o reduccion del dolor de la inyeccion. Una de las
principales ventajas que confieren los medicamentos manufacturados de conformidad con
la invencion es que los medicamentos (que se basan alrededor del uso de azicares)
comportan un riesgo mucho menor de reacciones adversas que las preparaciones
anestésicas existentes preparaciones anestésicas existentes. Las pautas de la Organizacion
Mundial de la Salud sugieren que en numerosos contextos en Jos cuales se emplean
anestésicos locales se recomienda que el personal médico presente esté entrenado en el uso
de los anestésicos, y también que el sitio cuente con equipos de emergencia, incluidos
oxigeno y equipo de reanimacién. Como se apreciard, el cumplimiento de estos requisitos
supone un costo considerable, tanto en términos de entrenamiento como de los equipos
necesarios. ’

En coniraposicién, los medicamentos preparados de conformidad con la presente

invencion son a la vez seguros y faciles de usar. Las personas que administran los
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medicamentos manufacturados de conformidad con la invencion no requieren un
entrenamiento especifico en anestesia, solo la capacidad de aplicar inyecciones. Las
destrezas necesarias para aplicar inyecciones se le pueden ensefiar facilmente a los
pacientes, v dado que no se necesitan equipos de emergencia los pacientes se pueden
administrar ellos mismos los medicamentos, y asi obtener los beneficios de la reduccion del
dolor de la inyeccion, en el seno de su propio hogar.

Los azucares que se usan en los medicamentos manufacturados de conformidad con la
invencion en general no s asocian con reacciones de sensibilidad peligrosas que pueden
presentarse con los anestésicos que se usan cominmente en las estrategias existentes contra
el dolor de la inyeccion. Por ejemplo, hipersensibilidad a la xilocaina (un anestésico local
de uso comin) suele ser reconocida como uno de los principales efectos secundarios
adversos del uso de este anestésico local.

La inyeccion intravascular incluso de pequefias cantidades de anestésico local puede
alcanzar niveles sanguincos potencialmente toxicos. Segun esto, un objetivo reconocido de
la investigacion es producir medicamentos capaces de reducir el dolor de la inyeccion sin la
necesidad de administrar anestésicos locales. Los medicamentos de este tipo pueden
especialmente utiles en tejidos, como la boca, que contienen muchos vasos sanguineos y
por tanto se asocia con un aumento del riesgo de inyeccion intravascular accidental.

En contraposicion, el efecto de los medicamentos manufacturados de conformidad con
la presente invencion estd dado por azlcares que se metabolizan facilmente, y que en
general se asocian con un riesgo muy bajo de reacciones adversas. Segin esto, constituye
una version preferida de la invencion que los medicamentos se usen en la prevencion o
reduccion del dolor de la inyeccion en pacientes predispuestos a una mayor sensibilidad a
los anestésicos locales, y més de preferencia en personas predispuestas a hipersensibilidad a
la xilocaina. |

Otra ventaja de los medicamentos manufacturados de conformidad con la presente
invencion, cuando se comparan con el uso de anestésicos locales descritos en el estado de la
técnica, es que los medicamentos de la invencion no ocasionan constriccion de los vasos
sanguineos, lo cual sucede a menudo como resultado de la administracion de anestésicos
locales conocidos. Tal constriccion de vasos sanguineos (que puedes ser causada
especialmente por la administracion previa de los anestésicos locales) puede dificultar la
administracion de inyecciones en los vasos sanguineos. Esta desventaja es obviada por los
medicamentos manufacturados de conformidad con la presente invencién. En efecto, el uso
de los medicamentos manﬁfactur_ados de conformidad con la presente invencién en la
prevencién o reduccion del dolor de la inyeccién asociado con inyecciones dentro de los

vasos sanguineos constituye una version preferida de la invencion.
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Los medicamentos manufacturados de conformidad con la invencion también
constituyen una forma notablemente efectiva por costos de reducir el dolor de la inyeccion.
En contraposicion con los costosos anestésicos locales, agentes refrigerantes y similares
que se usan las estrategias existentes disefiadas para reducir el dolor de la inyeccion, los
medicamentos manufacturados de conformidad con la invencion emplean azicares
relativamente poco costosos. Seglin esto, los medicamentos manufacturados de
conformidad con la invencién ofrecen una nola tabla ventaja sobre el estado de la técnica
en virtud de su bajo costo de manufactura.

Los medicamentos manufacturados de conformidad con la invenciéon pueden ser
especialmente beneficiosos para individuos que requieren la administracion repetida de
inyecciones. Por ejemplo, los medicamentos de la invencién pueden ser especialmente
adecuados para que los usen los diabéticos. Cuande los usan por individuos aquejados de
diabetes los medicamentos manufacturados de conformidad con el séptimo aspecto de la
invencion se pueden usar para reducir el dolor de la inyeccion asociado con inyecciones
requeridas para el control o la regulaciéon de la diabetes, como inyecciones de insulina o
glucagdn. Se apreciard que los medicamentos de la invencion que incorporan miembros de
la superfamilia del TGF-B, como TGF- B3, puede ser especialmente preferidos para que los
usen pacientes que requieren inyecciones repetidas en sitios de cicatrizacion de heridas. En
particular esto puede ser util para pacientes aquejados por condiciones de cicatrizacion
aberrante de heridas, como los que sufren de lesiones crénicas o de cicatrices patologicas.

Como ya se dijo, los inventores han encontrado que los efectos beneficiosos conferidos
por las composiciones farmacéuticas de conformidad con la invencién se pueden obtener
usando cualquier aziicar de los hasta ahora examinados. En efecto, los inventores han
encontrado que las sales o derivados de aziicares se pueden usar efectivamente en la
manufactura de medicamentos de conformidad con la invencién. Sin embargo, puede ser
preferible que las composiciones farmacéuticas de conformidad con la invencion
comprendan un azucar seleccionado de entre el grupo compuesto por maltosa, sacarosa,
glucosa y manosa. Mas de preferencia el azicar utilizado en las composiciones
farmacéuticas de conformidad con la invenciéon se puede seleccionar de entre el grupo
compuesto por maltosa y sacarosa, y la maxima preferencia es que el aziicar sea maltosa. El
uso de maltosa proporciona particulares ventajas ya que muestra la mixima eficacia no solo
en la prevencion del dolor de la inyeccion, sino que también aminora los efectos de eritema
que por lo demas se puedén asociar con las inyécciones.

Excepto en donde el contexto exija otra cosa, las referencias a aziicares en el contexto
de medicamentos para la reduccion del dolor de la inyeccién también se debe asumir'que

abarcan sales, derivados y variantes de azicares farmacéuticamente aceptables. Dichas
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sales, derivados y variantes de preferencia pueden ser sales, derivados o variantes de
azucares seleccionados de entre el grupo compuesto por maltosa, manosa, sacarosa y
glucosa, mas de preferencia maltosa.

Se puede preferir que un medicamento manufactufado de conformidad con la invencion
comprenda un azicar proporcionado en una concentracion mayor de 50 mg/ml.. Tales
medicamentos pueden comprender un azucar a una concentracion de entre 51 y 200
mg/mL, de preferencia a una concentracidn de entre 60 y 150 mg/mL, mas de preferencia a
una concentracién de entre 70 y 100 mg/mL, todavia mds de preferencia a una
concentracion de entre 80 y 95 mg/mL, y la maxima preferencia a una concentracion de
entre 85 y 90 mg/mL.

Como alternativa o ademds, un medicamento manufacturado de conformidad con la
invencion puede comprender un aziicar proporcionado a una concentracion de entre 0,001 y
5M, o de entre 0,005 y 2M. De preferencia el azlicar se proporciona a una concentracion de
entre 0,01 y IM, mas de preferencia a una concentracién de entre 0,1 y 0,5, todavia mas de
preferencia a una concentracion de entre 0,2 y 0,4, y la mixima preferencia a una
concentracion de cerca de 0,25M.

Los medicamentos manufacturados de conformidad con la presente invencion son
particularmente apropiados para administrarlos a la piel, por ejemplo por inyeccion
intradérmica o subcutanea. Sin embargo, los medicamentos también se pueden usar
efectivamente en la prevencién o reduccién del dolor de la inyeccién asociado con
inyecciones en otros lugares del cuerpo como, por ejemplo, las inyecciones que se
administran en el ojo; las inyecciones que se administran a la boca y el sistema digestivo;
las inyecciones que se administran en el sistema nervioso; las inyecciones en el sistema
urogenital; o las inyecciones en el sistema respiratorio; los rifiones; tendones; ligamentos; el
corazon o el sistema circulatorio.

Los medicamentos de la invencion son especialmente adecuados para usar en
inyecciones en sitios en donde la inflamacién existente puede por lo dem4s aumentar el
grado del dolor de la inyeccion que es percibido por un paciente que recibe una inyeccion.
Seglin esto, los medicamentos de la invencién de preferencia se pueden usar para la
prevencion o reduccion del dolor de la inyeccion cuando se inyectan en un sitio inflamado.
Dichos sitios inflamados pueden incluir sitios de heridas o abrasiones, sitios de artritis
(incluidos sitios de inyeccion afectados por osteoartritis, artritis reumatoide, y
espondiloartropatias); sitios inflamados asociados con esclerosis multiple; sitios sujetos a
una reaccion alérgica (incluidas rinitis/sinusitis alérgica; alergias de piel incluidas
urticaria‘habones; angioedema; dermatitis ectdpica; inflamacién asociada con alergias

alimenticias; inflamacién asociada con alergias a los medicamentos o a los insectos; o
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inflamacién asociada con otros trastornos alérgicos especificos como la mastocitosis),
trastornos autoinmunes (incluidos lupus eritematoso sistémico; dematomiositis y
polimiositis); neuropatias inflamatorias como la enfermedad de Guillain Barré y
polineuropatias inflamatorias; vasculitis como la granulomatosis de Wegener o la
poliarteritis nodosa; y otros trastornos autoinmunes como polimialgia reumdtica; arteritis
temporal, sindrome de Sjogren; enfermedad de Bechet; sindrome de Churg-Strauss y
arteritis de Takayasu.

Los medicamentos de la invencién también pueden ser de provecho en casos de
inyeccion en sitios de inflamacion cardiovascular, inflamacion gastrointestinal, infeccion u
otros sitios que involucran una reaccién inmunitaria, trastornos neuroinflamatorios y sitios
de trasplante.

Un riesgo reconocido del uso de anestésicos locales convencionales es que, cuando se
usan sobre la piel afectada como la que se encuentra en dreas inflamadas, heridas .o
infectadas, existe la tendencia a un aumento de la captacion del anestésico a través de la
piel dafiada piel que puede conducir al desarrollo de una reaccién sistémica, antes que local.
Esto es especialmente notorio en el caso de anestésicos locales de aplicacion topica.

En contraposicién, los medicamentos manufacturados de conformidad con la invencion
confieren una marcada ventaja en términos de su mejor seguridad ya que, aun en el evento
de una captacion sistémica, los aziicares que se usan en su preparacion no se asocian con
efectos deletéreos. Segun esto, supone una version preferida de la invencion que los
medicamentos se usen en la prevencion o reduccién del dolor de la inyeccion asociado con
inyecciones en sitios donde la piel esta afectada. Se prefiere especialmente, como se anoté
en otra parte, que los medicamentos manufacturados de conformidad con la invencion se
usen en la prevencion o reduccion del dolor de la inyeccién asociado con inyecciones en
sitios de inflamacién; sitios de heridas (incluidos sitios de trasplante); o 4reas infectadas.

Los medicamentos manufacturados de conformidad con la invencion pueden incorporar
agentes activos que son beneficiosos en el tratamiento o el manejo de dreas heridas.
Algunos ejemplos de agentes activos que se pueden incorporar con provecho en
medicamentos que se van a administrar por inyeccidn en el sitio de las heridas incluyen:

i) Agentes activos terapéuticos, en especial aquellos que tienen un efecto
beneficioso sobre la cicatrizacion de heridas o la formacién de cicatrices.
Algunos agentes activos terapéuticos adecuados pueden ser capaces de
promover o acelerar la respuesta de la cicatrizacion de heridas o de prevenir
o inhibir la formacién de cicatrices. Algunos ejemplos de dichos agentes

activos terapéuticos adecuados incluyen miembros de la superfamilia del
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TGF-B (como se describe en mas detalle abajo) y agentes capaces de
neutralizar la funcién de factores de crecimiento fibrogénicos.

1) Agentes activos anestésicos. Existen varios contextos en los cuales puede ser
provechoso administrar agentes activos anestésicos en 4reas heridas, por
ejemplo para facilitar la limpieza, ¢l cierre o el vendaje de la herida.

Se debe suponer que los agentes activos terapéuticos que tienen un efecto beneficioso
sobre la cicatrizacién de las heridas adecuados para incorporarlos en los medicamentos
manufacturados de conformidad con la presente invencion abarcan cualquier sustancia que
tiene un efecto beneficioso sobre la cicatrizacion de las heridas. Las sustancias que tienen
un efecto beneficioso sobre la cicatrizacion de heridas pueden, por ejemplo, incluir
sustancias capaces de iniciar o estimular la respuesta natural de la cicatrizacién de las
heridas, asi como aquellas sustancias capaces de acelerar la respuesta de cicatrizacion de las
heridas.

En un noveno aspecto de la invencidn se proporciona un método de prevencion o
reduccion del dolor de la inyeccién asociado con la administracion de una inyeccién en el
sitio de la herida, el cual método comprende administrar, mediante inyeccion en un sitio de
la herida, una cantidad terapéuticamente efectiva de un medicamento que corhprende un
azicar a un paciente que necesita de dicha prevencion o reduccion del dolor de la
inyeccién. Una cantidad terapéuticamente efectiva en el contexto de este aspecto de la
invencién sera una cantidad de un medicamento suficiente para prevenir o reducir el dolor
de la inyeccion percibido por el paciente a quien se le administra el medicamento. Los
medicamentos que se van a administrar de conformidad con este aspecto de la invencién
pueden de preferencia ademads comprender un agente activo adecuado para la promocion de
la cicatrizacién de heridas o para la prevencién de la formacion de cicatrices. Algunos
ejemplos preferidos de tales agentes activos pueden incluir miembros de la superfamilia del
TGF-B, y mas de preferencia pueden incluir al TGF-B3.

La persona versada en la técnica apreciara que los medicamentos manufacturados de
conformidad con la presente invencién y que comprenden un agente activo de provecho
para el proceso de cicatrizacion de las heridas también se le pueden administrar a un
paciente antes de que sufra la herida. Los agentes activos adecuados pueden incluir aquellos
capaces de promover a curacién o de prevenir o inhibir la formacién de cicatrices, como los
miembros de la superfamilia del TGF-B. Como alternativa, o ademas, los medicamentos
manufacturados de conformidad con la presente invencién pueden contener un anestésico
~ til en la prevencion del dolor que por lo demés puede ser causado por una herida que se va

a formar.
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Es bien sabido que uno de los procedimientos médicos que con mas frecuencia da lugar
al dolor de la inyeccion es la administracion de agentes anestésicos inyectados. Aunque
tales agentes pueden ser capaces de reducir efectivamente el dolor una vez que se han
administrado y ha pasado tiempo suficiente para que ellos alcancen su actividad anestésica,
la inyeccion con la cual se administran es a menudo causa de considerable dolor para quien
la recibe. |

Aunque supone un objetivo de ciertas versiones de la invencién proporcionar un medio
por el cual se evite o reduzca el uso de anestésicos conocidos, en especial en contextos en
los cuales su uso puede dar lugar a efectos secundarios indeseados o peligrosos, la persona
versada en la técnica apreciard que los medicamentos manufacturados de conformidad con
la presente invencién se pueden usar como “vehiculos” adecuados para agentes activos
anestésicos (como anestésicos inyectables). Cuando se usan de esta forma los
medicamentos manufacturados de conformidad con la invencion sirven para prevenir o
reducir el dolor de la inyeccion que por lo demds se asociaria con la administracién del
agente activo anestésico. Asi las cosas, en una version alternativa preferida, un
medicamento manufacturado de conformidad con la invencion ademas puede comprender
un agente activo anestésico. Para efectos de la presente invencion se puede suponer que un
agente activo anestésico adecuado para ser incorporado en los medicamentos
manufacturados de conformidad con la presente invencion es cualquier sustancia que tiene
propiedades anestésicas. Un agente activo anestésico adecuado para ser incorporado en los
medicamentos manufacturados de conformidad con la invencion puede ser un anestésico
local inyectable. En una version especialmente preferida de la invencion el agente activo
anestésico es el anestésico local xilocaina.

Los medicamentos manufacturados de conformidad con esta version de la invencion
son adecuados para usar en todos los contextos en los cuales los anestésicos se pueden
administrar por inyeccion. Ejemplos de tales contextos seran bien conocidos de la persona
versada en la técnica y se consideran en otra parte en la especificacion.

No obstante, existen numerosos contextos en los cuales los medicamentos
manufacturados de conformidad con la invencién se usan con especial provecho en la
prevencion o reduccion del dolor de la inyeccion asociado con la inyeccion de anestésicos
locales.

Asi pues, en un ejemplo preferido, los medicamentos manufacturados de conformidad
con la presente invencion se pueden usar para prevenir o reducir el dolor de la inyeccion
asociado con la inyeccidn de anestésicos locales en la boca. Se ha demostrado que el dolor
que se asocia con la inyeccion de anestésicos locales en la boca es especialmente

traumatico para los pacientes y se cree este aumento del traumatismo surge como resultado
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del hecho de que el dolor es percibido como asociado con la cabeza del paciente. Esta
localizacién aumenta tanto el grado del dolor de la inyeccién que percibe el paciente como
la sensacion desagradable de dicho dolor. Ademas, la percepcion acrecentada del dolor por
parte del paciente también exacerba el trauma experimentado por un médico u odontélogo
que administra estas inyecciones.

Los medicamentos manufacturados de conformidad con la invencién también se pueden
usar para la prevencion o reduccion del dolor de la inyeccion asociado con inyecciones de
anestésico en otros sitios en la cabeza del paciente, en especial con la inyeccién de
anestésicos en sitios en la cara del paciente.

Como se describié antes, los medicamentos de la invencion también se pueden usar
como “vehiculos” para agentes activos diagnosticos, con lo cual la reduccién o prevencion
del dolor de la inyeccion que por lo demas podria asociarse con la administracion del
agente activo diagnéstico. Algunos ejemplos de agentes activos diagnosticos que se pueden
administrar por inyeccion, y que pueden en consecuencia incorporarse con ventaja a los
medicamentos manufacturados de conformidad con la invencién incluyen agentes
radioopacos. Tales agentes activos diagnésticos le son administrados a un paciente en
inyeccion (por ejemplo en los vasos sanguineos o el liquido cefalorraquideo) y su
capacidad de absorber rayos x que se usan como ayuda del diagnostico. Algunos ejemplos
de agentes activos diagnosticos adecuados que pueden ser incorporados en los
medicamentos manufacturados de conformidad con la invencion incluyen diatrizoatos,
iohexol, iopamidol, iotalamato, ioversol, ioxaglato, y metrizamida. Estos agentes
diagnésticos activos radioopacos se pueden usar en el diagnostico de enfermedades o
padecimientos como problemas del tracto biliar, enfermedades de los vasos sanguineos,
enfermedades de los vasos sanguineos del cerebro, enfermedades de los vasos sanguineos
del corazén, cerebro enfermedades y tumores, lesiones de la mama, enfermedad cardiaca,
alteracion del flujo del liquido cefalorraquideo en el cerebro, enfermedades del rifion,
enfermedades de las articulaciones, enfermedades hepéticas, enfermedades pancreiticas,
enfermedades vertebrales como enfermedades de los discos, enfermedades del bazo,
problemas gastricos e intestinales, o problemas del tracto urinario.

Los medicamentos manufacturados de conformidad con la invencién pueden incorporar
con ventaja agentes activos cosméticos. Existen numerosos agentes activos cosmeéticos que
tipicamente se administran a los pacientes por medio de inyecciones. Por ejemplo, las
inyecciones de la toxina botulinica (mas conocidas como las inyecciones de “botox™)
usualmente se administran en inyeccion intradérmica de la toxina en el sitio requerido de un
paciente. Las inyecciones de la toxina botulinica a menudo se administran en sitios de la

cara o el cuello del paciente que esta siendo tratado, y esta administracién suele asociarse
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con dolor que puede ser aliviado por la incorporacion de toxina botulinica en los
medicamentos manufacturados de conformidad con la invencion.

Otro procedimiento cosmético que involucra la administracion de agentes activos
cosméticos en inyeccion, y por ende que se asocia con dolor de la inyeccion, es la inyeccion
de rellenos cosméticos. Estos agentes activos (que tipicamente incluyen coldgeno, acido
hialurénico, grasa y otras sustancias relacionadas) se pueden administrar por inyeccion en
sitios en donde se desea “rellenar” la piel, por ejemplo rellenar arrugas asociadas con el
proceso de envejecimiento, aumento del perfil de los labios o relleno de cicatrices como las
causadas por el acné. El dolor de la inyeccion asociado con la administracion de rellenos
cosméticos se puede prevenir o reducir por la incorporaciéon de rellenos cosméticos
adecuados en los medicamentos manufacturados de conformidad con la invencion.

Los inventores han encontrado que la prevencién o reduccion del dolor de la inyeccion
es proporcionada por los medicamentos manufacturados de conformidad con la invencién
con respecto de todas las vias de inyeccion investigadas.

A manera de ejemplo, los inventores han encontrado que los medicamentos de
conformidad con la invencién se pueden usar para la prevencién o reduccién del dolor de la
inyeccién asociado con la inyeccion intradérmica. Segin esto, en una version preferida de
la invencion un medicamento adecuado puede ser un medicamento inyecla tabla por via
intradérmica para la prevenciéon o reducciéon del dolor de la inyeccion asociado con la
inyeccion intradérmica.

Los inventores también han encontrado que los medicamentos de conformidad con la
invencién se pueden usar para la prevencion o reduccion del dolor de la inyeccion asociado
“con la inyeccién subcutdnea. Segin esto, en otra version preferida de la invencion un
medicamento adecuado puede ser un medicamento inyecla tabla por via subcutinea para la
prevencion o reduccion del dolor de la inyeccion asociado con la inyeccion subcuténea.

Los inventores ademas han encontrado que los medicamentos de conformidad con la
invencion se pueden usar para la prevencion o reduccion del dolor de la inyeccion asociado
con la inyeccion intravenosa. Como ya se anotd, los medicamentos manufacturados de
conformidad con la invencién se pueden usar con ventaja en inyecciones dentro de los
vasos sanguineos dado que estos pueden prevenir o reducir el dolor de la inyeccion sin
contribuir a la constriccion de los vasos sanguineos. Segun esto, en otra version preferida
de la invencion, un medicamento adecuado puede ser un medicamento inyecla tabla por via
intravenosa para la prevencion o reduccion del dolor de la inyeccién asociado con la
inyeccion intravenosa. .

Los inventores también encontraron que los medicamentos de conformidad con la

invencién se pueden usar para la prevencién o reduccion del dolor de la inyeccion asoctado
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con la inyeccion intramuscular. Segin esto, en otra version preferida de la invencion un
medicamento adecuado puede ser un medicamento inyecla tabla por via intramuscular para
la prevencidon o reduccién del dolor de la inyecciéon asociado con la inyeccién
intramuscular.

Los inventores ademas también encontraron que los medicamentos de conformidad con
la invencién se pueden usar para la prevencion o reduccion del dolor de la inyeccion
asociado con la inyeccion intraperitoneal. Segun esto, en otra version preferida de la
invencién un medicamento adecuado puede ser un medicamento inyecla tabla por via
intramuscular para la prevencién o reduccién del dolor de la inyeccion asociado con la
inyeccion intraperitoneal.

Se prefiere especiahﬁente que los medicamentos manufacturados de conformidad con la
invencion se puedan formular para inyeccidén intradérmica, o se puedan formular para
inyeccion subcutdnea. Las formulaciones tipicas adecuadas para inyeccion intradérmica o
inyeccion subcutanea seran bien conocidas de la persona versada en la técnica.

Aunque las composiciones farmacéuticas y métodos de tratamiento de la presente
invencion son especialmente adecuadas para usar en los seres humanos, y se han descrito
en gran medida en referencia a dicho uso, se apreciard que también son susceptible de ser
empleadas en otras especies animales; y en especial en animales domésticos y
agropecuarios como perros, gatos, ganado y caballos.

La invencién se describird en mas detalle, por ejemplo, haciendo referencia a los
Resultados Experimentales y La Figuras que se acompafian, en los cuales:

La Figura 1 ilustra miembros de la superfamilia del TGF-B, y las relaciones entre
miembros de la superfamilia;

La Figura 2 ilustra la secuencia de aminoécidoss de los miembros de la superfamilia del
TGF-B TGF-B; (Secuencia ID No. 1), TGF-B; (Secuencia ID No. 2) y TGF- B; (Secuencia
ID No. 3);y

La Figura 3 ilustra, en los paneles 3A a 3J, los resultados de experimentos que
comparan la actividad biologica inherente al miembro de la superfamilia del TGF-f TGF-
B3 cuando se incorpora en las composiciones farmacéuticas conforme a la invencion, o en
las composiciones farmacéuticas del estado de la técnica. La Figura 3 A muestra una
primera curva estandar generada usando la formulacién del estado de la técnica DS11, en la
cual el TGF-B3 tiene un ICso de 34,793 pg/mL. La Figura 3B muestra una segunda curva
estandar generada usando la formulacion del estado de la técnica DS11, en la cual el TGF-
B3 tiene un ICsq de 24,136 pg/mL. La Figura 3C muestra una tercera curva estiandar
generada usando la formulacién del estado de la técnica DS11, en la cual el TGF-B3 tiene

un ICsg de 22,055 pg/mL. La Figura 3D muestra una cuarta curva estandar generada usando
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la formulacion del estado de la técnica DS11, en la cual el TGF-B3 tiene un ICsy de 30,562
pg/mL. La Figura 3E muestra una quinta curva estandar generada usando la formulacion
del estado de la técnica DS11, en la cual el TGF-B3 tiene un IC5y de 39,973 pg/mL. La
Figura 3F muestra una primera curva estandar generada usando una formulacion de maltosa
de conformidad con la invencion, en la cual el TGF-B3 tiene un ICso de 8,758 pg/mL. La
Figura 3G muestra una segunda curva estandar generada usando una formulacién de
maltosa de conformidad con la invencion, en la cual el TGF-B3 tiene un ICsy de 5,957
pg/mL. La Figura 3H muestra una tercera curva estandar generada usando una formulacion
de maltosa de conformidad con la invencion, en la cual el TGF-B3 tiene un ICsp de 7,72
pg/mL. La Figura 31 muestra una cuarta curva estindar generada usando una formulacion
de maltosa de conformidad con la invencion, en la cual el TGF-B3 tiene un ICso de 7,31
pg/mL. La Figura 3J muestra una quinta curva estindar generada usando una formulacion
de maltosa de conformidad con Ia invencion, en la cual el TGF-B3 tiene un ICsy de 6,798
pg/mL.

La tabla 1 compara la cantidad de un miembro de la superfamilia deli TGF-f
recuperable de las composiciones farmacéuticas de la invencion con la cantidad recuperable
de composiciones conocidas del estado de la técnica;

La tabla 2 compara la actividad bioldgica de los miembros de la superfamilia del TGF-3
recuperada de las composiciones de conformidad con la invencion con la actividad
biolégica de los miembros de la superfamilia del TGF-f recuperada de composiciones
conocidas del estado de la técnica;

La tabla 3 muestra los resultados de una valoracion del dolor de la inyeccion
comparando los resultados alcanzados usando los medicamentos manufacturados de
conformidad con la invencién con los resultados obtenidos usando composiciones del
estado de la técnica; y

. Latabla 4 resume los resultados que se muestran en la tabla 4.
RESULTADOS EXPERIMENTALES |

Material a granel de TGF-J3;

El miembro de la superfamilia del TGF-f TGF-B; fue suministrado en una solucién
estandar a una concentracion de 9,1 mg/mL en 4cido acético 20 mM y alcohol isopropilico
al 20% (v/v). Esta solucion estindar se sometié a dilucion en seric para producir
composiciones que incorporan al miembro de la superfamilia TGF-;. Las concentraciones
del TGF-B3 incorporado en las composiciones empleadas en los siguientes experimentos se
describen a continuacion.

A. Recuperacion del TGF-f; de jeringas prellenadas que contienen las composiciones

farmacéuticas.
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El siguiente experimento investigd la recuperacion del miembro de la superfamilia del
TGF-B TGF-3 de jeringas prellenadas que contienen composiciones ya sea de conformidad
con la invencion, o de conformidad con el estado de la técnica.

Al. Produccion de las jeringas prellenadas.

Las composiciones que incorporan al miembro de la superfamilia del TGF-B TGF-B; a
una concentracion de 1 pg/100 pL fueron producidas por dilucién seriada aséptica del
material a granel arriba descrito. Los siguientes fueron los diluyentes empleados para
producir las composiciones de prueba de conformidad con la presente invencion:

i) maltosa 0,25M (equivalente a 90 mg/mL);
ii) glucosa 0,25M (equivalente a 45 mg/mL);
iii) sacarosa 0,25M (equivalente a 86 mg/mL); y
iv) manosa 0,25M (equivalente a 45 mg/mL).

Para efectos de la comparacién, una composicion que representa composiciones
preferidas del estado de la técnica se produjo por dilucion de la soluciéon estandar para
producir una solucién de 1 ug/100 ul. del TGF-B; en DS11 (un diluyente comprende
amortiguaddr de fosfato en solucion salina PBS y manitol 5% (p/v)).

Las jeringas estériles de 1 mL se llenaron con muestras de 750 uL de cada una de las
composiciones formadas. De esta manera cada jeringa contenia una cantidad definida de
una composicién experimental o de comparacion en la cual se incorpord una cantidad
conocida del miembro de Ia superfamilia del TGF- TGF-f;. Las jeringas que contenfan las
composiciones de la invencion y las que contenian la composicion del estado de la técnica s
almacenaron a 4°C durante una semana. Estas condiciones experimentales - de
almacenamiento sirvieron de modelo para la forma tipica en la cual las composiciones
farmacéuticas se guardan refrigeradas antes de su uso terapéutico.

Con el fin de evaluar la cantidad del TGF-B; recuperable de las composiciones de la
invencion y la composicion det estado de la técnica, el contenido de las jeringas se recuperd
(expulséndolo de la jeringa) y la cantidad de proteina TGF-B; recuperable se evalud
mediante técnica de ELISA como se describe a continuacion.

A2. Valoracion de la recuperacion del TGF- por ELISA

Se hizo el siguiente examen para comparar la recuperacion del miembro de la
superfamilia de! TGF-p TGF-B; de las composiciones farmacéuticas de conformidad con la
invencion con la cantidad del TGF-f3 recuperable de composiciones del estado de la
técnica. La prueba puede ser facilmente adaptada, mediante sustitucion de la captacion y
deteccion de los anticuerpos adecuados y el uso de una curva estandar adecuada, que
permita la valoracion de la recuperacion de otros miembros de Ia superfamilia del TGF-§ de

las composiciones farmacéuticas de interés (por ejemplo, otras composiciones de
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conformidad con la invencion, u otras composiciones de control conocidas del estado de la
técnica).

A2.1. Preparacion de las placas para ELISA.

Se recubrieron 96 placas de pozo (Falcon 353912} con 100 ul/pozo de un anticuerpo
monoclonal anti-TGF-B3 de captacién (R&D Systems MAB643) diluido en PBS a una
concentracion de 2 pg/mL. Entonces se sellaron las placas y se incubaron durante la noche
a temperatura ambiente para permitir que el anticuerpo se adhiera a los pozos. Después de
la incubacién cada pozo se succiond y se lavo tres veces con 300 pL/pozo (cada lavado) de
amortiguador de lavado (comprende Tween 20 0,05% (v/v) en PBS, pH 7,4). Los sitios no
especificos de unioén a las proteinas fueron bloqueados mediante la adicion de 150 pL/pozo
de PBS que contenia BSA1% (p/v), sacarosa 5% (p/v) y azida de sodio 0,05% (p/v). Los
pozos que contenian esta solucién se incubaron a temperatura ambiente durante una hora.

A2.2. Preparacion de la curva estandar del TGF-f;

Todas las diluciones estandar y de muestra se hicieron ya sea en una solucién 0,25M de
aziicar (es decir, maltosa, glucosa, manosa o sacarosa) o en diluyente para ELISA (0,1%
(p/v) BSA, Tween 20 0,05% (v/v) en solucion salina Tris-amortiguadora pH 7.3).

Se prepar6 una serie estindar de TGF-B; usando TGF- B3 humana recombinante (R&D
Systems 243-f3) o TGF-B; (de la solucion estdndar a una concentracién de 9,1 mg/mL en
acido acético 20mM vy alcohol isopropilico al 20% (v/v)), que oscilé entre 31,25 pg/mL y
2000 pg/mL.

A2.3. Prueba de recuperacion

A cada pozo se le afiadi6 un volumen de 100 pL bien sea de las soluciones de la
muestra o estindar. Entonces la placa se selld e incubé durante 1,5 horas a temperatura
ambiente. Después se succionaron los pozos y se lavaron en total tres veces con 300
uL/pozo de amortiguador de lavado (como se indico arriba) para cada lavado.

Una vez que los pozos se succionaron y lavaron, a cada pozo se le afiadio un volumen
de 100 pL de anticuerpo de deteccion biotinilado anti-TGF-B; (R&D Systems BAF243)
diluido hasta 100 ng/mL en diluyente para ELISA (como se indico arriba). La placa se sellé
e incubd durante‘ 1,5 horas a temperatura ambiente. Entonces los pozos se succionaron y
lavaron en total tres veces con 300 uL/pozo de amortiguador de lavado (como se indico
arriba) para cada lavado. Entonces a cada pozo se le afiadié un volumen de 100 uL/pozo de
Streptavadin HRP (Dako P0397) diluido 1:5000 en diluyente para ELISA, y la placa se
selié e incubo durante 30 minutos a temperatura ambiente. Entonces los pozos se
succionaron y lavaron en total tres veces, usando 300 pL/pozo de amortiguador de lavado
para cada lavado. Entonces a cada pozo se le afiadio un volumen de 100 pL de Solucion

Sustrato (R&D Systems DY999), la placa se cubri6 e incub6 durante 20 minutos a
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temperatura ambiente. A cada pozo se le afiadid un volumen de 50 pL de Solucién de
Detencion (H,SO4 0,5M). Entonces se determind la densidad optica del contenido de cada
pozo, en un tiempo de 30 minutos, usando un lector de microplaca a una longitud de onda
de 450 nm (la correccion de la longitud de onda se fijé a 570 nm). Entonces se determin¢ la
cantidad del TGF-B; presente en las muestras, que representa al TGF-f3 recuperable de las
composiciones, haciendo referencia a la curva estandar. Los resultados se expresan en la
tabla 1, como las veces de aumento del material recuperado de la jeringa comparado con la
formulacién DS11 (manitol) representativa de las composiciones preferidas conocidas del
estado de la técnica.

A3. Resultados de la prueba de recuperacion

El TGF-B; recuperable detectado en una formulacion de PBS/Manitol (DS11) fue de
284.8 (£0,03) ng/100 pL.

Los incrementos de la recuperacion del TGF-8; de las jeringas que contienen
composiciones de conformidad con la invencién luego de una semana almacenamiento a
4°C (comparada con la recuperacion de TGF-B; de las jeringas que contienen la
formulaciéon DS11 sometida a las mismas condiciones de almacenamiento) se muestra en
La tabla 1. _

Los resultados claramente indican qué las composiciones farmacéuticas de conformidad
con la presente invencidén permiten un gran aumento de la recuperacion del miembro de la
superfamilia del TGF-B incorporado en ellas en comparacién con el nivel de recuperacion
que es posible usando composiciones preferidas conocidas del estado de la técnica.

Tabla 1

Formulacion Veces en que se incrementa el material
recuperable comparado con la

formulacion DS11

Sacarosa 3,18
Maltosa 491
Glucosa 2,18
Manosa 2

B. Actividad biologica de los miembros de la superfamilia del TGF-p incorporados en
las composiciones farmacéuticas de conformidad | con ¢l primer aspecto de la
invencion.

La actividad biologica inherente del miembro de la 'éuperfamilia del TGF-p TGF-p;

incorporado en composiciones de la invencion se determiné de conformidad con la
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siguiente prueba, que se basa en la capacidad de los miembros de la superfamilia de] TGF-B
de inhibir la proliferacion de las células del epitelio pulmonar del visén. La actividad
biologica del miembro de la superfamilia del TGF-p incorporado se puede valorar entonces
determinando su valor ICso (la concentracion a la cual se observa una inhibicion de 50% de
la respuesta de proliferacion celular).

Esta prueba representa un medio adecuado para determinar la actividad biologica de
otros miembros de la superfamilia del TGF-f incorporados en composiciones de la
invencién, o en composiciones conocidas que se usan para propositos de comparacion.

B1. Detalles experimentales de la prueba de actividad biologica.

En pocas palabras, la actividad biologica del TGF-B; incorporado en una composicion
de conformidad con el primer aspecto de la invencion se determiné midiendo Ia inhibicion
de la proliferacién de las células epiteliales del pulmén del visén (Mv-I-Lu) (No Cat.
ATCC CCL-64) producida por el miembro de la superfamilia del TGF-p. La inhibicion de
la proliferacién se valoré usando un reactivo MTT (No Cat. Sigma M2279). El MTT es el
bromuro de 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)~2,5-difenil-2H-tetrazolio, una sal soluble de
tetrazolio que se convierte en su producto formazan por la actividad metabolica
(deshidrogenasas mitocondriales) de las células. Los cristales insolubles de formazan se
solubilizan con isopropanol acidificado y la intensidad de la solucion resultante se mide
colorimétricamente a una longitud de onda de 570 nm.

En pocas palabras, 1x10 /mL de células epiteliales de pulmoén de visén se inocularon en
placas de 96 pozos en 100 pl. de medio de cultivo (DMEM + 10% (v/v) Suero fetal bovino,
Glutamina20mM, Hepes 0,1M) por pozo. Las células se incubaron a 37°C en CO3 5% (v/v),
y se dejaron conglomerar durante 24 horas. El TGF-B; se diluy6 justo antes de usarlo (es
decir, sin almacenamiento previo) en DSI1, que comprende solucién salina con
amortiguador de fosfato (PBS) que contiene manitol 5% (p/v), o maltosa 0,25M para
generar curvas estandar a diez veces la concentracion final de la prueba de 1,9-500 pg/mL.
Las muestras se diluyeron mas al 1:5 en medio de cultivo celular antes de la adicion de 100
pL de estas muestras a cada pozb que contenia 100 gL de medio de cultivo celular (que da
lugar a una dilucién adicional 1:2 en el pozo y en consecuencia concentraciones finales de
la prueba de 1,9-500 pg/mL). Entonces las células de cada pozo se expusicron a las
muestras durante cinco dias a 37°C en CO, 5%(v/v). Al final de la exposicion a cada pozo
se le afiadieron 50 pL de reactivo (2 mg/mL estandar disuelto en PBS). Las placas se
incubaron durante otras cuatrg haras a 37°C en €O, 5%(v/v). Después de este periodo se
extrajo el sobrenadante de cada pozo y los cristales precipitados de formazan se disolvieron
mediante la adicion de 100 pL/pozo de isopropanol dcido. El MTT solubilizado en cada

pozo se cuantificd usando un lector de placa de 96 pozos a una longitud de onda de 570 nm.
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Los datos se llevaron a grafica usando XLFit 3 y se calcularon los valores de ICsp para
cinco curvas individuales para cada formulacién. El valor de ICsy para cada formulacion se
expresd como la media (# desviacion estdndar) de estas curvas estandar individuales.

B2. Resultados de la prueba de actividad biologica.

Los resultados de cinco repeticiones de la prueba de actividad biologica usando tanto
una composicién conocida del estado de la técnica (Figuras 3A a 3E) y una compésicién de
la invencion (Figuras 3F a 3J) se muestran en la Figura 3. Las medias (+ desviacidn
estandar) de las curvas individuales que se muestran en la Figura 3 se dan en la tabla 2.

Los resultados ilustran claramente que el valor de ICsp (para la inhibicion de
proliferacion de las células del epitelio pulmonar del vison) del TGF-B; incorporado en las
composiciones farmacéuticas de conformidad con la invencion se reduce en gran medida en
comparacién con el valor que se obtiene con el TGF-B; incorporado en composiciones
preferidas del estado de la técnica. Esta disminucion del valor de ICsp indica que la cantidad
del miembro de la superfamilia del TGF-B TGF-B3 que se requiere para alcanzar 50% de la
actividad biolégica ejercida por la citocina se reduce cuando se incorpora en las
composiciones farmacéuticas de la invencién. Segin esto, se puede ver que la actividad
biolégica del miembro de la superfamilia del TGF-B incorporado en composiciones de la
invencion presenta un gran incremento sobre la que se puede alcanzar con el uso de

composiciones del estado de la técnica.

Tabla 2
Formulacién Media de I1Csp
(pg/mL;  desviacién estindar)
DSI11 30,104 (+ 7,093
Maltosa 7,309 (£ 1,044)

D. Resumen de los estudios Ay B

Las composiciones farmacéuticas de conformidad con la presente invencion permiten
niveles sorprendentemente altos de recuperacion de los miembros de la superfamilia del
TGF-B incorporados en las composiciones comparados con las composiciones preferidas
descritas en el estado de la técnica.

Ademas, la actividad bioldogica de los miembros de la superfamilia del TGF-f
incorporados en las composiciones estd sorprendentemente elevada comparada con la de
los miembros de la superfamilia del TGF-§ incorporados en composiciones del estado de la

técnica.
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E. Evaluacién de dolor y eritema localizados asociado con la inyeccion intradérmica de
las formulaciones

Se llevé a cabo un estudio para valorar el dolor y eritema localizados asociados con la
inyeccion intradérmica de los medicamentos manufacturados de conformidad con la
invencién y el dolor v el eritema asociados con inyecciones de control de composiciones
del estado de la técnica.

Las soluciones inyectables experimentales se prepararon como se describio arriba.

En pocas palabras, se inyectd por via intradérmica un volumen de 100-pL de cada una
de las formulaciones descritas arriba en la cara interna del brazo de un voluntario. Ademis
del control de arriba descrito, también se usé una solucion del conocido anestésico local
xilocaina como control adicional. El dolor y el eritema causados por la inyeccion fueron
clasificados por el voluntario y un médico.

Se hicieron evaluaciones separadas de dolor y eritema locales asociados con cada una
de las soluciones que se muestran en la tabla 3. Tanto el voluntario como el médico
realizaron estas evaluaciones. El grado de dolor o eritema asociados con las diferentes
formulaciones empleadas se califico con base en las siguientes categorfas (enumeradas por
gravedad ascendente): i) ninguna ii) minima iii) leve iv) marcada.

Los resultados de la evaluacion se muestran en la tabla 3 y se resumen en la tabla 4.

Los resultados indican que los medicamentos manufacturados de conformidad con la
invencion dieron lugar de forma constante a una reduccioén del dolor de la inyeccion en
comparaciéon con composiciones inyectables conocidas del estado de la técnica.

Los resultados ilustran claramente la idoneidad de los medicamentos manufacturados de
conformidad con la invencién para usarlos como vehiculos capaces de reducir el dolor de la
inyeccion .que por lo deméas se asociaria con la inyeccion de otras sustancias. Esto se ve
especialmente ilustrado por el hallazgo de que el medicamento de conformidad con la
invenciéon que incorpora manitol dio lugar a menos dolor por la inyeccion que las
inyecciones de composiciones a base de manitol solas.

F. Resumen del estudio E
Los medicamentos manufacturados de conformidad con la presente invencion poseen

upa sorprendente capacidad de prevenir o reducir el dolor de la inyeccién. Esta capacidad la

.Apuestran tanto en comparacion con agenies anestésicos conocidos (como la xilocaina)

como en comparacion con medicamentos inyectables existentes preferidos (como la
formulacién a base de manitol DS11). Las propiedades beneficiosas de los medicamentos
manufacturados de conformidad con la invencién las muestran todos los azicares
examinados hasta el momento, pero son no una formulacion compuesta por el azicar

alcohol manitol.
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Tabla 3

Muestra Voluntario Eritema Dolor
Xilocaina : Marcado Marcado
Agua con 5% manitol y : Leve Leve
equivalente a 100 pg/100 mL de

proteina

Glucosa Leve - | Ninguno
Manosa Minimo Ninguno
Maltosa Minimo Ninguno
Sacarosa Minimo/Ninguno Ninguno
Manosa + manitol 5% Minimo Minimo
Glucosa + manitol 5% Minimo Minimo
Sacarosa + manitol 5% Minimo Minimo
Maitosa -+ manitol 5% Ninguno Minimo
Xilocaina Marcado Marcado
Maltosa + manitol 5% Ninguno Minimo
Maltosa + manitol 5% Ninguno Minimo
Tabla 4

Formulacién Eritema Dolor

Xilocaina Marcado Marcado

DS11 Leve Leve

Sacarosa Minimo Ninguno

Maltosa Minimo Ninguno

Glucosa Minimo Ninguno

Manosa Minimo Ninguno
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REIVINDICACIONES

1.

10.

11.

12.

13.

Una composicion farmacéutica que comprende un miembro de la superfamilia del TGF-
B y un azicar proporcionado a concentracién suficiente para permitir una mejor
recuperacion y/o un aumento de su actividad biolégica del miembro de la superfamilia
del TGF-p.

La composicién farmacéutica de la reivindicacion 1, en donde el aziicar se selecciona
de entre.el grupo compuesto por maltosa, sacarosa, glucosa y manosa.

La composicion farmacéutica de la reivindicacién 2, en donde el aziicar es maltosa.

La composicion farmacéutica de la reivindicacién 2, en donde el azicar se selecciona
de entre el grupo compucsto por glucosa y manosa.

La composicion farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
donde el azlicar est4 presente a una concentracién mayor de 50 mg/mL. 7
La composicion farmacéutica de la reivindicacion 5, en donde el azucar estd presente a
una concentracion de entre 51 y 200 mg/mL..

La composicion farmacéutica de la reivindicacion 5, en donde el azucar esta presente a
una concentracion de entre 60 y 150 mg/mL..

La composicion farmacéutica de la reivindicacioén 5, en donde el azlcar esta presente a
una concentracion de entre 70 y 100 mg/mL.

La composicion farmacéutica de la reivindicacion 5, en donde el azicar estd presente a
una concentracién de entre 80 y 95 mg/mL.

10, La composicion farmacéutica de la reivindicacion 5, en donde el azucar estd
presente a una concentracion de entre 85 y 90 mg/mL.

Una composicion farmacéutica soluble que comprende un miembro de la superfamilia
del TGF-B y un azicar, en donde el aziicar se proporciona en una proporcion tal que, al
ser disuelta la composicién hasta alcanzar una solucion fisiologica, el azicar se
proporciona a concentracion suficiente para permitir una mejor recuperacion y/o un
aumento de su actividad biologica del miembro de la supérfamilia det TGF-f.

Una composicion soluble conforme a la reivindicacion 11, en donde el azicar se
proporciona en una proporcion tal que al ser disuelta la composicién hasta alcanzar una
solucion fisiolégica, la concentracion del azucar es mayor de 50 mg/mL.

Una composicion farmacéutica soluble que comprende un miembro de la superfamilia
del TGF-P, una fuente de jones de sodio, y un azicar, las cantidades de la fuente de
iones de sodio y del aziicar son tales que al ser disuelta la composicién para producir
una concentracidon de sodio de entre 130 y 160 mEqg/L, la concentracion del azicar es
suficiente para permitir una mejor recuperacion y/o un aumento de su actividad
biolégica del miembro de la superfamilia del TGF-B.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.
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Una composicion soluble conforme a ila reivindicacion 13, en donde las cantidades de la
fuente de iones de sodio y del aztcar son tales que al ser disuelta la composicion para
producir una concentracion de sodioi de entre 130 y 160 mEqg/L la concentracion del
azucar es mayor de 50 mg/mL. I

La composicion farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
donde el miembro de la superfamillia del TGF-B se selecciona de entre el grupo
compuesto por TGF-8,, TGF- B2 y TGF-B.

La composicion farmacéutica de la|reivindicacion 15, en donde el miembro de la

superfamilia det TGF-p es TGF-.

La composicién farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones precedentes en

donde la composicion es para usar en la cicatrizacion de heridas.
La composicion farmacéutica de la re;ivindicaci()n 17, en donde la composicion es para
usar para promover cicatrizacion de: heridas y/o prevenir o inhibir la formacion de
cicatrices. ;
La composicién farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones precedentes en
donde la composicion esta formulada ﬁ)aIa administracion por inyeccion.

]
20, La composicion farmacéutica de lia reivindicacion 19, en donde fa composicion esta
formulada para administracion por iny;ecci()n intradérmica. |
La composicion farmacéutica de la ;reivindicacién 19, en donde la composicién esta
formulada para administracién por iny'Fccién subcuténea.
La composicién farmacéutica de la reivindicacion 19, en donde la composicion esta
formulada para administracion por hlyf:cci(’)n intravenosa.
La composicion farmacéutica de la reivindicacién 19, en donde la composicién esta
formulada para administracién por inyEeccic’m intramuscular.
La composicion farmacéutica de cu:alquiera de las reivindicaciones precedentes, en
donde la composicion estd formx:xlada para administracion como un instilado
|
.

La composicion farmacéutica de cu|a1quiera de las reivindicaciones precedentes, en

intraperitoneal.

I

donde la composicion estd formulada para administracién como un colirio.

La composicion farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en

donde la composicion est4 formulada para administracion a través de una endoprotesis.
i

« ., s | . . . . .

La composicién farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en

|

donde la composicion esta formulada' para administracion por un vehiculo de liberacion

3
b

lenta. i
La composicion farmacéutica de cu!alquiera de las reivindicaciones precedentes, en

donde la composicion comprende un eggente espesante.
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29.

30.

31.

32.
33.

34.

35.

36.

37.
38.

39.

40.

41.

42.

43,
44,

45.

La composicion farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
donde la composicion comprende un agente tixotropico.

Un recipiente prellenado que comprende una composicion farmacéutica de conformidad
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 29.

El recipiente prellenado de la reivindicacion 30, en donde el recipiente es una jeringa.

El recipiente prellenado de la reivindicacion 30, en donde el recipiente es un vial.

Un método de tratamiento que comprende administrar a un individuo que necesita de la
actividad terapéutica de un miembro de la superfamilia del TGF-B una cantidad
terapéutica de una composicion conforme a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 29.

Un método para promover la cicatrizacion de las heridas y/o la inhibiciéon de la
formacion de cicatrices, el cual método comprende administrar a un paciente que tiene
la necesidad de dicha promocién y/o inhibicion una cantidad terapéuticamente efectiva
de una compbsicién farmacéutica conforme a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 29.
El uso de un azicar para mejorar la recuperacion y/o aumentar la actividad biologica de
un miembro de la superfamilia del TGF-B incorporado en una composicion
farmacéutica

El uso conforme a la reivindicacion 35, en donde el azicar se selecciona de entre el
grupo compuesto por de maltosa, sacarosa, glucosa y manosa.

El uso conforme a la reivindicacion 36, en donde el azicar es maltosa.

El uso conforme a cualquiera de las reivindicaciones 35 a 37, en donde el aziicar esta
presente a una concentracion mayor de 50 mg/mL.

El uso conforme a cualquiera de las reivindicaciones 35 a 38, en donde el miembro de
la superfamilia del TGF-B se selecciona de entre el grupo compuesto por del TGF-B;,
TGF-B; y TGF-ps.

El uso conforme a la reivindicaciéon 39, en donde el miembro de la superfamilia del
TGF-B es TGF-Bs. '

El uso de un azicar en la manufactura de un medicamento para la prevencion o
reduccion del dolor de la inyeccion.

El uso conforme a la reivindicacién 41, en donde el azicar se selecciona de entre el
grupo compuesto por maltosa, sacarosa, glucosa y manosa.

El uso conforme a la reivindicacion 42, en donde el aziicar es maltosa.

El uso conforme a cualquiera de las reivindicaciones 41 a 43, en donde el azicar se
proporciona a una concentracion mayor de 50 mg/mL. |

El uso conforme a cualquiera de las reivindicaciones 41 a 44 para la manufactura de un

medicamento inyectable.
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46. El uso conforme a cualquiera de las reivindicaciones 41 a 45 en donde el medicamento

47.

48.

49.

50.

51

52.

53.

54.

55.

56.

ademas comprende un agente terapéuﬁco activo.

El uso conforme a la reivindicacién 46, en donde el medicamento comprende un agente
terapéutico activo capaz de promover la cicatrizacion de las heridas.

El uso conforme a la reivindicacion 46 o la reivindicacion 47, en donde ¢l medicamento
comprende un agente terapéutico activo capaz de reducir la cicatrizacion.

El uso conforme a cualquiera de las reivindicaciones 46 a 48, en donde cl agente
terapéutico activo comprende un miembro de la superfamilia del TGF-.

El uso conforme a la reivjndicacién 49, en donde el miembro de la superfamilia del
TGF-p se selecciona de entre el grupo compuesto por TGF-B1, TGF-B2 y TGF-s.

El uso conforme a la reivindicacién 50, en donde el miembro de la superfamilia del
TGF-B es TGF-fs.

El uso conforme a cualquiera de las reivindicaciones 41 a 51, en donde el medicamento
ademas comprende un agente activo anestésico.

El uso conforme a la reivindicacién 52, en donde el agente activo anestésico es un
anestésico local inyectable.

El uso conforme a la reivindicacién 53, en donde el medicamento ademds comprende
xilocaina.

El uso conforme a cualquiera de las reivindicaciones 41 a 54, en donde el medicamento
ademas comprende un agente cosmético activo.

El uso conforme a cualquiera de las reivindicaciones 41 a 55, en donde el medicamento

ademas comprende un agente diagndstico activo.
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FIGURA 2

TGF-BETA 1 (Secuencia ID No. 1)
ALDINYCFSSTEKNCCVRQLYIDFRKDLGWKWIHEPKGYHANFCLGPCPY INSLDT
QY SKVLALYNQHNPGASAAPCCVPQALEPLPIVYYVGRKPKVEQLSNMIVRSCKCS

TGF-BETA 2 (Secuencia ID No. 2)
ALDAAYCFRNVQDNCCLRPLYIDFKRDLGWKWIHEPKGYNANFCAGACPYLWSSDT
CHSRVLSLYNTINPEASAS PCCVSQDLEPLTILYYIGKTPKIE_QLSNMIVKSCKCS

TGF-BETA 3 (Secuencia ID No. 3)
ALDTNYCFRNLEENCCVRPLYIDFRODLGWKWVHE PKGYYANFCSGPCPYLREADT
THSTVLGLYNTLNPEASASPCCVPQDLEPLTILYYVGRTPKVEQLSNMVVKSCKCS
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FIGURA 3 CONTINUA
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PHARMACEUTICAL COMPOSITIONS

The present invention relates to pharmaceutical compositions comprising TGF-8
superfamily members. Particularly, the invention provides improved pharmaceutical
compositions comprising TGF-B superfamily members, wherein the compositions
provide improved recovery of the TGF-§ superfamily members and/or improved
biologicaﬂ activity of the TGF-8 superfamily members incorporated in the
compositions. The invention also provides methods utilising such pharmaceutical
compositions. Furthermore, the invention also provides medicaments fbr the

prevention or reduction of injection pain.

The Transforming Growth Factor-Betas (TGF-s) represent a fa:hi]y of cytokines
having diverse biological activities. The TGF-Gs belong to a wider group of related
cytokines known as the TGF-§ superfamily. Members of the TGF-8 superfamily
include activins, bone morphogenetic proteins (BMPs), anti-Miillerian hormone
(AMH), the glial cell line derived neurotrophic factor (GDNF) subfamily and the
growth/differentiation factor (GDF) subfamily. TGF-8 superfamily members share
structural similarities, such as a common cysteine knot motif, as well as common
signal transduction pathways. Illustrative examples of members of the TGF-

superfamily are shown in Figure 1.

The biological activities of members of the TGF-8 superfamily have utility in many
different therapeutic contexts, and accordingly there is much inferest in the

'pharmaceutical application of TGF-8 superfamily members.

TGF-8i, TGF-B; and TGF-3; aré known to play crucial roles in the regulation of the
wound bealing response, while osteoinduction modulated by BMPs is useful in the

therapeutic application of bone formation, healing and remodelling,

TGF-B1 has uses in the prevention and/or treatment of sclerodenné, angiogenesis
disorders, renal disease, osteoporosis, bone disease, glomerlonephritis and renal

disease.
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TGF-82 may be used in the treatment of glioma, non-small-cell lung cancer, pancreas
tumour, solid tumours, colon tumour, ovary tumour, age-related macular
degeneration, ocular injury, osteoporosis, retinopathy, ulcers, carcinoma, mouth
inflamimation and scleroderma.

TGF-33 may be used in the treatment of fibrotic disorders, scleroderma, angiogenesis
disorders, restenosis, adhesions, endometriosis, ischemic disease, bone and cartilage
induction in vitro fertilisation, oral mucositis, renal disease, prevention, reduction or
inhibition of scarring, enhancement of neuronal reconnection in the peripheral and
central nervous system, preventing, reducing or inhibiting complications of eye

surgery (such as LASIK or PRK surgery).

Many other members of the TGF- superfamily are also known to have therapeutic
applications. For example, glial cell line derived neurotrophic factor (GDNF) has
been suggested to be useful in the treatment of many neurodegenerative and
neurological diseases (such as Parkinson’s disease, motor neurone disease,
Alzheimer’s disease, and Huntington’s chorea) as well as in wound healing, treatment
of scar tissue and ocular applications in treatment of comneal tissue and corneal

disease.

Artemin (which is also known as neublastin or enovin) is suitable for use in the
prevention and/or treatment of neurodegenerative disease, neuropathic pain and

neuropathy.

Neurturin has therapeutic applications in Parkinson’s disease and other neurological

diseases.

Persephin is believed to have therapeutic utility in the treatment of such conditions as
inflammation, multiple sclerosis, neoplasm, healing of wounds and other injuries,

Acquired immune deficiency syndrome (AIDS), bacterial, viral and other infections,
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immune deficiency, Alzheimer’s disease, Huntington’s chorea, Parkinson’s disease,

cercbrovascular ischemia, and degenerative diseases.

BMP 15 (also known as Growth Differentiation Factor 9B) is useful in the treatment
of female infertility, in contraception, as well as in cases of bone injury and wound
healing.

The superfamily member GDF9 has therapeutic utility in the treatment of female
infertility.

Nodal may be used in the treatment of muscle disease, osteoporosis, osteoarthritis, -

wound healing, periodontal disease and connective tissue disease.

BMP3 has medical uses in the fields of bone injury, osteoporosis, wound healing,
nervous system injury, neurodegenerative disease, Parkinson’s disease,
cerebrovascular disease and renal disease. BMP3b may be used in the treatment of

birth complications.

BMP-5 may be used to treat many of the same indications as BMP-3, as well as
osteoporosis, connective tissue disease, injury including wound healing, bone disease,
tooth disease, osteoarthritis, periodontal disease, cerebrovascular ischemia, renal

failure and brain injury.

GDEF-5 (also known as cartilage derived morphogenetic factor) may be used in the
treatment of arthritis, arthropathy, and neoplasm.

BMP10 may be used to treat osteoporosis, wound healing, ulcer, periodontal disease,
bone disease, bums, conneciive tissue disease, bone tumour, bone injury and

neoplasm.

BMP-8 (also known as osteogenic protein 2) may be used in the treatment of bone

disease.
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BMP-6 has therapeutic applications in the treatment of cerebrovascular ischemia and

cancer.

BMP-7 may be used in the treatment of renal disease, calcification, tooth disease,
motor neurone disease, Parkinson’s disease, periodontal disease, bone diseases,
cerebrovascular ischemia, renal failure, brain injury, scar tissue, musculoskeletal

disease, and osteoporosis.

BMP-2 may be used for treating osteoporosis, bone diseases including

musculoskeletal diseases and periodontal disease.

BMP-4 may be used in the treatment of kidney discases.

-~
o

GDF-3 has therapeutic uses in the treatment of immune disorders, whereas GDF-1
may be used in the treatment of nervous system injuries, multiple sclerosis and

neurological diseases.

GDF-8 (also known as myostatin) may be used in the prevention and/or treatment of

muscle wasting disease and non-insulin dependent diabetes.

The inhibin family of proteins may be used to treat infertility, haematological disease,
anaemia, carcinoma, leukaemia and hyperphosphatemia and cancers, as well as in

contraception.

Activin has therapeutic uses in the fields of scleroderma, angiogenesis disorders,
scarring and fibrosis, restenosis, adhesions, endometriosis, ischemic disease, bone and

cartilage induction, in vitro fertilisation, oral mucositis and wound healing,.

GDF-15 may be used to treat Parkinson’s disease, Alzheimer’s disease,

schizophrenia, cerebrovascular ischemia, dementia, immune disorders and neoplasm.
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Mullerian inhibitory factor (MIF), which is also known as anti-Mullerian hormone or
MIS, may be used in the fields of cancer including metastasis, lymphoid leukaemia,
prostate tumour, uterine cervix tumour, breast tumour, ocular tumour, ovary tumour
endocrine disease, haemangioma, endometriosis, inflammation, melanoma, neoplasm,
carcinoma, skin tumour, female genital tract tumour, male genital system disease,

erectile dysfunction and respiratory distress syndrome.

Ebaf (also known as Lefty) may be used in the treatment of hair disease including
alopecia, scleroderma, fibrosis, muscular dystrophy, neoplasm, autoimmune disease,

treatment of scar tissue, cirrhosis, pulmonary fibrosis, melanoma and carcinoma.

Despite the well-recognised requirement for pharmaceutical compositions comprising
TGF- superfamily members there are many acknowledged problems associated with
presently existing compositions. Among these problems are the common inability to
recover a proportion of a TGF-8 superfamily member incorporated in a given
composition (a problem which may arise as a result of adsorption of the TGF-8
superfamily member to the material of a container in which the composition is
stored), and a generally observed decrease over time of the biological activity of TGF-
B superfamily members incorporated and stored in compositions. This also has
important implications in the manufacture of any TGF-8 superfamily member

therapeutic.

It is an object of the present invention to obviate or mitigate at least some of the
problems associated with prior art pharmaceutical compositions comprising TGF-3

superfamily members.

According to the present invention there is provided a pharmaceutical composition
comprising a2  TGF-f superfamily member and a sugar provided at sufficient
concentration to aflow improved recovery and/or increased biological activity of the

TGF-f3 superfamily member,
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The present invention also provides use of a sugar for improving the recovery and/or
increasing the biological activity of a TGF-8 superfamily member incorporated in a
pharmaceutical composition. It will be appreciated that the increase in biological
activity may be assessed after recovery of the TGF-8 from the composition.
Preferably the amount of a TGF-§ superfamily member recovered from the
pharmaceutical composition may be increased, and this recovered TGF-f superfamily
member may bave increased biological activity. Suitable sugars and TGF-8
superfamily members (and concentrations of both sugars and superfamily members)
for use in accordance with this aspect of the invention may be selected based on any
of the considerations set out elsewhere in this specification with reference to any of
the aspects or embodiments of the invention. In particular TGF-83 may be a suitable
superfamily member, and maltose may be a preferred sugar. The combination of

maltose and TGF-3; may be particularly preferred.

Preferably a TGF-3 superfamily member incorporated in a pharmaceutical
composition in accordance with the invention will exhibit increased biological activity
(i-e. the biological activity exhibited by a TGF-@ superfamily member incorporated in
a pharmaceutical composition of the invention will be greater than for the same

quantity of the same superfamily member incorporated in a prior are composition).

Most preferably a pharmaceutical composition of the invention should allow
improved recovery of a TGF-f superfamily member that has been incorporated, and
the superfamily member will additional exhibit increased biological activity.

The inventors have found that the beneficial effects conferred by pharmaceutical
compositions in accordance with the invention can be obtained using any suéar thus
far tested. However, it may be preferred that pharmaceutical compositions in
accordance with the invention comprise a sugar selected from the group comprising
maitose, sucrose glucose and mannose. More preferably the sugar utilised in
pharmaceuﬁcal compositions in accordance with the invention may be selected from

the group comprising maltose and sucrose, and most preferably the sugar is maltose.
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For the avoidance of doubt, terms as “‘pharmaceutical compositions of the invention”
(or the like) are intended to encompass not only compositions as defined in the first,
third and fourth aspects of the invention, but also pharmaceutical compositions

manufactured in accordance with the uses of the invention.

The present invention is based on the inventors’ finding that pharmaceutical
compositions comprising TGF-8 superfamily members in the presence of suitable
sugars, or suitable concentrations of sugars, provide a number of swprising
advantages when compared to pharmaceutical compositions known in the prior art.
These advantages include a two- to five-fold increase in the recovery of 'TGF-B
superfamily members from -phannaceutical compositions of the invention, as well as a
four-fold increase in the biological activity of TGF-8 superfamily members

incorporated in such compositions.

In a preferred embodiment of the invention there is provided a pharmaceutical
composmon comprising a TGF-8 superfamily member and a sugar, the sugar being
present at a concentration of greater than 50mg/ml, for use as a medicament. A
composition in accordance with the invention may comprise a sugar provided at a
concentration of between 51 and 200mg/mi, preferably at a concentration of between
60 and 150mg/mi, more preferably at a concentration of between 70 and 100mg/ml,
even more preferably at a concentration of between 80 and 95mg/ml, and most
preferably at a concentration of between 85 and 90mg/ml,

In a further preferred embodiment of the invention there is provided a pharmaceutical
composition comprising a TGF-8 superfamily member and a sugar selected from the

group comprising ghicose and mannose, for use as a medicament.

Previously, the prior art has suggested that the sugar alcohol mannitol represents a
preferred excipient for use in pharmaceutical compositions comprising TGF-8
superfamily members, The inventors have found that pharmacentical compositions in
accordance with the present invention provide advantages and beneficial effects even

when compared to these preferred prior art compositions. Indeed, the surprisingly
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efficacious compositions of the invention allow two- to five-fold increased recovery
of an incorporated TGF-f superfamily member compared to such mannitol-based

formulations, as well as up to a four-fold increase in biological activity.

Compositions in accordance with the invention provide benefits over the prior art both
in terms of the improved recovery of TGF-8 superfamily members and the increased
inherent biological activity of TGF-8 superfamily members incorporated in such
compositions. The prior art contains no indication that sugars may be used to such
great effect, and certainly contains no suggestion that the use of compositions
comprising sugars at a concentration of greater than 30mg/mi provide any of the

advantages identified by the inventors.

The increased fecovery of TGF-8 superfamily members incorporated in compositions
in accordance with the invention confers many important advantages over imown
compositions previously disclosed in the prior art. There is nothing in the prior art to
- suggest that sugars sclected from the group comprising glucose and mannose may

provide these advantages identified by the present inventors.

The. skilled person will appreciate that, there are certain contexts in which, suitable
pharmaceutically acceptable derivatives, variants and salis of sugars may also be used
in the pharmaceutical compositions of the invention. Suitabie derivatives, variants or
salts may be those of a sugar selected from the group comprising maltose, sucrose
glucose and mannose, and in particular those based on sugars selected from the group
comprising maltose and sucrose (more preferably on the sugar maltose). However,
the inventors believe that the benefits identified are most readily conferred by use of
the sugars themselves. This is in contrast to, and should be distinguished from, the
prior art’s suggested use of agents such as sugar alcohols. In keeping with these
advantages it will be appreciated‘ that sugar alcohols should not be used in accordance

with the present invention.

The inventors have found that the pharmaceutical compositions in accordance with

the invention are suitable for use with any TGF-g superfamily member. Accordingly,
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except for where the context requires otherwise, references to TGF-§ or TGF-Bs may
be taken to encompass reference to any member of the TGF-8 superfamily, It will be
appreciated that such references should be taken to encompass all known superfamily
members, and at least all members of the TGF-£ superfamily set out in Figure 1.
Preferably the TGF-8 superfamily member incorporated in phanmaceutical
compositions in accordance with the present invention may be selected from the
group comprising TGF-8;, TGF-B; and TGF-3; (corresponding to Sequence IDs No.s
1,2 and 3 respectively as shown in Figure 2). Most preferably the TGF-8 superfamily
member is TGF-8s.

The skilled person will further appreciate that the pharmaceutical compositions of the
invention may incorporate more than one TGF-8 superfamily member. Such
compositions incorporating multiple TGF-8 superfamily members may be preferred in
contexts where it is wished to take advantage of combinations of TGF-8 superfamily
members having an additive or synergistic interaction in their combined therapeutic or
biological effects. Accordingly, except for where the context requires otherwise,
references to a TGF-@3 superfamily member, and particularly a TGF-8 superfamily
member incorporated in a pharmaceutical composition of the invention, should be
taken also to encompass compositions incorporating two or more TGF-8 superfamily

members.

It is well known'to those skilled in the art that proteins such as TGF-8 superfamily
members have a tendency to interact, particularly with hydrophobic components of a
composition or storage vessel, such that they are not avaitable to exert thejr biological
or therapeutic activities on administration of a composition in which they are
incorporated. This problem is exacerbated on storage of compositions containing
TGF-B superfamily members. Storage of such compositions increases the
inaccessibility of the TGF-8 superfamily member so incorpofated. It is believed that
the incidence of binding of the TGF-3 superfamily member molecules within the
composition, as well as to components of a vessel 111 which the composition is stored,
increases over time of storage. The binding of the TGF-8 superfamily member

molecules, either within the composition itself or to other substrates (such as storage
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vessels), results in a lack of availability of the bound molecules to achieve their
biological and/or therapeutic activity. Afier prolonged storage the reduction in
available biological and/or therapeutic activity of the incorporated TGF-g superfamily
member may become so pronounced that the composition is rendered biologically

and/or therapeutically ineffective.

In comparison with known pharmaceutical compositions, such as those using
mannitol as an excipient, pharmaceutical compositions in accordance with the present
invention allow recovery of a significantly higher proportion of the total amount of
the TGF-8 superfamily member originally incorporated in a pharmaceutical
composition. For the present purposes “recovery” of a TGF-8 superfamily member
from a composition may be taken to refer to the proportion of the TGF-8 superfamily
member incorporated in the composition that is available to exert a therapeutic and/or
biological activity on administration of the composition. A model by which recovery
of a TGF-8 superfamily member from a pharmaceutical composition of imterest
(either a prior art composition or a composition of the invention) may be ivestigated
is described in the Experimental Results section below. It will be appreciated that,
although the major benefit of increased recovery lies in the increased biological
activity that may be exerted, when assessing recovery the method used need not
measure biological activity. Suitable methods may, instead, be based on chemical or
physical indications as to the amount of a TGF-§ superfamily member recovered (e.g.

the weight recoverable).

As noted above, the inventors have found that pharmaceutical compositions in
accordance with the present invention allow a two- to five-fold increase in recovery of
incorporated TGF-f superfamily members when compared to mannitol-based
compositions. Such results may be obtained using compositions utilising sugars at a
concentration of greater than 50mg/ml. Typically pharmaceutical compositions using
sucrose or mannose allow a two- to three-or-more-fold increase in recoverable TGF-8
superfamily members as compared to the prior art. The increased recovery achieved
using mannose as compared to mannitol highlights to benefits of using sugars as

opposed to sugar alcohols.

)
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As a result of their capacity to allow improved recovery of TGF-6 superfamily
members incorporated in the compositions, pharmaceutical compositions in
accordance with the present invention confer marked advantages as compared to prior
art compositions. It will be appreciated that, in order to be able to recover a
therapeutically effective amount of a TGF-8 superfamily member on administration of
a prior art composition, it is necessary to incorporate in the composition a greater
quantity of the TGF-g superfamily member than the therapeutically effective amount
that it is wisheci to recover (since a certain proportion of the total amount of the TGF-
| B superfamily member incorporated in the prior art composition will be rendered
unrecoverable, for example through binding within the composition or to the storage
vessel). Accordingly the prior art composition must be manufactured such that it

incorporates a total amount equivalent to the sum of:

i) the therapeutically effective amount of the TGE-8 superfamily
member; and .
ii) the amount of the TGF-8 superfamily member that will be rendered

unrecoverable,

Since the pharmaceutical compositions of the invention allow greater recovery of
incorporated TGF-@ superfamily members the total amount of the TGF-@ superfamily
member that must be incorporated in such compositions at manufacture (in order to
enable recovery of the desired therapeutically effective amount of the TGF-8
superfamily member) may be relatively reduced. It will be apprqciated that the ability
to achieve a desired therapeutic effect by use of a pharmaceutical composition
incorporating a relatively smaller amount of a TGF-f superfamily member provides

considerable commercial advantages over the prior art.

Despite progress allowing increased efficiency and cost-effectiveness in the
manufacture of therapeutically useful proteins such as TGF-g superfamily members,
these biologically and therapentically active proteins remain relatively expensive to

preduce and are typically the most expensive components of pharmacentical
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compositions in which they are incorporated. In confrast, sugars represent felatively
inexpensive compounds to be used in pharmaceutical compositions. It will be
appreciated that compositions of the invention, in which the amount of a TGEF-8
superfamily member recoverable from the composition is increased by means of the
incorporation in the composition of relatively cheap sugars, provide considerable

economic benefits over compositions known in the prior art.

The increased recovery of TGF-8 superfamily members incotporated in
pharmaceutical compositions in accordance with the invention also means that such
compositions have increased “shelf life” as compared to known compositions. It will
be appreciated that the ability to recover a higher proportion of a TGF-B superfamily
member from a composition of the invention that has been stored means that
compositions in accordance with the present invention may be used for a longer
period after their manufacture than is the case with prior art compositions. For
example, the tendency of TGF-B superfamily members incorporated in prior art
compositions to become unrecoverable from the compositions after a prolonged
period of storage is dramatically reduced when using compositions of the present
invention. This increased shelf life is further improved by the notable increase in the
inherent biological activity of TGF-g superfamily members incorporated in

compositions of the invention discussed beiow,

In addition to improved recovery of TGF-8 superfamily members from

pharmaceutical compositions in accordance with the present invention, the inventors

have surprisingly found that pharmaceutical compositions in accordance with the
invention are also able to beneficially increase the inherent biological activity of TGF-
B superfamily members incorporated therein.

The inherent biological activity of a TGF- superfamily member incorporated in a
pharmaceutical compositions of the invention may, for example, be measured with
reference to the ability of the TGF-8 superfamily member to inhibit the proliferation
of mink lung epithelia] cells (MLECs). A model by which the inherent biological

P
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activity of a TGF-8 superfamily member incorporated in a composition of interest

may be determined is presented in the Experimental Resuits section below.

Alternatively, the inherent biological activity to be assessed may be an activity that is
specific to the TGF-B superfamily member in question. For example, in the case of
pharmaceutical compositions of the invention incorporating the preferred TGF-8
superfamily member TGF-B, the inherent biological activity may be the abiolity to

reduce and/or inhibit scarring or fibrosis.

The inventors have discovered that TGF-f superfamily members incorporated in
pharmaceutical compositions in accordance with the present invention exhibit up to
five times the biological activity demonstrated by TGF-B superfamily members
incorporated in prior art compositions. This marked increase in biological activity of
TGF-B superfamily members incorporated in pharmaceutical compositions of the
invention represents a surprising and important advantage of these compositions.
Indeed, there is nothing in the prior art that suggests that pharmaceutical compositions
in accordance with the present invention should be able to increase the biological

activity of TGF-g superfamily members incorporated therein.

1t will be readily appreciated that the improved biological activity exhibited by TGF-83
superfamily members incorporated in pharmaceutical compositions m accordance
with the invention will be particularly advantageous in contexts in which it is desired
to utilise the biological activity of TGF-8 superfamily members therapeuticaily. Since
almost all therapeutic applications of the members of the TGF-8 sﬁperfamily rely
upon the biological activity of the superfamily member, the increased biological
activity of TGF-f superfamily members incorporated in compositions according to the

invention corresponds directly with an increase in therapeutic activity.

There are many therapeutic contexts in which it is known to employ pharmaceutical
compositions incorporating TGF-g superfamily members. Examples of such contexts
include the treatment of wound healing; the prevention and/or treatment of scarring;

the prevention and/or treatment of fibrosis; the acceleration of wound healing; the
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promotion of epithelial regeneration; the inhibition of scarring and/or fibrosis; and
therapeutic applications of osteoinduction (e.g. osteoinduction in bone building;
healing; and/or remodelling) and in the other therapeutic contexts described in the

intreduction.

The inventors have found that pharmaceutical compositions in accordance with the
present mvention are particularly suitable for use in the context of wound healing
and/or fibrosis. Pharmaceutical compositions in accordance with the invention are
suitable for use in the promotion of wound healing with reduced scarring; the
prevention and/or treatment of fibrosis; the inhibition of scarring and/or fibrosis; the
‘acceleration of wound healing; and the promotion of epithelial regeneration.
Accordingly it will be recognised that phkarmaceutical compositions in accordance

with the present invention may be used in the preparation of medicaments for:

i) the promotion of wound healing with reduced scarring; and/or
ii) the prevention and/or treatment of fibrosis; and/or

1i1)  the inhibition of scarring and/or fibrosis; and/or

iv)  the acceleration of wound healing; and/or

v) the promotion of epithelial regeneration.

It will be appreciated that the benefits in terms of improved recovery of TGF-8
superfamily members from compositions of the invention and the increased biological
.activity of TGF-( superfamily members incorporated in such compositions may be (to
at least some extent) separated from one another according to the manner in which the
pharmaceuntical compositions are formulated. In other words, compositions in

accordance with the present invention may be produced in which:

i) the composition provides the benefits of both improved recovery of the
TGF-8 superfamily member incorporated therein, and increased biological
activity of the TGF-3 superfamily member; or
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i) the composition provides the benefits of improved recovery of the TGF-6
superfamily member incorporated therein, but not of increased biological
activity; or |

ili)  the composition does not provide improved recovery of the TGF-B
superfamily member, but does provide increased biological activity
thereof. l

Examples illustrating these various options are provided below.

For example, compositions in accordance with the first aspect of the invention may
preferably comprise a TGF-8 superfamily member and a sugar at an effective
concentration (e.g. greater than 50mg/m]) both during storage of the composition, for
the present purposes taken to encompass the time occurring between the ma.nufacfure
of the composition and its eventual use, and also at the time at which the composition
1s administered. Such compositions in accordance with this aspect of the invention
benefit from the advaﬁtages of improved recovery of the TGF- superfamily member
during and after storage, and also from increased biological activity of the TGF-8
superfamily member when administered. |

It will be appreciated that compositions in accordance with the present invention also
encompass those compositions in which the sugar is present at an effective
concentration (e.g. greater than 50mg/ml) during storage, but wherein the sugar is
present at a lower concentration at the time of administration. A typical example of
such a situation is one in which the composition is diluted prior to its administration.
Although compositions in accordance with this embodiment of the invention do not
comprise a sugar at an effective concentration (e.g. greater than 50mg/ml) at the time
of administration of the composition the compositions still benefit from the increased
recovery of the TGF-8 superfamily member after storage, and also from increased

biological activity of the TGF-g superfamily member at the time of its recovery.

In a further embodiment of compositions in accordance with the present invention, the

effective concentration (e.g. greater than SOmg/ml) of the sugar may only be
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established relatively shortly before the composition is administered. A typical
example of a composition according to this embodiment may be one in which a
solvent is added to an otherwise “dry” composition prior to administration to produce
a composition in which the sugar has the requisite effective concentration (e.g. greater
than 50mg/ml). Compositions in accordance with this embodiment of the invention
provide TGF-§ superfamily members having surprisingly high biological activity
(compared with prior art compositions) to the site at which they are administered.
The problems associated with recovery of TGF-f superfamily members after storage
associated with prior art compositions may be obviated by the storage of the

composition in a relatively inert dry state.

Indeed, so advantageous is this embodiment of the invention that, in accordance with
a third aspect of the inverition, there is provided a soluble pharmaceutical composition
comprising TGF-g superfamily member and a sugar, wherein the sugar is provided in
such a proportion that, on dissolution of the composition to achieve a physiological
solution, the sugar is provided at sufficient concentration to aliow improved recovery
and/or increased biological activity of the TGF-8 superfamily merber. Preferably the
sugar is provided in such a proportion that on dissolution of the composition to
achieve a physiological solution the concentration of the sugar is greater than

50mg/ml. The sugar may preferably be maltose.

Preferably a pharmaceutical composition in accordance with this third aspect of the
invention may be a water-soluble pharmaceutical composition. A physiological
solution in accordance with this aspect of the invention may be a solution having
physiological concentration or osmolarity. For example, a soluble pharmaceutical
composition in accordance with this aspect of the invention suitable for injectién in
mammals may, on dissolution of the composition, achieve an osmolarity of
approximately 290 milliosmolar (osmole per litre). It will be appreciated that
compositions in accordance with this third aspect of the invention confer all the
advantages relating to increased biological activity of the TGF-8 superfamily member
incorporated therein that are found in compositions in accordance with the first and

second aspects of the invention. Accordingly, compositions in accordance with this

X
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third aspect of the invention are suitable for all medical and/or therapeutic uses
described above in relation to compositions in accordance with the first and second

aspects of the invention.

One of the factors determining whether or not a composition is considered suitable for
safe injection into mammals such as humans is the concentration of sodium ions
present in the composition at the time of administration. Accordingly, in a fourth
aspect of the invention, there is provided a soluble pharmaceutical composition
comprising a TGF-f superfamily member, a source of sodium ions, and a sugar, the
quantities of the source of sodium ions and of the sugar being such that on dissolution
of the composition to produce a sodium concentration of between 130 and 160
mEq/L, the concentration of the sugar is sufficient to allow improved recovery and/or
increased biological activity of the TGF-B superfamily member. Preferably, the
quantities of the source of sodium ions and of the sugar are such that on dissolution of
the composition to produce a sodium concentration of between 130 and 160 mEq/L
the concentration of the sugar is greater than 50mg/ml. The sugar may preferably be
maltose. Sources of sodium jons suitable for use in injectable pharmaceutical
compositions will be well known to those of skill in the art. Preferably compositions
in accordance with this fourth aspect of the invention may be water-soluble
compositions. It will further be appreciated that these compositions of the fourth
aspect of the invention may also be employed in accordance with the medical and/or

therapeutic uses described above.

In addition to the use of pharmaceutical compositions in accordance with the
invention in therapeutic applications, the skilled person will also appreciate that the
increased biological activity exhibited by compositions according to the invention
may also be of benefit in contexts in which the biological activity of TGF-8
superfamily members is to be utilised for non-therapentic purposes. Typically, such
non-therapeutic uses of TGF-8 superfamily members may relate to their use for
research or experimental purposes. Accordingly, the invention also provides
compositions as recited in the first, second or third aspects of the invention for use

other than as a medicament, and particularly for research and/or experimental use.
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The inventors have found that although the advantages conferred by pharmaceutical
compositions in accordance with the present invention are made available through all
formulations tested the pharmaceutical compositions of the invention are particularly
advantageous when the compositions are formulated for administration by injection.
More preferably, pharmaceutical compositions in accordance with the invention may
be formulated for intradermal injection, or may be formulated for subcutaneous
injection. Typical formulations suitable for intradermal injection and/or subcutaneous

injection will be well known to those skilled in the art.

Pharmaceutical compositions in -accordance with the invention suitable for localised
parenteral administration -(e.g. intradermal, intramuscular and subcutaneous) and
gystemic parenteral administration (e.g. intravenous and intra-arterial) may be
prepared by mixing a TGF-g superfamily member and sugar (both having the desired
degree of purity) with optional physiologically acceptable carriers, excipients or

stabilizers in the form of; lyophilised and non-lyophilised powder formulations for

reconstitution prior to use, non-aqueous and aqueous solutions, and semi-solid

formulations. Acceptable carriers, including excipients, are non-toxic to recipients at
the dosages and concentrations employed, and include, but are not limited to, buffers
such as phosphates, citrates, and other organic acids; antioxidants including ascorbic
acid and methionine; tonicity modifiers such as sodium chloride, glycerol, and the
like; preservatives such as octadecyldimethylbenzyl ammonium chloride;
hexamethonium chloride; benazalkonium chloride, benzethonium chioride; phenol,
butyl or benzyl alcohol; alkyl parabens such as methyl and/or propyl and/or butyl
paraben; catechol; resorcinol; cyclohexanol; 3-pentanol; and m-cresol); low molecular
weight polypeptides (comprising less than about ten amino acid residues); proteins,
such as serum albumin, gelatin, or immunoglobulins; hydrophilic polymers such as
polyvinylpyrrolidone; amino acids such as glycine, glutamine, asparagine, histidine,
arginine, or lysine; carbohydrates including dextrins; chelating agents such as EDTA;
salt-forming counter-ions such as sodium; metal complexes (e.g., Zn-protein
complexes); amionic surfactants such as fatty acid soaps, acyl sulfates, or acyl

sulfosuccinates; cationic surfactants, such as alkyl primary, secondary, tertiary, or

)
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quaternary amines; non-ionic surfactants, for example, sorbitan esters or
| polyethoxylated esters of acyl acids, copolymers of polyethylene oxide and
polypropylene oxide. '

By way of example, a pharmaceutical composition of the invention in the form of a
sterile solution suitable for parenteral administration, may include the following

constituents in addition to the TGF-B superfamily member and sugar;
0.01 M to 0.1 M phosphate buffer, and

Sodium chloride up to 0.9% w/v (to achieve iso-tonicity with blood, 290-300
mOsm/L), and

-

0.1 mg/rﬁl polyoxyethylene sorbitan mono-oleate (Tween™ 80).
A lyophilized (freeze-dried) powder ‘cake’ of the above solution could be prepared.

Such a pharmaceutical composition in accordance with the invention could be
presented in the form of a vial, an ampoule, or a pre-filled syringe of, either; a sterile
solution, a sterile suspension or any other pharmaceutically acceptable form of

presentation suited to localised parenteral drug delivery.

The improved recovery and increased biological activity of TGF-8 superfamily
members incorporated in pharmaceutical compositions in accordance with the
invention generally means that they may be used as an alternative to existing
approaches, such as lyophilisation, used to improve the shelf-lives of compositions
containing TGF-8 superfamily members. Accordingly, it may generally be preferred
that a pharmaceutical composition of the invention is non-lyophilised. However, it
may be wished that known techniques, such as lyophilisation, be used in accordance
with the compositions of the invention. These techniques may still further extend the

shelf life of pharmaceutical compositions of the invention, and may be used to

Y
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produce, for example, a sterile lyophilised (freeze-dried) powder suitable for

reconstitution.

Pharmaceutical compositions in accordance with the invention may be formulated for

use in the eye (for instance as eye drops), or as intraperitoneal instiliates.

Altematively, or additionally, pharmaceutical compositions in accordance with the
invention may be formulated for topical administration. The topical administration of
pharmaceutical compositions in accordance with the invention may be particularly
preferred in the context of follow up care for a site at which the TGF-8 superfamily

member is exerting a therapeutic effect.

Pharmaceutical compositions of the invention suitable for topical administration (e.g.
transdermal/cutaneous, ocular, otic, nasal, pharyngeal, buccal, rectal, vaginal,
urethral) may be prepared by mixing a TGF-# superfamily member and a sugar (both
having the desired degree of purity) with optional physiologically acceptable carriers,
excipients or stabilisers in the form of lyophilised or non-lyophilised powder
formulations, non-aqueous or aqueous solutions, non-agueous or aqueous
dispersions/suspensions, including emulsions and semi-solid formulations.
Acceptable carriers, including excipients, are non-toxic to recipients at the dosages
and concentrations employed, and include, but are not limited to, purified water,
saline, phosphate-buffered saline (PBS) Ringer's solution, Ringer's-lactate solution,
hydro-alcoholic solutions, polyethylene glycol (PEG), propylene glycol (PG),
phosphates, acetates, gelatin, collagens, Carbopol 934™ (BF Goodrich Corp.),
vegetable and synthetic oils and waxes, anionic surfactants such as fatty acid soaps,
acyl sulfates, or acyl sulfosuccinates; cationic surfactants, such as alkyl primary,
secondary, tertiary, or quaternary amines; non-ionic surfactants, for example, sorbitan
esters or polyethoxylated esters of acyl acids, copolymers of polyethylene oxide and
polypropylene oxide, and the like. Pharmaceutical compositions of the invention may
additionally include suitable preservatives, stabilisers, antioxidants, anti-microbials
and buffering agents, for example, methyl and/or propyl and/or butyl parabens,
butylated hydroxy anisole (BHA), butylated hydroxy toluene (BHT), citric acid,

\Q
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ascorbic acid, and the like. Emulsion, cream or ointment basés useful in formulation
may include aqueous-based creams and emulsions (oil-in-water), oil-based creams
and emulsions (water-in-oil), ointments (emulsifying and non-emulsifying
hydrocarbon), gels, hydrogels, and the like. Other fbnnu]étions for topical delivery
may include aerosols, bandages, and other wound dressings. Alternatively
pharmaceutical composition of the invention one may incorporate or encapsulate in a
suitable polymer matrix or membrane, thus providing a sustained-release delivery

device suitable for placement on, or implantation near, a site to be treated.

A pharmaceutical composition of the present invention in the form of a semi-solid
. hydrogel formulation suitable for topical administration may further comprise the

following constituents (in addition to the TGF-8 superfamily member and sugar):

0.1% wiv to 2.0% w/v hydroxy cellulose, and

0.1% wfv to 1.0% w/v Carbopol 934™ (BF Goodrich Corp.), and

10 to 20% w/v propylene glycol, and

0.005% wiv to 0.020% w/v methyl paraben, and

0.005% w/v to 0.020% w/v propyl paraben, and

Sodium hydroxide or hydrochloric acid q.s. ad pH 4 — 10

Purified water, q.s. ad 100% wiv

Suitable pharmaceutical compositions of the invention may be presented in the form

of a bottle, a jar, a tube, a spray, of, either; a sterile solution; a sterile Iyophﬂized or

non-lyophilized powder for reconstitution, a sterile dispersion/suspension, a sterile

semi-solid, or any other pharmaceutically acceptable form of presentation suited to
topical drug delivery. ’

W
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' Pharmaceutical compositions of the invention suitable for oral administration may be
prepared by mixing the TGF-8 superfamily member and sugar (both having the
desired degree of purity) with optional physiologically acceptable carriers, excipients
or stabilisers in the form of powder or granule formulations, non-aqueous or aqueous
solutions, non-aqueous or aqueous dispersion/suspension formulations including
emulsions, semi-solid formulations, tablet (uncoated or coated) or capsule (hard or
soft) formulations having either immediate release and/or modified release
(enteric/delayed/sustained) characteristics. Acceptable carriers, including excipients,
are non-toxic to recipients at the dosages and concentrations employed, and include,
but are not limited to, purified water, saline, phosphate-buffered saline (PBS) Ringer’s
solution, Ringer's-lactate solution, hydro-alcoholic solutions, cellulose and cellulose
derivatives, starch and modified starches, polyethylene glycol (PEG), propylene
glycol (PQ), phosphates, acetates, gelatin, collagens, Carbopol 934™ (BF Goodrich
Corp.), vegetable and synthetic oils and waxes, anionic surfactants such as fatty acid
soaps, acyl suifates, or acyl sulfosuccinates; cationic surfactants, such as alkyl
primary, secondary, tertiary, or quaternary amines; non-ionic surfactants, for example,
sorbitan esters or polyethoxylated esters of acyl acids, copolymers of polyethylene
oxide and polyproﬁylene oxide, and the like.

The TGF-3 superfamily member may be dispersed within a liquid formulation either
as a suspension within the liquid (for example as a colloidal suspension), or dissolved
within the liquid as a solution. For present purposes, a solution may be considered to
be characterised as comprising a liquid solvent throughout which is dispersed a
homogeneous distribution of a TGF-@ superfamily member that will not subsequently

settle out of the solution.

Pharmaceutical compositions in accordance with the present invention may preferably
comprise aqueous solutions. Suitable pharmaceutical compositions may be liquid
compositions, or alternatively may further comprise thickening agents such that a gel

or semi-solid composition is formed. Suitable thickening agents are well known to

those skilled in the art, and include methylcellulose. The use of thickening agents in -
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pharmaceutical compositions in accordance with the first, second, or third aspects of
the invention may be advantageous in a number of contexts. Particularly, the use of
thickening agents in compositions of the invention may be advantageous in ensuring
that the composition is retained in the site at which it is administered and at which it is
desired for the composition to have its biological and/or therapeutic effect. This
advantage is of benefit in relation to topical medicaments, and may be applicable to
both medicaments for external application (such as thickened creams or gels) and
medicaments for internal application (for example thickened gels for local injection).
1t will be appreciated that thixotropic formulations of pharmaceutical compositions in
accordance with the invention may be beneficial in a number of applications, for
example in the use of nasal sprays or inhalers used to administer compositions to the
lungs (which may otherwise be relatively inaccessible) for the prevention and/or

treatment of lung fibrosis or scarring.

The pharamaceutical compositions of the invention may preferably be provided in
pre-filled vessels containing the composition. Such pre-filled vessels provide
advantages in terms of their ability to readily deliver compositions, and particularly
pre-sterilised compositions, to the location at which the composition is to be
employed. Suitable vessels may be selected with reference to the chosen formulation
and the method or route by which the composition is to be administered, and will
typically include vessels such as vials or syringes. The provision of phannacéutica.l
compositions corﬁprisingTGF-B superfamily members in such pre-filled vessels has
previously been compromised by the tendency for the TGF-8 superfamily member
protein to adhere to the Walls of the vessel over time. Furthermore, the tendency of
TGF- superfamily members stored in vessels to degenerate and lose activity over
time has also limited the suitability of compositions comprising TGF-8 superfamily
members to be pre-filled and stored in this way. Thus the pharmaceutical
compositions of the present invention provide a solution to failings of the prior art that
have previously prevented or discouraged the provision of otherwise desirable pre-

filled vessels, and particularly vessels containing sterile compositions,

h
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As previously indicated, the pharmaceutical compositions of the invention are well
suited for therapeutic use. Accordingly, in a fifth aspect of the invention there 18
provided a method of treatment comprising administering to an individual in need of
the therapeutic activity of a TGF-8 superfamily member a therapeutic amount of a
composition in accordance with the first, second, third or fourth aspects of the
invention. The therapeutic activity should be understood to encompass prophylactic
therapy, including the prevention of diseases or conditions that may be treated using

the therapeutic activity of the TGF-8 superfamily member.

A preferred use of pharmaceutical compositions according to the invention is in the
context of wound healing and/or scar prevention/reduction. The inventors have found
that pharmaceutical compositions of the invention may be used in the preventions
and/or inhibition of scarring. Altemnatively or additionally the pharmaceutical
compositions of the invention may be used in the preventions and/or treatment of
fibrosis. The pharmaceutical compositions of the invention may also be used to
promofe wound healing. In promoting wound healing and/or prevention or inhibition
of scar formation it may be preferred or necessary to administer the pharmaceutical
composition before or after the formation of a wound. Accordingly, the
pharmaceutical composition will be present in the wounded area, either through its
introduction into the wound, or through the formation of the wound at a site where the
pharmaceutical composition is already present (by virtue of earlier administration). It
will therefore be appreciated that pharmaceutical compositions in accordance with the
invention may preferably be formulated such that they are well tolerated by the
wounded site. Formulations for application to wounds may preferably make use of a
pharmaceutical vehicle that is relatively “mild”.  Suitable vehicles may be
biocompatible, biodegradable and bioresorbable and bioresolvable.  Preferred
formulations may exclude substances that stimulate inflammation, and may preferably

include anti-inflammatory agents.

A suitable method by which prevention and/or inhibition of scarring may be assessed
is described in the inventors’ co-pending application published as WO2006/064207.
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So beneficial is the use of pharmaceutical compositions in accordance with the
Invention in the healing of wounds and inhibition of scarring that, in a sixth aspect of
the invention, there is provided a method of promoting wound healing and/or
inhibiting scar formation, the method comprising administering to a patient in need of
such promotion and/or inbibition a therapeutically effective amount of a
pharmaceutical composition in accordance with the first, second, third or fourth
aspects of the invention. In the context of the present invention, promotion of healing
may be considered to encompass an increase in the rate of healing and/or an increase
in the quality of healing, The inhibition of scar formation may be considered to
encompass any degree of inhibition (which may range from partial inhibition to total
inhibition) of scarring associated with wound healing or other fibrotic processes
characterised by the abnormal or excessive deposition of fibrous tissue. The
pharmaceutical compositions and methods of freatment of the invention may be
particularly useful in the prevention, reduction, inhibition or treatment of scarring
(fibrosis) associated with fibrotic disorders selected from the group consisting of: skin
fibrosis; scleroderma; progressive systemic fibrosis; lung fibrosis; muscle fibrosis;
kidney fibrosis; glomerulosclerosis; glomerulonephritis; uterine fibrosis; renal
fibrosis; cirrthosis of the liver, liver fibrosis; chronic obstructive pulmonary disease;
fibrosis following myocardial infarction; central nervous system fibrosis, such as
fibrosis following stroke; fibrosis associated with neuro-degenerative disorders such
as Alzheimer's Disease or multiple sclerosis; fibrosis associated with proliferative
vitreoretinopathy (PVR); restenosis; endometriosis; ischemic disease and radiation
fibrosis. The medicamenis and methods of treatment of the invention may aiso be
useful in the prevention, reduction or management of fibrosis associated with
theumatoid arthritis.

Prevention and/or treatment in accordance with the present invention may be
particularly useful in the case of wounds at risk of an aberrant wound healing or
scarring response. For example, prevention and/or treatment in accordance with the
sixth aspect of the invention may be particularly preferred in the treatment of chronic
wounds (such as ulcers) or of wounds predisposed to development into chronic

wounds (for example wounds of diabetics, the elderly or patients with polypharmacy).
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Prevention and/or treatment in accordance with the sixth aspect of the invention may
also be of particular benefit in the treatment of pathological scars (such as keloid or
hypertrophic scars) or of wounds predisposed to the development of pathological
scars (such as burns wounds, the wounds of children, the wounds of Afro-Caribbean

or Mongoloid individuals, or wounds at positions of heightened skin tension).

Pharmaceutical compositions in accordance with the present invention are particularly
suited to admunistration to the skin, for example in the treatment of dermal wounds.
However, the compositions may be used effectively in the treatment of other wound
types including, but not limited to, wounds of the eye; wounds of the digestive
system; wounds of the nervous system; wounds of the urino-genital system; wounds
of the respiratory system; wounds of the kidneys; tendon and ligament wounds; and
wounds of the heart or circulatory system, adhesions formed after injury and
restenosis. The inventors believe that pharmaceutical compositions and methods of
treatment of the invention are suitable for use in the skin; use in the eye (including the
prevention, reduction or inhibition of scarring resulting from eye surgery such as
LASIK or PRK surgery); use in blood vessels; use in the peripheral or central nervous
system (where prevention, reduction or inhibition of scarring may enhance neuronal
reconnection); use in tendons, ligaments or muscle; use in the oral cavity, including
the lips and palate (such as in preventing, reducing or inhibiting scarring resulting
from treatment of clefl lip or palate); use in the internal organs such as the liver, heart,
brain, digestive tissues and reproductive tissues; and use in body cavities such as the
abdominal cavity, pelvic cavity and thoracic cavity (where prevention, reduction or
inhibition of scarring may reduce the pumber of incidences of adhesion formation
and/or the size of adhesions formed). The medicaments and methods of the invention
may be used to prevent, reduce or inhibit adhesions, such as those occurring in the
abdomen, pelvis or spine. It is particularly preferred that the medicaments and
methods of the invention be used to prevent, reduce or inhibit scarring of the skin

(dermal scarring).

Pharmaceutical compositions of the present invention may preferably be administered

prior to wounding and/or the onset of scarring (which for the present purpose should
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be taken to include fibrosis associated with fibrotic disorders). The pharmaceutical
composition may be administered up to 24 hours before wounding, preferably up to
ten hours before wounding, more preferably up to five hours before wounding, and
most preferably up to an hour before wounding. It will be appreciated that the
administration of pharmaceutical compositions in accordance with the invention prior
to wounding or the onset of scarring is df particular utility in the case of elective
wounds (such as those associated with surgical procedures) or situations in which
there is a recognised risk of the initiation of scarring (i.c. predisposition to fibrosis or

exposure to stimuli likely to induce fibrosis).

As an alternative, the pharmaceutical composition may be administered after
wounding or the onset of scarring. In the case of administration of the pharmaceutical
- composition after wounding, it may be preferred that the pharmaceutical composition
be administered immediately after wounding, or at least as soon as practicable after
wounding (fof example afier admission of a wounded patient into the care of a
physician). In the case of administration of the pharmaceutical composition after the
onset of scarring, such as scarring arising as a result of a fibrotic disorder, the
composition may preferably be administered immediately after the initiation of
scarring is recognised. In either case the pharmaceutical composition may preferably
be administered up to a week after wounding or the onset of scarring, more preferably
up to 24 hours after wounding or onset of scarring, yet more preferably up to five
hours, even more preferably up to five hours, and most preferably up to an hour after

wounding or the onset of scarring.

The pharmaceutical compositions in accordance with the invention may be formulated
for topical application. Suitable formulations in accordance with this embodiment of
the invention may include liquid, cream, ointment or gel formulations, or spray or

aerosol formulations.

The methods or medicaments of the invention may be used prophylactically, at sites
where no wound exists but where a wound that would otherwise give rise to a scar or

chronic wound is to be formed. By way of examplé medicaments in accordance with
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the invention may be administered to sites that are to undergo wounding as a result of
elective procedures (such as surgery), or to sites that are believed to be at elevated risk
of wounding, It may be preferred that the medicaments of the invention are
administered to the site immediately prior to the forming of a wound (for example in
the period up to six hours before wounding) or the medicaments may be administered
at an earlier time before wounding (for example up to 48 hours before a wound is
formed). The skilled person will appreciate that the most preferred times of
‘administration prior to formation of a wound will be determined with reference to a
number of factors, including the formulation and route of administration of the
selected medicament, the dosage of the medicament to be administered, the size and
nature of the wound to be formed, and the biological status of the patient (which may
determined with reference to factors such as the patient’s age, health, and
predisposition to healing complications or adverse scarring). The prophylactic use of
methods and medicaments in accordance with the invention is a preferred
embodiment of the invention, and is particularly preferred in the promotion of

accelerated wound healing with reduced scarring in the context of surgical wounds,

The methods and medicaments of the invention are also able to promote accelerated
wound healing with reduced scarring if administered after a wound has been formed.
It is preferred that such administration should occur as early as possible after
formation of the wound, but agents of the invention are able to promote accelerated
wound healing with reduced scarring at any time up until the healing process has been
completed (i.e. even in the event that a wound has already partially healed the
methods and medicaments of the invention may be used to promote accelerated
wound healing with reduced scarring in respect of the remaining un-healed portion).
It will be appreciated that the “window” in which the methods and medicaments of
the invention may be used to promote accelerated wound healing with reduced
scarring is dependent on the nature of the wound in question (including the degree of
damage that has occurred, and the size of the wounded area). Thus in the case of a
large wound the methods and medicaments of the invention may be administered
relatively late in the healing Tesponse yet still be able to promote accelerated wound

healing with reduced scarring. The methods and medicaments of the invention may,



WO 2007/007095 PCT/GB2006/002574
29

for instance, preferably be administered within the first 24 hours after a wound is
formed, but may still promote accelerated wound healing with reduced scarring if

administered up to ten, or more, days after wounding.

The metﬁods and medicaments of the invention may be administered on one or more
occasions as necessary in order to promote accelerated wound healing with reduced
scarring. For instance therapeutically effective amounts of the medicaments may be
administered to a wound as often as required until the healing process has been
completed. By way of example, the medicaments of the invention may be
administered daily or twice daily to a wound for at least the first three days following

the formation of the wound.

Most preferably the methods or medicaments of the invention may be administered
both before and after formation of a wound. The inventors have found that
administration of the medicaments of the invention immediately prior to the formation
of a wound, followed by daily administration of such agents in the days following
wounding, is particularly effective in' promoting accelerated wound healing with

reduced scarring,

It will be appreciated that the amount of a pharmaceutical composition m accordance
with the invention that should be applied to a wound depends on a number of factors
such as the biological activity and bioavailability of the TGF-# superfamily member
incorporated in the medicament. This in turn may depend on factors such as the
identity of the TGF-8 superfamily member and the mode of administration of the
composition. Other factors in determining a suitable therapeutic amount of a

composition in accordance with the invention may include:

i) The half-life of the TGF-8 superfamily member in the subject being
treated. - )

if) The specific condition to be treated (e.g. acute wounding, chronic
wounds or fibrotic disorders).

iii)  The age of the subject being treated.

N
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The frequency of administration of compositions in accordance with the invention
will be influenced by the above-mentioned factors and parﬁcularly'by the half-life of
the TGF-8 superfamily member incorporated in the composition within the subject
being treated.

Generally when pharmaceutical compositions in accordance with the invention are to
be used in the treatment of éxisting wounds the composition should be administered
as soon as the wound has occurred (or in the case of wounds that are not immediately-
apparent, such as those at internal body sites, as soon as the wound has been
diagnosed). Therapy with compositions or methods in accordance with the invention
should continue untii the healing process has been promoted (and/or scarring
inhibited) to a clinician's satisfaction,

As noted above, frequency of administration of compositions in accordance with the
invention will depend upon the biological half-life of the TGF-@ superfamily member
incorporated therein. Typically a composition in accordance with the invention
formulated as a cream or ointment should be administered to a target tissue such that
the concentration of the TGF-g8 superfamily member in the target tissue is maintained
at a level suitable for having a therapeutic effect. This may require administration

daily or even several times daily.

Pharmaceutical compositions in accordance with the invention, may be administered
by any suitable route capable of achieving a desired biological or therapeutic effect
(such as the promotion of wound healing or inhibition of scatring), but it is preferred
that the compositions be administered locally at the site at which the activity is
required e.g. by injection.

The inventors find that the promotion of accelerated wound healing and/or the
inhibition of scarring using pharmaceutical compositions in accordance with the

present invention is particularly improved by topical application of the composition to
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a wound (or, in the case of prophylactic application, to a tissue or site where a wound
is to be formed).

Pharmaceutical compositions in accordance with the invéntion may take a number of
different forms depending, in particular on the manner in which they are to be used.
Thus, for example, they may be in the form of a liquid, ointment, cream, gel, hydrogel
or aerosol. All of such compositions are suitable for topical application to a wound,
which is a preferred means of administering agents of the invention to a subject

(person or animal) in need of treatment.

Pharmaceutical compositions in accordance with the invention may be provided on a
sterile dressing or patch, which may be used to cover a site at which it is desired that
the TGF-8 superfamily member incorporated in the composition should have a
biological or therapeutic effect. It will be appreciated that the advantages provided by
pharmaceutical compositions in accordance with the invention, in terms of improved
shelf-life, increased recovery and/or increased biological activity of the incorporated
TGF- superfamily member, mean that such compositions are particularly suitable for

incorporation in pre-prepared patches or dressing.

Pharmaceutical compositions in accordance with the invention are particularty
suitable for incorporation within slow or delayed release devices, since the
compositions are able to obviate many of the disadvantages normally associated with
the storage of compositions incorporating TGF-8 superfamily members. Suitable
devices may, for example, be placed on or inserted under the skin and the composition
incorporating the TGF-B superfamily member released over days, weeks or even
months. Such a device may be particularly useful for patients that require long-term
administratioﬁ of the TGF-8 sﬁperfamily member. Examples of conditions that may
particularly benefit from such long-term administration of pharmaceutical
compositions in accordance with the invention include the treatment of chronic
wounds or of extensive acute wounds (such as burns) and the treatment of established

fibrotic conditions.
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Daily doses of pharmaceutical compositions in accordance with the invention may be
given as a single administration (e.g. a daily injection or a daily application of a
topical formulation). Alternatively, pharmaceutical compositions in accordance with
the invention may require administration twice or more times during aday. Ina
further alternative, a slow release device may be used to provide a patient with a
suitable dose of a pharmaceutical composition in accordance with the invention

without the need to administer repeated doses.

Liquid vehicles may be used in preparing solutions, suspensions, emulsions, syrups,
elixirs and pressurized compositions. The agent of the invention can be dissolved or
suspended in a pharmaceutically acceptable liquid vehicle such as water, an organic
solvent, a mixture of both or pharmaceutically acceptable oils or fats. It is preferred
that liquid pharmaceutical compositions in accordance with the invention are provided

as aqueous solutions.

The liquid vehicle can contain other suitable pharmaceutical additives such as
solubilizers, emulsifiers, buffers, preservatives, sweeteners, flavoring agents,
suspending agents, thickening agents; colors, viscosity regulators, stabilizers or osmo-
regulators. Suitable examples of liquid vehicles for oral and parenteral administration
include water (partially containing additives as above, e.g. cellulose derivatives,
preferably sodium carboxymethyl cellulose solution), alcohols (including monohydric
alcohols and polyhydric alcohols, e.g. glycols) and their derivatives, and oils (e.g.
fractionated coconut oil and arachis oil). For parenteral administration, the vehicle
can also be an oily ester such as ethyl oleate and isopropyl myristate. Sterile liquid
vehicles are useful in sterite liquid form compositions for parenteral administration.
The liquid vehicle for pressurized compositions can be halogenated hydrocarbon or

other pharmaceutically acceptable propellant.

Liquid pharmaceutical compositions of the invention formulated as sterile solutions or
suspensions can be administered by intramuscular, intrathecal, epidural,
intraperitoneal, intradermal or subcutaneous injection. Sterile solutions can also be

administered intravenously. It will be appreciated that injectable compositions in



WO 2007/007095 PCT/GB2006/002574
33 :

accordance with the invention may also include binders, suspending agents and -

preservatives as necessary. Suitable examples of such agents will be well known to
those skilled in the art.

The inventors have also found that pharmaceutical compositions in accordance with
the invention are suitable for oral administration. Suitable formulations for use in
accordance with this embodiment of the invention include mouth washes and the like.
Orally administered pharmaceutical compositions in accordance with the invention
may be used in the prevention and/or treatment of mucositis, ulcers (including

gastrointestinal and stomach ulcers) Chrohn’s Disease and ulcerative colitis.

Pharmaceutical compositions in accordance with the invention are suitable for
administration to the eye. Accordingly a preferred formulation of compositions of
the invention for such use may be in the form of eye drops. It is known that TGF-8
superfamily members such as TGF-8; may be used in the promotion of accelerated
wound healing with reduced scarring in the cornea. Comeal wounds may result from
trauma to the eye arising as a result of accidental injury (as considered above) oras a

result of surgical operations (e.g. laser surgery on the cornea).

Pharmaceutical compositions of the invention may be used in a range of “internal”
sites (i.e. sites occurring within the body, rather than on an external surface). Thus for
example, Iﬁedicmnants in accordance with the invention may be formulated for
inhalation for use in the nose, lungs or other respiratory epithelia. Examples where it
may be desirable to use the pharmaceutical compositions of the invention in this
manner include the treatment of internal wounds, and the prevention and/or treatment

of scarring or fibrosis in the respiratory system.

The use at internal body sites of pharmaceutical compositions in accordance with the
present invention may also be advantageous in the treatment of wounds at elevated
risk of forming adhesions. Such adhesions are a common result of injuries or wounds
in the digestive or urino-genital systems, and can lead to deleterious loss of function

in afflicted tissues.
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Known procedures, such as those conventionally employed by the pharmaceutical
industry (e.g. in vivo experimentation, clinical trials etc.), may be used to establish
specific or preferred formulations of pharmaceutical compositions in accordance with
the invention, as well as precise therapeutic regimes for administration of such
compositions (such as daily doses of the TGF-# superfamily member incorporated in

the composition and the frequency and route of administration of the composition).

A suitable daily dose of a pharmaceutical composition in accordance with the
invention for use in wound healing depends upon a range of factors including (but not
limited to) the desired therapeutic activity to be achieved by the composition (for
instance acceleration of healing and/or the prevention or inhibition of scarring); the
identity of the TGF-§ superfamily member incorporated in the composition; the
nature of the tissue wounded; the area and/or depth of the wound to be treated; the
severity of the wound; and the presence or absence of factors predisposing to
pathological scar or chronic wound formation. Typically a suitable dose of a TGF-8
(such as TGF-B;) superfamily member to be administered by means of a
pharmaceutical composition in accordance with the invention will be within the range
of 0.001ng to 100mg of the superfamily member per 24 hours, although this figure
may be modified upwards or downwards in response to the factors outlined above.
The amount of the TGF-§ superfamily member administered by means of the
pharmaceutical composition of the invention may preferably be 50 to 500ng per linear

centimetre of tissue damage.

Generally, pharmaceutical compositions in accordance with the invention should be

formulated such that when administered to a wound a conceniration of the
incorporated TGF-8 superfamily member (e.g. TGF-83) of between 10ng/100u1 and
500ng/100ul per linear centimetre is achieved. Preferably the TGF-8 superfamily
member may be provided at concentrations of between 50ng/ 100p! and 250ng/1001]

per linear centimetre.
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The skilled person will appreciate that the concentration of a TGF-8 superfamily
member that it may be desired to bring about in a tissue to be treated by
administration of a pharmaceutical composition in accordance with the invention will
be dependent upon the potency of the family member, and on the particular cell and
tissue types that it is desired to treat.

In the case of a typically superfamily member (such as TGF-33) of 110 — 170 amino
acids length it may be preferred that pharmaceutical compositions of the invention be
administered to achieve a local concentration of approximately 19nM to 100nM, and
more preferably between 19.6640M and 98.321nM, in the tissue to be treated.

Pharmaceutical composjtions in accordance with the invention may be used
therapeutically as a monotherapy, which is to say the desired therapeutic activity
being brought about solely through the use of pharmaceutical compositions in
accordance with the .invention. Alternatively the methods or pharmaceutical
compositions of the invention may be used in combination with other compounds or
treatments to achieve the desired therapeutic effect. Suitable treatments that may be
used as parts of such combination therapies will depend on the therapeutic effect that
it is desired to achieve, but will be well known to those skilled in the art.

A highly surprising advantage of pharmaceutical compositions of the invention (and
methods of treatment using such compositions) is that the inventors have found that
the administration of these compositions by injection is associated with greatly
reduced injection pain and erythema compared to that observed on administration of
prior art compositions. This benefit is highly advantageous since the pharmaceutical

compositions of the invention are highly suitable for administration by m] ection.

However, the inventors believe that the advantage of reduced injection pain may also
be achieved using pharmaceutical compositions that do not comprise TGF-3

superfamily members.
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Accordingly, in a seventh aspect of the present invention there is provided the use of a
sugar in the manufacture of a medicament for the prevention or reduction of injection

pain.

This seventh aspect of the invention is based on the inventors’ surprising finding that
pharmaceutical compositions comprising sugars give rise to reduced pain when
administered to a subject. Particularly, the inventors have found that injectable
pharmaceutical compositions comprising sugars give rise to reduced imjection pain
when injected into a subject, and in a preferred embodiment of the invention there is
provided the use of a sugar in the preparation of an injectable medicamént for the

prevention or reduction of injection pain.

In an eighth aspect of the invention there is provided a method of preventing or reducing
injection pain comprising administering to a patient in need of such pain prevention or
reduction an effective amount of a medicament comprising a sugar. It is preferred that
"medicaments administered in accordance with this aspect of the invention be injectable

medicaments.

Medicaments in accordance with, or suitabie for use in, these aspects of the invention,
may be manufactured and formulated in accordance with techniques and formulations

described with reference to preceding aspects of the invention.

Injection pain is a generally recognised medical problem, and is one of the most
important adverse effects militating against the use of injectabie pharmaceuticals or
compositions, and injection pain (or the fear of injection pain) may cause considerable
anxiety in patients requiring injections. For the present purposes injection pain may
be taken to refer to pain associated with the introduction of hypodemmic needles,

catheters, cannulae, and other such devices into the body of a subject.

It is frequently necessary to administer injections to patients at sites that are already
subject to sensations of pain and this may exacerbate the level of pain perceived by

the recipient of the injection. Examples of such situations include injections at wound
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sites, injections associated with the treatment of infections, and injections associated
with treatment of autoimmune diseases. In many of these cases existing inflammation
at the site where the injection is to take place may increase a patient’s perception of

pain associated with the injection.

Even in the absence of inflammation or other factors predisposing to heightened
injection pain the natural aversion of patients to the pain of injections has a number of
deleterious effects. It is recognised that injection pain is one of the major underlying
reasons why patients may not initiate or complete therapeutic regimes in which
medicaments are administered by injection. In the case of babies and young children the
adverse reaction of the subject can also be traumatic for the parent or guardian

responsible for the subject receiving the injection.

These problems associated with injection pain may be partially (or even totally)
alleviated by medicaments manufactured in accordance with the seventh aspect of the
invention, or methods of treatment in accordance with the eighth aspect of the

invention.

The inventors believe that the advantages provided by medicaments manufactured in
accordance with the seventh aspect of the present invention are also provided by all
medicaments of the invention (i.e. medicaments in accordance with the other aspects
of the invention). Thus, except for where the context requires otherwise, the
advantages described below in connection with the medicaments of the seventh aspect
of the invention (and the methods of the eighth aspect of the invention) should be
considered to be provided by all pharmaceutical compositions of the invention (since
all comprise the sugars believed to be responsible for the prevention or reduction of

injection pain).

One of the notable advantages of the medicaments of the invention is their very rapid
action in preventing or reducing injection pain. Medicaments of the invention are
able to exert their activity against injection pain almost inStantaneously on their

injection into a patient. Accordingly, medicaments manufactured in accordance with
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the invention are able to effectively prevent or reduce injection pain that would
otherwise arise as a result of the injection through which the medicaments are

administered to a patient.

It will be recognised that the immediate action of medicaments manufactured in
accordance with the invention provides many advantages in a clinical context. By
using medicaments manufactured in accordance with the invention it is not necessary
to pre-treat a patient or injection site in order to alleviate or prevent injection pain.
This is of considerable importance since many medical practitioners act under
considerable time pressure, and the additional time expenditure associated with
existing pre-treatment regimes aimed to reduce injection pain is one of the major
factors that adversely influences the employment of such regimes in practicé. Indeed,
even the perception that the use of existing pre-treatment regimes requires
considerable expenditure of time prevents their wider application. Since the
medicaments of the invention can be administered by means of the very injection the
pain of which it is desired to reduce it will be‘ appreciated that their use adds no
additional time to the process of administering the injection.

The skilled person will immediately appreciate that medicaments manufactured in
accordance with the methods of the invention (and particularly those manufactured in
accordance with the seventh aspect of the invention) may be used as “carriers”
incorporating other active agents. By incorporating these further active agents in
medicaments manufactured in accordance with the invention it is possible to
administer the active agents to a patient by means of injection with the advantage that
the patient to whom the medicament is being administered experiences reduced
injection pain. Accordingly, it is a preferred embodiment of the invention that
medicaments manufactured in accordance with the invention further comprise an

active agent to be administered with reduced injection pain.

An “active agent” as considered in the context of this embodiment of the invention
should be taken to include:

i) all suitable therapeutic active agents;
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it) all suitable anaesthetic active agents;
iii) all suitable diagnostic active agents; and

iv) all suitable cosmetic active agents.

It will be appreciated that members of the TGF-8 superfamily constitute preferred
active agents that may be incorporated in medicaments and pharmaceutical
compositions of the invention. Further specific and illustrative examples of suitable
active agents that may be advantageously incorporated in medicaments manufactured

in accordance with the invention are considered below.

Since sugars used in the manufacture of medicaments in accordance with the
invention are generally inert substances they can be combined in medicaments with
many suitable active agents without adverse reaction. Sugars used in medicaments
manufactured in accordance with the invention do not tend to compromise the activity
of other active agents that may be incorporated in the medicaments, nor do they tend

to reduce the shelf life of compositions comprising such active agents.

Medicaments manufactured in accordance with the invention provide many
advantages over the local anaesthetics that are commonly used in many existiné
strategies for the prevention or reduction of injection pain. One major advantage
conferred by medicaments manufactured in accordance with the invention is that the
medicaments (being based around the use of sugars) carry a much lower risk of
adverse reactions than do existing anaesthetic preparations. World Health
Organisation guidelines suggest that in a number of contexts where local anaesthetics
are employed it is recommended that medical staff present are trained in the use of
anaesthetics, and also that emergency equipment, including oxygen and resuscitation
equipment, be provided on site. As will be appreciated, to meet these requirements

involves considerable cost, both in terms of training and necessary equipment.

In contrast, medicaments prepared in accordance with the present invention are both
safe and easy to use. Persons administering medicaments manufactured in accordance

with the invention do not require specific anaesthetic training, merely the ability to
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perform injections. The skills needed to give injections can be readily taught to
patients, and since there is no need for provision of emergency equipment patients are
able to self-administer the medicaments, and thus obtain the benefits of injection pain

reduction, within their own homes.

The sugars used in medicaments manufactured in accordance with the invention are
not generally associated with dangerous sensitivity reactions that may be occur with
anaesthetics commonly used in existing anti-injection pain strategies. By way of
example, hypersensitivity to lignocaine (a commonly used local anaesthetic) is

generally recognised as a major adverse side effect of the use of this local anaesthetic.

Intravascular injections of even small amounts of local anaesthetic can produce
potentially toxic blood levels. Accordingly it is a recognised aim of research to
produce medicaments able to reduce injectioﬁ pain without the need for
administration of local anaesthetics. Medicaments of this type may be of parti;:ular
use in tissues, such as the mouth, that contain many blood vessels, and hence are

associated with a heightened risk of accidental intravascular injection.

In contrast, the effect of medicaments manufactured in accordance with the present
invention is provided by sugars which are readily metabolised, and which are
generally associated with a very low risk of adverse reactions. Accordingly it is a
preferred embodiment of the invention that the medicaments be used in the prevention
or reduction of injection pain in patients predisposed to heightened sensitivity to local
anaesthetics, and particularly preferably in those | predisposed to lignocaine
hypersensitivity.

A further advantage of medicaments manufactured in accordance with the present
invention, when compared with the use of local anaesthetics described in the prior art,
is that the medicaments of the invention do not cause blood vessel constriction, which
commonly occurs as a result of the administration of known local anaesthetics. Such
constriction of blood vessels (which may particularly be caused by pre-administration

of local anaesthetics) can render the administration of intra-blood vessel injections
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difficult. This disadvantage is obviated by medicaments manufactured in accordance
with the present invention. Indeed, the use of medicaments manufactured in
accordance with the present invention in the prevention or réduc’tion of injection pain
associated with intra-blood vessel injections constitutes a preferred embodiment of the

invention.

‘Medicaments manufactured in accordance with the invention also constitute a
remarkably cost-effective way of reducing injection pain. In contrast with expensive
local anaesthetics, cooling agents, and the like used in existing strategies designed to
reduce injection pain, the medicaments manufactured in accordance with the
invention utilise relatively inexpensive sugars. Accordingly medicaments
manufactured in accordance with the invention offer a notable advantage over the

prior art by virtue of their low cost of manufacture.

Medicaments manufactured in accordance with the invention may be of particular
advantage to individuals requiring repetitious administration of injections. For
example, the medicaments of the invention may be particularly suitable for use by
diabetics.  When used by individuals suffering from diabetes medicaments
manufactured in accordance with the seventh aspect of the invention may be used to
reduce the injection pain associated with injections required for the control or
regulation of diabetes, such as injections of insulin or glucagon. It will be appreciated
that medicaments of the invention incorporating TGF-8 superfamily members, such as
TGF-3, may be particularly preferred for use by patients requiring repeated injections
to sites of wound healing. In particular these may be useful for patients suffering
from conditions of aberrant wound healing, such as suffering from chronic wounds or

from pathological scars.

As mentioned above, the inventors have found that the beneficial effects conferred by
pharmaceutical compositions in accordance with the invention can be obtained using
any sugar thus far tested. Indeed, the inventors have found that sugar salts or
derivatives may be used effectively in the manufacture of medicaments in accordance

with the invention. However, it may be preferred that Pharmaceutical compositions in
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accordance with the invention comprise a sugar selected from the group comprising
maltose, sucrose, glucose and mannose. More preferably the sugar utilised in
pharmaceutical compositions in accordance with the invention may be selected from
the group comprising maltose and sucrose, and most preferably the sugar is maltose.
The use of maltose provides particular advantages in that it demonstrates the greatest
efficacy in mot only preventing injection pain, but also lessening the effects of

erythema that may otherwise be associated with injections.

Except for where the context requires otherwise, references to sugars in the context of
medicaments for the reduction of injection pain should also be taken to encompass
pharmaceutically acceptable salts, derivatives and varianis of sugars. Such salts,
derivatives and variants may preferably be salts, derivatives or variants of sugars
selected from the group comprising maliose, mannose, sucrose and glucose, most

preferably maltose.

It may be preferred that 2 medicament manufactured in accordance with the invention
may comprise a sugar provided at a concentration of greater than 50mg/ml. Such
medicaments may comprise a sugar at a concentration of between 51 and 200mg/ml,
preferably at a concentration of between 60 and 150mg/ml, more preferably at a
concentration of between 70 and 100mg/ml, even more preferably at a concentration
of between 80 and 95mg/mi, and most preferably at a concentration of between 85
and 90mg/ml.

Alternatively or additionally, a medicament manufactured in accordance with the

invention may comprise a sugar provided at a concentration of between 0.001 and
5M, or of between 0.005 and 2M. Preferably the sugar is provided at a concentration
of between 0.01 and 1M, more preferably at a concentration of between 0.1 and 0.5,
even more preferably at a concentration of between 0.2 and 0.4, and most preferably

at a concentration of about 0.25M.

Medicaments manufactured in accordance with the present invention are particularly

suited to administration to the skin, for example by intradermal or subcutaneous
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injection. However, the medicaments may also be used effectively in the prevention
or reduction of injection pain associated with injections at other body sites, for
example injections administered to the eye; injections administered to the mouth and
digestive system; injections administered to the nervous system; injections in the
urino-genital system; or injections in the respiratory system; kidneys; tendons;

ligaments; heart or circulatory system.

The medicaments of the invention are particularly suitable for use in injections at sites
where existing inflammation may otherwise increase the degree of injection pain that
is perceived by a patient receiving an injection. Accordingly the medicaments of the
invention may preferably be used for the prevention or reduction of injection pain on
injection into an inflamed site. Such inflamed sites may include sites of wounds or
abrasions, arthritic sites (including injection sites subject to osteoarthritis, rheumatoid
arthritis, and spondyloarthropathies); inflamed sites associated with multiple sclerosis;
sites subject to an allergic reaction (including allergic rhinitis/sinusitis; skin allergies
including urticaria/hives; angioedema; ectopic dermatitis; inflammation associated
with food allergies; inflammation associated with drug allergies or insect allergies; or
inflammation associated with other specific allergic disorders such as mastocytosis),
autoimmune conditions (including systemic lupus erythematosus; dematomyositis and
polymyositis); inflammatory neuropathies such as Guillain Barré and inflammatory
polyneuropathies; vasculitis such as Wegener’s granmlomatosus or polyarteritis
nodosa; and other autoimmune conditions such as polymyalgia theumatica; temperal
arteritis, Sjogren’s syndrome; Bechet’s disease; Churg-Strauss syndrome and
Takayasu’s arteritis.

The medicaments of the invention may also be of benefit in cases of injection at sites
of cardiovascular inflammation, gastrointestinal inflammation, infection or other sites

involving an immune reaction, neuroinflammatory disorders and transplant sites.

It is a recognised risk of the use of conventional local anaesthetics that, when used on
broken skin such as that found in inflamed, wounded or infected areas, there is a

tendency for increased anaesthetic uptake through the broken skin to lead to the
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development of a systemic, rather than local, reaction. This is particularly notable in

the case of topically applied local anaesthetics.

In contrast, medicaments manufactured in accordance with the mvention confer a
marked advantage in terms of their improved safety since, even in the event of
systemic uptake, the sugars used in their preparation are not associated with any ill
effects. Accordingly it is a preferred embodiment of the invention that the
medicaments be used in the prevention or reduction of injection pain associated with
injections at sites of broken skin. It is particularly preferred, as noted elsewhere, that
medicaments manufactured in accordance with the invention be used in the
prevention or reduction of injection pain associated with injections at sites of

inflammation; wound sites (including transplant sites); or infected areas.

Medicaments manufactured in accordance with the invention may incorporate active
agents that are beneficial in the treatment and/or management of wounded areas.
Examples of active agents that may be advantageously incorporated in medicaments

to be administered by injection at wound sites include:

i) Therapeutic active agents, particularly those having a beneficial
effect on wound healing or scar formation. Suitable therapeutic
active agents may be able to promote or accelerate the wound
healing response and/or able to prevent or inhibit scar formation.
Examples of such suitable therapeutic active agents include TGF-3
superfamily members (as discussed in more detail below) and agents
able to neutralise the function of fibrogenic growth factors.

i) Anaesthetic active agents. There are a number of contexts in which
it may be advantageous to administer anaesthetic active agents to
wounded areas, for example to facilitate cleaning, closure or

dressing of the wound.

Therapeutic active agents having a beneficial effect on wound healing suitable for

incorporation in medicaments manufactured in accordance with the present invention
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should be taken to epncompass any substance having a beneficial effect on wound
healing. Substances having a beneficial effect on wound healing may, for example,
include substances capable of initiating or stimulating the naturally occurring wound
healing response, as well as those substances capable of accelerating the wound

healing response.

In a ninth aspect of the invention there is provided a method of preventing or reducing
injection pain associated with administration of an injection at a wound site, the
method comprising administering, by injection at a wound site, a therapeutically
effective amount of a medicament comprising a sugar to a patient in need of such
injection pain prevention or reduction. A therapeutically effective amount in the
context of this aspect of the invention will be an amount of a medicament sufficient to
prevent or reduce the injection pain perceived by the patient to whom the medicament
is administered. Medicaments to be administered in accordance with this aspect of
the invention may preferably further comprise an active agent suitable for the
promotion of wdund healing and/or the prevention of scar formation. Preferred
examples of such active agents may include TGF-8 superfamily members, and more
preferably may include TGF-G3.

Tt will be appreciated by those of skill in the art that medicaments manufactured in
accordance with the present invention and comprising an active agent of benefit to the
wound healing process may also be administered to a patient prior to wounding,
Suitable active agents may include those capable of promoting healing and/or of
preventing or inhibiting scar formation, such as TGF-8 superfamily members.
Altemnatively, or additionally, medicaments manufactured in accordance with the
present 'invention may contain an anaesthetic useful in preventing pain that may

otherwise be caused by a wound to be formed.

It is well recognised that one of the more common medical procedures giving rise to
injection pain is the administration by injection of anaesthetic agents. Although such
agents may be able to effectively reduce pain once they have been administered and

sufficient time has elapsed to allow them to achieve their anaesthetic activity, the
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injection by which they are administered is frequently a cause of considerable pain to

the recipient.

Although it is an aim of certain embodiments of the invention to provide a means by
which to avoid or reduce the use of known anaesthetics, particularly in contexts in
which their use may give rise to unwanted and/or dangerous side effects, it will be
appreciated by the skilled person that medicaments manufactured in accordance with
the present invention may be used as suitable “carriers” for anaesthetic active agents
(such as injectable anaesthetics). When used in this way medicaments manufactured
in accordance with the invention serve to prevent or reduce injection paiﬂ that would
otherwise be associated with administration of the anaesthetic active agent. Thus in
an alternative preferred embodiment a medicament manufactured in accordance with
the invention may further comprise an anaesthetic active agent. For the purposes of
the present invention an anaesthetic active agent suitable for incorporatioxi in
medicaments manufactured in accordance with the present invention may be taken to
be any substance having anaesthetic properties. A suitable anaesthetic active agent
for incorporation in medicaments manufactured in accordance with the invention may
be an injectablé local anaesthetic. In a particularly preferred embodiment of the

invention the anaesthetic active agent is the local anaesthetic lignocaine.

Medicaments manufactured in accordance with this embodiment of the invention are
suitable for use in all contexts in which anaesthetics may be administered by injection.
Examples of such contexts will be well known to the skilled person and are

considered elsewhere in the specification.

However, there are a number of contexts in which medicaments manufactured in
accordance with the invention particularly beneficially used to prevent or reduce

injection pain associated with the injection of local anaesthetics.

Thus in one preferred example, medicaments manufactured in accordance with the
present invention may be used to prevent or reduce injection pain associated with the

injection of local anaesthetics in the mouth. Injection pain associated with injection
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of local anaesthetics in the mouth has been shown to be particularly traumatic for
patients and it is believed that this increase in trauma arises as a result of the fact that
the pain is perceived as associated with the head of the patient. This location both
increases the degree of injection pain perceived by the patient and also amplifies the
unpleasantness of such pain. Furthermore, the increased perception of pain by the
patient also exacerbates the trauma experienced by a medical or dental practitioner

administering such injections.

Medicaments manufactured in accordance with the invention may also be used for the
prevention or reduction of injection pain associated with injections of anaesthetic at
other sites on or in the heads of patients, particularly with injection of anaesthetic at

sites on the face of patients.

As described previously; the medicainents of the invention may also be used as
“carriers” for diagnostic active agents, thereby reducing or preventing injection pain
that might otherwise be associated with the ad.minisfration of the diagnostic agtive
agent. Examples of diagnostic active agents that may be administered by injection,

and that may therefore advantageously be incorporated in medicaments manufactured

in accordance with the invention include radiopaque agents. Such diagnostic active.

agents are administered to a patient by way of injection (for example into blood
vessels or the cerebrospinal fluid) and their ability to absorb x-rays used as an aid to
diagnosis. Examples of suitable diagnostic active agents that may be incorporated in
medicaments manufactured in accordance with the invention include diatrizoates,
iohexol, jopamidol, iothalamate, ioversol, ioxaglate, and metrizamide. These
radiopaque diagnostic active agents may be used in the diagnosis of diseases or
conditions such as biliary tract problems, blood vessel diseases, blood vessel diseases
of the brain, blood vessel diseases of the heart, brain diseases and tumours, breast
lesions, heart disease, impaired flow of cerebrospinal fluid in the brain, kidney
diseases, joint diseases, liver diseases, pancreas diseases, spinal diseases such as
spinal disc diseases, spleen diseases, stomach and intestinal problems, or urinary tract

problems.
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Medicaments manufactured in accordance with the invention may advantageously
incorporate cosmetic active agents. There are many cosmetic active agents that are
typically administered to patients by means of injection. For example, botulinum
toxin injections (more commonly known as “botox” injections) are usually
administered by intradermal injection of the toxin at a requisite site of a patient.
Botulinum toxin injections are frequently administered to sites on the face or neck of
patients being treated, and this administration is normally associated with injection
pain that may be alleviated by the incorporation of botulinum toxin in medicaments

manufactured in accordance with the invention.

Another cosmetic procedure involving administration of cosmetic active agents by
injection; and hence associated injection pain, is the injection of cosmetic fillers.
These active agents (which typically include collagen, hyaluronic acid, fat and other
related substances) may be administered by injection at sites where it is desired to “fill
out” the skin, for example filling wrinkles associated with aging, augmenting the
profile of the lips, or filling scars such as those caused by acne. Injection pain
associated with the administration of cosmetic fillers may be prevented or reduced by
the incorporation of suitable cosmetic fillers in medicaments manufactured in

accordance with the invention.

The inventors have found that the prevention or reduction of injection pain is
provided by medicaments manufactured in accordance with the invention in respect of

all routes of injection investigated.

By way of example, the inventors have found that medicaments in accordance with
the invention may be used for the prevention or reduction of injection pain associated
with intradermal injection. Accordingly, in a preferred embodiment of the invention a
suitable medicament may be an intradermally injectable medicament for the

prevention or reduction of injection pain associated with intradermal injection.

The inventors have also found that medicaments in accordance with the invention

may be used for the prevention or reduction of injection pain associated with
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subcutaneous injection. Accordingly, in another preferred embodiment of the
invention a suitable medicament may be a subcutaneously injectable medicament for

the prevention or reduction of injection pain associated with subcutaneous injection.

The inventors have further found that medicaments in accordance with the invention
‘may be used for the prevention or reduction of injection pain assoctated with
intravenous injection. As previously noted, medicaments manufactured in accordance
with the invention may be advantageously used in intra-blood vessel injections since
they are able to prevent or reduce injection pain without contributing to blood vessel
constriction. Accordingly, in a further preferred embodiment of the inventibn, a
suitable medicament may be an intravenously injectable medicament for the

prevention or reduction of injection pain associated with intravenous injection.

The inventors have still further found that medicaments in accordance with the
invention may be used for the prevention or reduction of injection pain associated
with intramuscular injection. Accordingly, in a still further preferred embodiment of
the invention a suitable medicament may be an intramuscularly injectable medicament
for the prevention or reduction of injection pain associated with intramuscular

injection.

The inventors have still further found that medicaments in accordance with the
invention may be used for the prevention or reduction of injection pain associated
with intraperitoneal injection. Accordingly, in a still further preferred embodiment of

the invention a suitable medicament may be an intramuscularly injectable medicament

for the prevention or reduction of injection pain associated with intraperitoneal |

injection.

It is particularly preferred that medicaments manufactured in accordance with the
invention may be formulated for intradermal injection, or may be formulated for
subcutaneous injection. Typical formulations suitable for intradermal injection and/or

subcutaneous injection will be well known to those skilled in the art.
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Although the pharmaceutical compositions and methods of treatment of the present
invention are particularly suitable for use in hurnans, and have largely been described
with reference to such use, it will be appreciated that they are also susceptible to use
in non-human animals; and particularly in domestic or agricultural animals such as

dogs, cats, cattle and horses.
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The invention will be further described, by way of example, with reference to the

accompanying Experimental Results and Figures, in which:

Figure 1 illustrates members of the TGF-§ superfamily, and the relationships between

superfamily members;

Figure 2 illustrates the amino acid sequences of the TGF-§8 superfamily members
TGF-81 (Sequence ID No. 1), TGF-82 (Sequence ID No. 2) and TGF-; (Sequence
ID No. 3); and |

Figure 3 illustrates, in panels 3A to 3], the results of experiments to compare the
inherent biological activity of the TGF-8 superfamily member TGF-33 when
incorporated in pharmaceutical compositions according to the invention, or in
pharmaceutical compositions of the prior art. Figure 3A shows a first standard curve
generated using prior art formulation DS11, in which TGF-33 has an ICs of
34.793pg/mL. Figure 3B shows a second standard curve generated using prior art
formulation DS11, in which TGF-83 has an ICs of 24.136pg/mL. Figure 3C shows a
third standard curve generated using prior art formulation DS11, in which TGF-33 has
an ICsp of 22.055pg/mL. Figure 3D shows a fourth standard curve generated using
prior art formulation DS11, in which TGF-83 has an ICso of 30.562pg/mL. Figure 3E
shows a fifith standard curve generated using prior art formulation DS11, in which
TGF-83 has an ICsy of 39.973pg/mL. Figure 3F shows a first standard curve
generated using a maltose formulation in accordance with the invention, in which
TGF-B83 has an ICsp of 8.758pg/mL. Figure 3G shows a second standard curve
generated using a maltose formulation in accordance with the invention, in which
TGF-33 has an ICsp of 5.957pg/mL. Figure 3H shows a third standard curve
generated using a maltose formulation in accordance with the invention, in which
TGF-B3 has an ICso of 7.72pg/mL. Figure 31 shows a fourth standard curve generated
using a maltose formulation in accordance with the invention, in which TGF-f3 has
an ICsp of 7.31pg/mL. Figure 3J shows a fifth standard curve generated using a
maltose formulation in accordance with the invention, in which TGF-83 has an ICsg of
6.798pg/mL.
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Table 1 compares the quantity of a TGF-8 superfamily member recoverabie from
~pharmaceutical compositions of the invention with the quantity recoverable from

known compositions of the prior art;

Table 2 compares the biological activity of TGF-8 superfamily members
recovered from pharmaceutical compositions in accordance with the invention
with the biological activity of TGF-8 superfamily members recovered from

known prior art compositions;
Table 3 shows the results of an assessment of injection pain comparing the results
achieved using medicaments manufactured in accordance with the invention with

results obtained using prior art compositions; and

Table 4 summarises the results shown in Table 4.
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EXPERIMENTAL RESULTS

TGF-B3; Bulk Material

The TGF-B superfamily member TGF-B; was supplied in a stock solution at a
concentration of 9.1mg/mL in 20mM acetic acid and 20% (v/v) isopropyl alcohol.
This stock solution was serially diluted to produce compositions incorporating the
TGF-B superfamily member TGF-f3. The concentrations of TGF-f; incorporated in

the compositions used in the following experiments were as described below.

A. Recovery of TGF-B; from pre-filled syringes containing pharmacentical
compositions.

The following experiment investigated the recovery of the TGF-8 superfamily
member TGF-B; from pre-filled syringes containing compositions either in

accordance with the invention, or in accordance with the prior art.

Al, Production of pre-filled syringes.

Compositions incorporating the TGF-B superfamily membér TGF-3; at a
concentration of 1pg/100pL. were produced by serial aseptic dilution from the bulk
material described above. The diluents used to produce the test compositions in

accordance with the present invention were as follows:

i) 0.25M maltose (equivalent to 90mg/ml);

ii) 0.25M glucose (equivalent to 45mg/ml);

iif)  0.25M sucrose (equivalent to 86mg/ml); and
iv) 0.25M mannose (equivalent to 45mg/ml).

For comparison purposes, a composition representing preferred prior art compositions
was produced by dilution of the stock solution to produce a 1pug/100uL solution of
TGF-f; in DS11 (a diluent comprising phosphate buffered saline PBS and 5%(w/v)

mannitol).
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750u]. samples of each of the compositions formed were drawn up into individual
sterile 1mL syringes. Thus each syringe contained 2 defined amount of an
experimental or comparison composition in which was incorporated a known quantity
of the TGF-@ superfamily member TGF-@;. The syringes containing the compositions
of the inventibn and those containing the prior art composition were then stored at 4°C
for one week. These experimental storage conditions provided a model of the typical
manner in which pharmaceutical compositions are stored refrigerated prior to their

therapeutic use.

In order to evaluate the quantity of TGF-3; recoverable from the compositions of the
invention and prior art composition, the contents of the syringes were recovered
(through expulsion from the syringe) and the amount of recoverable TGF-B; protein
evaluated by ELISA as described below.

A2.  Assessment of TGF-8 recovery by ELISA

The following assay was used to compare recovery of the TGF-3 superfamily member
TG¥-B; from pharmaceutical compositions in accordance with the invention with the
amount of TGF-B; recoverable from prior art compositions. The assay may be readily
adapted, by substitution of suitable capture and detection antibodies and use of a
suitable standard curve, to allow assessment of recovery of other TGF-3 superfamily
members from pharmaceutical compositions of interest (for example other
compositions in accordance with the invention, or other control compositions known
from the prior art).

A2.1. Preparation of plates for ELISA.

Ninety-six well plates (Falcon 353912) were coated with 100pL/well of a monoclonal
anti-TGF-B; capture antibody (R&D Systems MAB643) diluted in PBS to a
concentration of 2ug/mL. The plates were then sealed and incubated overnight at
room temperature to allow the antibody to adhere to the wells. After incubation each
well was aspirated and washed three times with 300uL/well (each wash) of wash

buffer (comprising 0.05% (v/v) Tween 20 in PBS, pH 7.4). Non-specific protein
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binding sites were blocked by the addition of 150pL/weil of PBS containing 1% (w/v)
BSA, 5% (w/v) sucrose and 0.05% (w/v) sodium azide. Wells containing this

solution were incubated at room temperature for one hour.

A2.2. Preparation of TGF-B; Standard Curve

All standard and sample dilutions were made in either 0.25M sugar solution (i.e.
maltose, glucose, mannose or sucrose) or ELISA diluent (0.1% (w/v) BSA, 0.05%
(v/v) Tween 20 in Tris-buffered saline pH 7.3).

A TGF-B; standard series using human recombinant TGF-8; (R&D Systems 243-B3)
or TGF-B; (from the stock solution at a concentration of 9.1mg/mL in 20mM acetic

acid and 20% (v/v) isopropy! alcohol), ranging from 31.25pg/mL to 2000pg/mL, was
prepared. ‘

A2.3. Recovery Assay

A volume of 100pL of either the sample or standard solutions was added to each well.
The plate was then sealed and iﬁcubated for 1.5 hours at room temperature. The wells
were then aspirated and washed a total of three times with 300uL/well of wash buffer

(as above) for each wash.

Once the wells had been aspirated and washed, a volume of 100pL of biotinylated
anti-TGF-B; detection antibody (R&D Systems BAF243) diluted to 100ng/mi in
ELISA diluent (as before) was added to each well. The plate was then sealed and
incubated for 1.5 hours at room temperature. The wells were then aspirated and
washed a total of three times with 300pL/well of wash buffer (as before) for each
wash. A volume of 100pL/well of Streptavadin HRP (Dako P0397) diluted 1:5000 in
ELISA diluent was then added to each well, and the plate sealed and incubated for 30
minutes at room temperature. The wells were then aspirated and washed a total of
three times, using 300pL/well of wash buffer for each wash. A volume of 100uL of
Substrate Solution (R&D Systems DY999) was then added to each well, the plate

N
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covered and incubated for 20 minutes at room temperature. A volume of 50pL of .

Stop Solution (0.5M H,SO,) was then added to each well. The optical density of the
contents of each well was then determined, within 30 minutes, using a microplate
reader at a wavelength of 450nm (wavelength correction set to 570nm). The quantity
of TGF-B3 present in the samples, representing TGF-B; recoverable from. the
compositions, was then determined by reference to the standard curve. The results are
expressed in Table 1 below, as the fold increase of material recovered from the
syringe compared to the DS11 (mannitol) formulation representative of preferred

compositions known in the prior art.

A3. Results of Recovery Assay
The recoverable TGF-B; detected in a PBS/Mannitol (DS11) formulation was 284.8
(20.03) ng/100puL.

The fold-increase in recovery of TGF-P; from syringes containing compositions in
accordance with the invention following one week storage at 4°C (compared to TGF-f;
recovery from syringes containing the DS11 formulation subjected to the same storage

conditions) is shown below in Table 1.

The results clearly indicate that pharmaceutical compositions in accordance with the
present invention allow greatly increased recovery of the TGF- superfamily member
incorporated therein as compared to the level of recovery possible using preferred

compositions known from the prior art.

/2
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Table1

Formulation Fold Increase in
Recoverable Material
Compared to DS11
Formulation

Sucrose 3.18

Maltose 491

Glucose 2.18

Mannose ' 2

B. Biological Activity of TGF-8 superfamiljr members incorporated in

pharmaceutical compositions in accordance with the first aspect of the invention.

The inherent biological activity of the TGF-8 superfamily member TGF-B5
incorporated in compositions of the invention was determined in accordance with the
following assay, which utilises the ability of TGF-3 superfamily members to inhibit
mink lung epithelial cell proliferation. The biologicai activity of the incorporated
TGF-f superfamily member may then be assessed by detemﬁning its ICsp value (the
concentration ét which 50% inhibition of the cells’ proliferation response is

observed).

This assay represents a suitable means by which the biological activity of other TGF-
B superfamily members incorporated in compositions of the invention, or in known

compositions used for comparison purposes, may be determined.

Bl.  Experimental details of Biological Activity Assay.

Briefly, the biological activity of TGF-0; incorporated in a composition in accordance
with the first aspect of the invention was determined by measurement of the inhibition
of proliferation of Mink lung epithelial cells (Mv-1-Lu) (ATCC Cat no CCL-64)
brought about by the TGF-8 superfamily member. Inhibition of proliferation was
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assessed using a MTT reagent (Sigma Cat No M2279). MTT is 3-(4,5-Dimethyl-2-
thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide, a soluble tetrazolium salt that is
converted to its insoluble formazan product by the metabolic activity (mitochondrial
dehydrogenases) of cells. The insoluble formazan crystals are solubilized with
acidified isopropanol and the intensity of the resultant solution is measured

colorimetrically at a wavelength of 570 nm.

Briefly, 1x10*ml of Mink lung epithelial cells were inoculated into 96-well plates in
100l of culture medinm (DMEM + 10% (v/v) Foetal Bovine Serum, 20mM
Glutamine, 0.1IM Hepes) per well. The cells were incubated at 37°C in 5% (v/v) COz,
and allowed to attach for 24 hours. TGF-B; was diluted just prior to use (i.e. without

storage) in DS11, comprising phosphate buffered saline (PBS) containing 5%(w/v) .

mennitol, or 0.25M maltose to generate standard curves at ten times the final assay
concentration of 1.9-500pg/mL. The samples were then further diluted 1:5 in cell
culture medium prior to the addition of 100pL of these samples to each well
containing 100pL of cell culture medivm (resulting in a further 1:2 dilution in the
well and therefore final assay concentrations of 1.9-500pg/mL). The cells of each
well were then exposed to samples for five days at 37°C in 5%(v/v) CO;. At the end
of the exposure, 50 ul of MTT reagent (2mg/mL stock diluted in PBS) was then
added to each well. The piates were then incubated for a further four hours at 37 C in
5%(v/v) CO2. After this period the supernatant from each well was removed and the
precipitated formazan crystals were dissolved by the addition of 100pl/well of acid
isopropanol. The solubilised MTT in each well was then quantified using a 96-well
plate reader at a wavelength of 570 nm. The data were plotied using XTFit 3 and the
ICs, values calculated for five individual curves for sach formulation. The ICsq value
for each formulation was then expressed as the mean (+ standard deviation) of these

individual standard curves.

B2. Results of Biological Activity Assay.
The results of five repetitions of the biological activity assay using both a known
composition of the prior art (Figures 3A to 3E) and a composition of the invention

%
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(Figures 3F to 3J) are shown in Figure 3. The means (i the standard deviation) of the

individual curves shown in Figure 3 are provided in Table 2.

The results clearly illustrate that the IC50 value (for the inhibition of mink lung
epithelial cell proliferation) of TGF-B3 incorporated in pharmaceutical compositions
in accordance with the invention is greatly reduced in as compared to the value
obtained for TGF-8; incorporated in preferred prior art compositions. This decrease
in the IC50 value indicates that the amount of the TGF-g superfamily member TGF-5;
required to achieve 50% of the biological activity exerted by the cytokine is reduced
when incorporated in the pharmaceutical compositions of the invention. Accordingly,
the biological activity of ‘the TGF-B superfamily member incorporated in
compositions of the invention can be seen to be much increased over that which can

be achieved using compositions of the prior art.

Table 2
Formulation Mean ICsp
(pg/mL; + standard deviation)
DS11 30.104 (% 7.093)
Maltose 7.300 (& 1.044)

D. Summary of Studies A and B
Pharmaceutical compositions in accordance with the present invention allow
surprisingly high levels of recovery of TGF-8 superfamily members incorporated in

the compositions as compared to the preferred compositions described in the prior art.
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Furthermore, the biological activity of the TGF-8 superfamily members incorporated
in the compositions is surprisingly increased as compared to TGF-f superfamily
members incorporated in prior art compositions.

E. Evaluation of Localised Pain and Erythema Associated with Intradermal

Injection of Formulations

A study was conducted to evaluate localised pain and erythema associated with
intradermal injection of medicaments manufactured in accordance with the
invention and the pain and erythema associated with control injections of prior art

compositions.
Experimental injectable solutions were prepared as described above.

Briefly, a volume of 100pL of each formulation described above was injected
intradermally into the inner aspect of the upper arms of a volunteer. In addition to
the DS11 control described above, a solution of the known local anaesthetic
lignocaine was also used as a further control. The pain on injection and erythema

were categorised by the volunteer and a clinician.

Separate evaluations of local pain and erythema associated with each of the
solutions shown in Table 3 were undertaken. Both the volunteer and the clinician
undertook these evaluations. The extent of pain or erythema associated with the
different formulations used was rated based upon the following categories (listed
in ascending severity):

i) none

i) minimal

iiiy  slight

iv)  marked

The results of the evaluation are shown in Table 3 and these are further

summarised in Table 4.
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The results indicate that medicaments manufactured in accordance with the
invention consistently gave rise to reduced injection pain when compared to

injectable compositions known from the prior art.

The results clearly illustrate the suitability of medicaments manufactured in
accordance with the invention for use as carriers able to reduce the injection pain
that would otherwise be associated with injection of other substances. This is
particularly illustrated by the finding that medicaments in accordance with the
invention that incorporated mannitol gave rise to less injection pain than did

injections of mannitol-base compositions alone.
F. Summary of Study E

Medicaments manufactured in accordance with the present invention possess a
surprising ability to prevent or reduce injection pain. This ability is exhibited both in
comparison to known anaesthetic agents (such as lignocaine) and in comparison to
existing preferred injectable medicaments (such as the mannitol-based formualation
DS11). The beneficial properties of medicaments manufactured in accordance with
the invention are exhibited by all sugars tested thus far, but are not exhibited by a

formulation consisting of the sugar alcohol mannitol.
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Table 3

Table 4

6 PCT/GB2006/002574
Sample Volunteer Erythema .| Paim -
Lignocaine Marked Matked
Water containing 5% mannito} Slight Slight
and equiv 100pg/100pL protein
Glucose Sli None
Mannose Minimal None
Maltose 1 Minimal None
Sucrose Minimal/None None
Mannose + 5% mannitol Minimal Minimal
Glucose + 5% mannitol Minimal Minimal
Sucrose + 5% mannitol Minimal Minimal
Maltose + 5% manmtol None Mm1mal

Ry T e v R R
ngocame 9 Marked Marked
Maltose + 5% mamntol None Mlmmal

TR T Mg i Ut TE T P T T e A | 0L
Maltose + 5% manmtol 3 None Minimal

Formulation Erythema Pain

Lignocaine (control) Marked Marked

DS11 Slight Slight

Sucrose Minimal None

Maltose Minimal None

Glucose Minimal None

Mannose Minimal None
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CLAIMS
1. A pharmaceutical composition comprising 2 TGF-8 superfamily member and
a sugar provided at sufficient concentration to allow improved recovery and/or

increased biological activity of the TGF-g superfamily member.

2. The pharmaceutical composition of claim 1, wherein the sugar is selected from

the group comprising maltose, sucrose, glucose and mannose.
3. The pharmaceutical composition of claim 2, wherein the sugar is maltose.

4. The pharmaceutical composition of claim 2, wherein the sugar is selected from

the group comprising glucose and mannose.

5. The pharmaceutical composition of any preceding claim, wherein the sugar is

present at a concentration of greater than 50mg/ml.

6. The pharmaceutical composition of claim 5, wherein the sugar is present at a
concentration of between 51 and 200mg/ml.

7. The pharmaceutical composition of claim 5, wherein the sugar is present at a

concentration of between 60 and 150mg/ml.

8. The pharmaceutical composition of claim 5, wherein the sugar is present at a
concentration of between 70 and 100mg/ml.

9. The pharmaceutical composition of claim 5, wherein the sugar is present at a
concentration of between 80 and 95mg/ml.

10.  The pharmaceutical composition of claim 5, wherein the sugar is present at a

concentration of between 85 and 90mg/ml.



WO 2007/007095 PCT/GB2006/002574
64

11. A soluble pharmaceutical composition comprising a TGF-8 superfamity
member and a sugar, wherein the sugar is provided in such a proportion that, on
dissolution of the composition to achieve a physiological solution, the sugar is
provided at sufficient concentration to allow improved recovery and/or increased

biological activity of the TGF-8 superfamily member.

12. A soluble composition according to claim 11, wherein the sugar is provided in
such a proportion that on dissolution of the composition to achieve a physiological

solution the concentration of the sugar is greater than 50mg/ml.

13. A soluble pharmaceutical composition comprising a TGF-8 superfamily
member, a source of sodium ions, and a sugar, the quantities of the source of sodium
jons and of the sugar being such that on dissolution of the composition to produce a
sodium concentration of between 130 and 160 mEq/L, the concentration of the sugar
is sufficient to allow improved recovery and/or increased biological activity of the

TGF-8 superfamily member.

14. A soluble composition according to claim 13, wherein the quantities of the
source of sodium ions and of the sugar are such that on dissolution of the cc-)mposition
to produce a sodium concentration of between 130 and 160 mEq/L the concentration
of the sugar is greater than 50mg/mi.

15.  The pharmaceutical composition of any preceding ciaim, wherein the TGF-8
superfamily member is selected from the group comprising TGF-81, TGF-8; and
TGF-s.

16.  The pharmaceutical composition of claim 15, wherein the TGF-8 superfamily
mermber is TGF-{;.

17. The pharmaceutical composition of any preceding claim wherein the

composition is for use in wound healing.
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18.  The pharmaceutical composition of claim 17, wherein the composition is for

use to promote wound healing and/or to prevent or inhibit scar formation.

19. The pharmaceutical composition of any preceding claim wherein the

composition is formulated for administration by injection.

20. The pharmaceutical composition of claim 19, wherein the composition is

formulated for administration by intradermal inj ection.

21.  The pharmaceutical composition of claim 19, wherein the composition is

formulated for administration by subcutaneous injection.

22.  The pharmaceutical composition of claim 19, wherein the composition is

formulated for administration by intravenous injection.

23.  The pharmaceutical composition of claim 19, wherein the composition is

formulated for administration by intramuscular injection.

24, The pharmaceutical composition of any preceding claim, wherein the

composition is formulated for administration as an intraperitoneal instillate.

25.  The pharmaceutical composition of any preceding claim, wherein the

composition is formulated for administration as an eye drop.

26. The pharmaceutical composition of any preceding claim, wherein the

composition is formulated for administration via a stent.

27.  The pharmaceutical composition of any preceding claim, wherein the

composition is formulated for administration by a slow release vehicle.

28. The pharmaceutical composition of any preceding claim, wherein the

composition comprises a thickening agent.
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29. The pharmaceutical composition of any preceding claim, wherein the

composition comprises a thixotropic agent.

30. A pre-filled container comprising a pharmaceutical composition in accordance

with any of claims 1 to 29.
31.  The pre-filled container of claim 30, wherein the container is a syringe.
32.  The pre-filled container of claim 30, wherein the container is a vial.

33. A method of treatment comprising administering to an individual in need of
the therapeutic activity of a TGF-8 superfamily member a therapeutic amount of a

composition according to any of claims 1 to 29,

34. A method of promoting wound healing and/or inbibiting scar formation, the
method comprising administering to a patient in need of such promotion and/or
inhibition a therapeutically effective amount of a pharmaceutical composition

according to any of claims 1 to 29.
35.  The use of a sugar for improving the recovery and/or increasing the biological
activity of a TGF-B superfamily member incorporated in a pharmaceutical

composition

36.  The use according to claim 35, wherein the sugar is selected from the group

consisting of maltose, sucrose, glucose and mannose.
37.  The use according to claim 36, wherein the sugar is maltose.

38.  The use according to any one of claims 35 to 37, wherein the sugar is present

at a concentration of greater than 50 mg/mi.
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39. The use according to any one of claims 35 to 38, wherein the TGF-8
superfamily member is selected from the group consisting of TGF-f1, TGF-8; and
TGF-a.

40.  The use according to claim 39, wherein the TGF-8 superfamily member is

TGF-(s.

41.  The use of a sugar in the manufacture of a medicament for the prevention or

reduction of injection pain.

42.  The use according to claim 41, wherein the sugar is selected from the group

. comprising maltose, sucrose, glucose and mannose.
43,  The use according to claim 42, wherein the sugar is maltose.

44.  The use according o any one of claims 41 to 43, wherein the sugar is provided

at a concentration of greater than S50mg/ml.

45. The use according to any one of claims 41 to 44 for the manufacture of an

injectable medicament.

46. The use according to amy one of claims 41 to 45 wherein the medicament

further comprises a therapeutic active agent.

47. The use according to claim 46, wherein the medicament comprises a

therapeutic active agent able to promote wound healing.

48.  The use according to claim 46 or claim 47, wherein the medicament comprises

a therapeutic active agent able to reduce scarring.

49. The use according to any one of claims 46 to 48, wherein the therapeutic

active agent comprises a TGF-@ superfamily member.
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50. The use according to claim 49, wherein the TGF-8 superfamily member is
selected from the group comprising TGF-81, TGF-32 and TGF-83.

51.  The use according to claim 50, wherein the TGF-8 superfamily member is
TGF-83.

52.  The use according to any one of claims 41 to 51, wherein the medicament

further comprises an anaesthetic active agent.

53.  The use according to claim 52, wherein the anaesthetic active agent is an

injectable local anaesthetic.

54.  The use according to claim 53, wherein the medicament further comprises

lignocaine.

55.  The use according to any one of claims 41 to 54, wherein the medicament

further comprises a cosmetic active agent.

56.  The use according to any one of claims 41 to 55, wherein the medicament

further comprises a diagnostic active agent.
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Figure 2.

TGF-Beta 1 (Sequence ID No. 1)
ALDTNYCFSSTEKNCCVRQLY IDFRKDLGWKWIHEPKGYHANFCLGPCPYIWSLDT
QYSKVLALYNQHNPGASAAPCCVPQALEPLPIVYYVGRKPKVEQLSNMIVRSCKCS

TGF-Beta 2 (Sequence ID No. 2)
ALDAAYCFRNVODNCCLRPLYIDFKRDLGWKWIHEPKAYNAN FCAGACPYLWSSDT
QHSRVLSLYN’I‘INPEASASPCCVSQDLEPLTILYYIGKTPKIE_QLSNMIVKS CKCs

TGF-Beta 3 (Sequence ID No. 3)
ALDTNYCFRNLEENCCVRPLYIDFRODLGWKWVHEPKGYYANFCSGPCRPYLRSADT
THSTVLGLYNTLNPEASASPCCVPQDLEPLTILYYVGRTPKVEQLSNMVVKSCKCS
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FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCTASA! 210

Continuation of Box II.1

Although claims 33 and 34 are directed to a method of treatment of the
human/animal body, the search has been carried out and based on the
alleged effects of the compound/composition.

Continuat1oﬁ of Box 11.2

Claims Nos.: -

Present claims 1-40 relate to compositiions having a given desired
property or effect, namely a "TGF-beta superfamiliy member” and a sugar,
allowing for an "improved recovery and/or increased biological activity
of the TGF-beta superfamiliy member”. However, the description does not
provide support and disclosure in the sense of Article 6 and 5 PCT for
any such compositions having the said property or effect and there is no
common general knowledge of this kind available to the person skilled 1n
the art. This non-compliance with the substantive provisions is to such
an extent, that the search was performed taking into consideration the
non-compliance in determining the extent of the search of the ciaim (pCT
Guidetines 9.19 and 9.20).

The search of claims 1-40 was consequently resiricted to the
specifically disclosed coempositions having the desired property or
effect, see description pages 53/54.

The applicant’s attention is drawn to the fact that claims relating to
inventions in respect of which no international search report has been
established need not be the subject of an international preliminary
examination (Rule 66.1(e} PCT). The applicant {s advised that the EPO
policy when acting as an International Preliminary Examining Authority is
normally not to carry out a preliminary examination on matter which has
not been searched. This is the case irrespective of whether or not the
claims are amended following receipt of the search report or during any
Chapter 11 procedure. If the application proceeds into the regional phase
before the EPO, the applicant is reminded that a search may be carried
out during examination before the EPO (see EPO Guideline C-VI, 8.5),
should the problems which led to the Article 17(2) dectaration be
overcome.
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1. Claims Nos: -
becausa they relate to subject matter not required to be sgarched by thig Authority, namely:
Although claims 33 and 34 are directed to a method of treatment of the
human/animal body, the search has been carried out and based on the alleged
effects of the compound/composition.

2. m Claims Nos.: -
because they relate to parts of the Intemational Application that do niot comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningful international Search can be carried out, specifically: . ‘

see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210

3. I___‘ Claims Nos.: :
becausa they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box lil Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This Intemationa’ Searching Autherity found muitiple inventions in this intemationat application, as follows:

see additional sheet

1. As all required additional search fees wera timely paid by the applicant, this intemational Search Report covers all
searchable claims. :

2. D As all searchatle claims could be searched without effort justitying an additional fee, this Authority did not invite payment
of any additional fee. '

3, D As only some of the required additicnal search fees were timely pald by the applicant, this International Search Report
covers only those claims for which fees were paid, spectfically claims Nos.:

. m No required additional search fees were imely paid by the applicant. Consequently, this intemational Search Report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

o

see annex

Remark on Protest D The additional search fess were accompanied by the applicant’s protest.

D No protost accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) (January 2004)
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FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA/ 21(

This International Searching Authority found multiple (groups of)
inventions 1n this international application, as follows:

1. ctaims: 1-29

A pharmaceutical composition comprising a TGF-beta
superfamily member and a sugar.

2. claims: 30-32

A prefilled container comprising a pharmaceutical
composition according to the preceding claims.

3. claims: 33,34

A method of treatment comprising administering a composition
according to the preceding claims. '

4. claims: 35-40

The use of a sugar for improving recovery and/or increasing
the biological activity of a TGF-beta superfamily member
incorporated in a pharmaceutical composition.

5. claims: 41-56

The use of a sugar in the manufacture of a medicament for
the prevention or reduction of injection pain.
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Oficio No. 2715

Ccomo resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 d
la Decisidén 486 de la Comisidén de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado d
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circula
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercic, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene 1la copia del documento en que consta la cesidn de
derechc a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k
Decisidn 486.

2. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de lo
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cédigo d
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberd presentar el documento que acredita 1
existencia y representacién legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuer
pérsona juridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidén 486, se 1
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En caso de no dar cumplimiento al presente regquerimiento, la solicitud s
considerard abandonada y perderd su prelacidn.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, litera
e), del capitulo quinto de 7titulo primeéro de la Circular Unica No.10 de 2001.
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ALIX CARMENZA PEDES DE VERGEL
Jefe de la divisidén de Nuevas Creaciones
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