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DESCRIPCION
Un suplemento intraarticular para uso en el tratamiento de enfermedades y lesiones articulares
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método de produccién de perlas esféricas de hidrogel que comprenden una
mezcla de quitosano y alginato.

La presente invencion se refiere también a un suplemento para el tratamiento de trastornos de las articulaciones,
particularmente la artrosis.

Antecedentes de la invencion

La artrosis es un trastorno degenerativo progresivo que va acompafado de dolor y que se caracteriza por un
deterioro del cartilago de las articulaciones, un deterioro del liquido sinovial de las articulaciones y la consiguiente
osteosclerosis.

La artrosis aumenta con la edad, con una probabilidad superior al 60 % en aquellas personas de 60 afios o0 mayores.

Hoy en dia, para remediar el dolor mecanico acompafiado de artrosis, la terapia actual generalmente es o bien
terapéutica con la administracion de analgésicos o agentes anti-inflamatorios o una terapia quirtrgica con reemplazo
parcial o total de la articulacion. Un enfoque alternativo es la viscosuplementacion, que es una inyeccién en la
articulacién de un lubricante viscoso biocompatible (por €j., acido hialurénico) que reduce la friccion y el dolor.

La viscosuplementacién se utiliza para suplementar el liquido sinovial que lubrica y protege las articulaciones. De
hecho, en un paciente con artrosis, el liquido sinovial se modifica con una disminucién de la concentracion y peso
molecular (Pm) de hialuronano (o sal del acido hialurénico HA).

Las inyecciones intraarticulares que comprenden preparaciones de AH de alto peso molecular estan actualmente
disponibles y se utilizan para el tratamiento de la rodilla, cadera, articulacion carpometacarpiana del pulgar o el
tobillo. Estas preparaciones requieren una inyeccion (Durolane TM, Q-Med AB, Uppsala, Suecia), tres inyecciones
(Synvisc®, AH reticulado de alto peso molecular, Orthovisc® a cinco inyecciones (Hyalgan®, Supartz®)
intraarticulares (IA) (de 1 a 3 ml que contienen de 5 a 20 mg/ml de AH por inyeccién segun la articulacion).

Tabla 1: Preparaciones de acido hialurénico (AH)

Nombre comercial Empresa Pm medio (kD)
Synvisc® (Hylan G-20) Biomatrix (Canada) 6.000-7.000
Healon® Pharmacia/Upjohn (Suecia) 1.900-3.900
Orthovisc® Anika (EE.UU.) 1.700-2.900
Arthrum® LCA (Francia) 2.000
Adant® Meiji Seika (Japon) 900-1.200
SupArtz®, Artz®, Artzal® Seikagaku (Japon) 600-1.200
Ostenil® Chemedica (Francia) 1.200
Hyalgan® Fidia (ltalia) 500-730
Durolane™ Q-Med AB (Suecia) =9.000

Las preparaciones de AH varian en cuanto a una serie de caracteristicas, incluyendo, por ejemplo, la fuente de AH
(de origen animal o bacteriano), la concentracion y el Pm del AH y el tipo y, en su caso, el grado de reticulacion
quimica utilizado. Por lo general, la mayoria de las preparaciones de AH inyectables, una vez inyectadas, tienen una
semivida de residencia de horas a varios dias.

Varios estudios han comparado la eficacia de los productos antes mencionados y han llegado a conclusiones
diferentes en cuanto al grado de reduccién del dolor y la mejora de la funcién de los pacientes con artrosis de rodilla.
Algunos concluyeron que en el mejor de los casos, existe un pequefio efecto en comparacion con la inyeccién de
placebo. Otros observaron que de 3 a 5 inyecciones semanales de uno de los productos mencionados
anteriormente, mejoraban significativamente el dolor y el estado funcional de los pacientes con artrosis y que,
aunque el inicio de la mejoria se retrasé 3-4 semanas, el efecto puede durar al menos seis meses y hasta después
de la interrupcion del tratamiento. Se han observado otros efectos beneficiosos sobre los sintomas de la artrosis, no
sélo en la artrosis de rodilla, sino también en la artrosis del tobillo y de la articulaciéon carpometacarpiana del pulgar,
aunque también se han observado efectos adversos.
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Por otra parte, el efecto clinico puede ser tan rapido como 1 semana y puede durar seis meses 0 mas, pero en todos
los casos, las inyecciones multiples son esenciales para conseguir un efecto prolongado (seis meses a un afno) en el
dolor artrésico, principalmente debido a la corta semivida de residencia de la mayoria de las preparaciones de AH.

Finalmente, el documento W02007/135114 describe la viscosuplementacion con composiciones de polisacaridos de
una mezcla de alginato y quitosano sin generar coacervados insolubles. Los coacervados son debido a la naturaleza
policationica del quitosano que dificulta la compatibilidad con otros polisacaridos tales como el acido hialurénico (un
polianién) o alginato. De acuerdo con el documento W0O2007/135114, la precipitacion/coarcervacion de polisacaridos
tales como quitosano y alginato impide cualquier formulacion de los mismos como una composicién inyectable.

El documento WO2007/135114 , por lo tanto, describe una composicion con una mezcla acuosa de quitosano de un
alto grado de derivatizacion de al menos 40 % y un alginato como altamente viscoso sin generar coacervados
insolubles.

Sigue existiendo una necesidad de desarrollar un nuevo producto suplemento intraarticular que proteja el cartilago
contra esfuerzos mecanicos, proporcione alivio efectivo a los pacientes con artrosis sin necesidad de multiples
inyecciones y evite los efectos adversos.

Se ha descubierto ahora un nuevo método de producciéon de una matriz de hidrogel homogénea que comprende
alginato y quitosano, en el que el quitosano es de bajo peso molecular y coacerva. Las perlas de alginato/quitosano
resultantes obtenibles mediante el nuevo método permanecen sorprendentemente homogéneas y estables cuando
se utilizan para la suplementacion intraarticular.

Se ha descubierto ahora un nuevo método y una composicion para la suplementacién intraarticular Unica de perlas
de quitosano/alginato con una residencia de larga duracién (al menos dos semanas) en la articulacién sin aumentar
la viscosidad del liquido sinovial.

El sumario anterior y la siguiente descripcion no son restrictivas de la invencién como se reivindica.
Sumario de la invencion

Un aspecto de la presente invencién se refiere a un método de produccién de una matriz de hidrogel que comprende
las etapas de:

— proporcionar una solucion de alginato,

— proporcionar una solucién con quitosano que tiene un Pm inferior a 60 kDa,

— mezclar la solucion de alginato y la solucién de quitosano, en el que la solucién mezclada comprende entre 0,5y
0,7 % (p/v) de quitosano y entre 1 y 1,4 % de alginato (p/v),

— introducir gotitas de la soluciéon mezclada en una solucién con Ca?* o Sr?* y cationes

— aislar perlas gelificadas de la solucion con cationes.

En ciertas realizaciones de métodos de la presente invencién, las gotitas de la solucion mezclada se introducen en
una solucién de iones Sr?*.

En realizaciones particulares de este método, la solucion mezclada comprende 0,6 % de quitosano y/o comprende
1,2 % de alginato.

En realizaciones particulares de los métodos de la presente invencion, la relacién entre alginato y quitosano en la
solucion mezclada es entre 1,4y 2,8 o entre 1,75y 2,25 0 es de aproximadamente 2.

En realizaciones particulares de los métodos de la presente invencién el quitosano tiene un Pm de entre 35 y 45 kDa
y/o es de origen animal o preferiblemente vegetal.

En otras realizaciones particulares de los métodos de la presente invencion, el método comprende ademas la etapa
de mezclar las perlas en un hidrogel termosensible. En la presente memoria la relacion entre perlas de hidrogel es,
por ejemplo, entre 5/1 y 1/1 0 entre 4/1 y 2/1.

En otras realizaciones particulares de los métodos de la presente invencion la formacién de las perlas se realiza
pasando gotitas a través de una aguja para obtener perlas con un diametro entre 0,01 y 5 mm.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a una perla esférica de hidrogel que comprende una mezcla
homogénea de quitosano y alginato, en el que dicha perla se puede obtener mediante los métodos descritos
anteriormente.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una perla esférica de hidrogel con un diametro entre 0,01 y 5 mm,
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que comprende una mezcla homogénea de quitosano y alginato, caracterizado por que la perla comprende entre 1y
1,4 % de alginato y entre 0,5 y 0,7 % de quitosano, por ejemplo, la perla comprende 1,2 % de alginato, o, por
ejemplo, la perla comprende 0,6 % de quitosano.

En realizaciones particulares de perlas de la presente invencion, la relacion de alginato/quitosano es entre 1,4 y 2,8,
preferiblemente entre 1,75 y 2,25, mas preferiblemente entre 1,8 y 2,2.

En otras realizaciones particulares de las perlas de la presente invencion, el quitosano tiene un Pm entre 35 y 45
kDa y/o es de origen animal o vegetal.

La invencion también se refiere a un suplemento intraarticular que comprende perlas esféricas de hidrogel con un
diametro entre 0,01 y 5 mm, que comprenden una mezcla homogénea de alginato y quitosano de Pm inferior a 60
kDa, caracterizado por que dichas perlas comprenden entre 1 y 1,4 % de alginato y entre 0,5 y 0,7 % de quitosano.

El suplemento intraarticular puede comprender ademas un gel viscoso termogelificante como, por ejemplo, un
hidrogel de polisacarido, particularmente un hidrogel de quitosano.

Por polisacaridos se entienden biopolimeros tales como &cido hialurénico conocidos por tener unidades repetitivas
de disacéarido compuestas de acido glucurdnico y N-acetilglucosamina, alginatos y quitosano.

El quitosano es un polisacarido ampliamente disponible en la naturaleza obtenido por desacetilacién quimica de la
quitina y el constituyente principal de los exoesqueletos de los crustaceos, pero también de la pared de los hongos.
Se compone de unidades de D-glucosamina y unidades de N-acetil-D-glucosamina.

El suplemento intraarticular puede comprender también un componente seleccionado del grupo que consiste en
farmaco anti-inflamatorio no esteroideo, anestésico, analgésicos opioides, corticosteroides, antineoplasicos,
anticuerpos monoclonales, anticuerpos monoclonales quiméricos, vitaminas, minerales, nutracéuticos.

El suplemento intraarticular también puede contener también componentes activos o inactivos adicionales
incluyendo, por ejemplo, los medicamentos anti-inflamatorios no esteroideos (AINES), por ej., diclofenaco TM,
ibuprofeno TM, piroxicam TM; anestésicos, por €j., lidocaina TM y bupivacaina TM; analgésicos opioides, por €j.,
codeina y morfina; corticosteroides, por ej., dexametasona y prednisona; agentes antineoplasicos tales como
metotrexato TM; agentes anti-virales, por ej., aciclovir TM y vidarabina TM; anticuerpos monoclonales, por e€j.,
Humira TM y anticuerpos monoclonales quiméricos, por ej., infliximab TM. Los suplementos inyectables
intraarticulares también pueden contener componentes tales como células, proteinas, ADN, minerales, por e€j.,
selenio, estroncio, vitaminas, por €j., tocoferol, nutracéuticos, por €j., curcumina u otro material activo biolégicamente
deseable.

Las perlas de hidrogel de la invencién descritas en la reivindicacion 8 se utilizan en un suplemento para el
tratamiento de trastornos articulares de un sujeto y para reducir el dolor y el malestar asociados con la lesion
articular o enfermedades articulares, incluyendo la artrosis y lesiones traumaticas del cartilago.

Ejemplo de tales enfermedades articulares incluyen artrosis (primaria (idiopatica) o secundaria), artritis reumatoide,
lesion articular (por ej., lesion traumatica o por movimientos repetitivos), patologia del cartilago (por ej.,
condrocalcinosis, condromalacia), artritis séptica. El suplemento de la invencién es también para su uso en la
reduccion del dolor asociado con este tipo de enfermedades, para reparar la lesion de hueso y cartilago y para
ralentizar la progresién de la enfermedad.

El suplemento se puede formular para proporcionar una sola o mdultiples inyecciones intraarticulares o para la
implantacion del suplemento en una cantidad suficiente para proporcionar un efecto terapéutico.

La inyeccion o implante intraarticular se realiza directamente en el defecto del hueso y/o cartilago de mamiferos
humanos o no humanos, por ejemplo, mediante artroscopia o con un dispositivo de inyeccion tal como una jeringa.

Ejemplos de sitios de administracién incluyen la rodilla, hombro, tobillo, articulaciones temporo-madibular y carpo-
metacarpiana, codo, cadera, mufieca, disco intervertebral.

La invencion proporciona ademas un dispositivo de suplementacién que comprende una jeringa de un solo uso
precargada que tiene una dosis Unica de los suplementos.

Breve descripcion de las figuras:
La Figura 1 muestra perlas obtenidas de acuerdo con el método de la invencién.

La Figura 2 muestra una seccion de una perla de alginato (A) y una perla de quitosano/alginato (B) [quitosano:
trabéculas gris oscuro; alginato: fondo gris claro].
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La Figura 3 muestra en aumento bajo perlas de quitosano/alginato embebidas en unos hidrogeles de quitosano.

La Figura 4 muestra la implantacién de un hidrogel de quitosano termosensible que comprende perlas de 0,6 %
de quitosano/1,2 % de alginato (quitosano de A. bisporus (40 kD)).

La Figura 5 muestra la evaluacion histologica de los implantes 15 dias después de la implantacion.
A: Hueso subcondral; B: Hidrogel colonizado con células; C: Perla de quitosano/alginato colonizado con células;
D: Lagunas de quitosano embebidas en células.

Descripcion detallada de la invencion

Un aspecto de la presente invencién se refiere a un método de produccién de una matriz de hidrogel. Este método
comprende los siguientes pasos:

— proporcionar una solucion de alginato,

— proporcionar una solucion de quitosano con un Pm inferior a 60 kDa,

— mezclar la solucién de alginato y la solucién de quitosano, en el que la solucién mezclada comprende entre 0,5 y
0,7 % (p/v) de quitosano y entre 1 y 1,4 % de alginato,

— introducir gotitas de la solucion mezclada en una solucién con iones Ca?* o Sr?*

— aislar las perlas gelificadas de la solucién con cationes.

El hidrogel que se obtiene por este método da lugar a una matriz homogénea de alginato de calcio y quitosano.

La matriz tal como se obtiene en la presente invencion difiere de las matrices de la técnica anterior por tener un
nucleo de un componente, recubierto de una capa de otro componente.

La matriz tal como se obtiene en la presente invencién tiene la ventaja de que la porosidad de la matriz puede
definirse con mayor precisién en comparacion con matrices que son primero liofilizadas para obtener un cierto grado
de porosidad.

La matriz tal como se obtiene en la presente invencién tiene la ventaja de estar compuesta de un quitosano de bajo
peso molecular en particular entre 15 y 50 kDa que forma espontaneamente una red homogénea en la matriz de
alginato.

Como se indica en la seccion de ejemplos, el alginato y el quitosano que se utilizan para preparar los hidrogeles se
disuelven en tampones alcalinos o acidos fuertes que tienen un efecto esterilizante. Esto es una ventaja adicional de
la presente invencion.

En los métodos de acuerdo con la presente invencién, las soluciones de alginato y quitosano se pueden mezclar
para obtener perlas con diferentes concentraciones. Las realizaciones particulares de la presente invencién se
refieren a las perlas en las que la composicion, antes de la gelificacién por los iones de calcio o de estroncio
comprende 0,4, 0,45, 0,5, 0,55, 0,60, 0,65, 0,70, 0,75 o 0,80 % (p/v) de quitosano, e independientemente de la
misma comprende 0,9, 0,95, 0,1, 0,105, 0,11, 0,115, 0,12, 0,125, 0,13, 0,135, 0,14, 0,145 0 1,5 % (p/v) de alginato.
En realizaciones particulares, la concentracién de quitosano varia de 0,5 a 0,7 % o de 0,55 a 0,65 %. En otras
realizaciones particulares la concentracion de alginato varia de 1 a 1,4 % o de 1,25 a 1,35 %. Una realizacion
particular de hidrogel comprende aproximadamente 0,6 % de quitosano y aproximadamente 1,2 % de alginato.

Otras realizaciones de los métodos y composiciones de la presente invencion se refieren a la composicion de
hidrogel y las perlas obtenidas de la misma en donde la relacién entre alginato y quitosano en la solucién mezclada
es de entre 1,4 y 2,8, mas particularmente entre 1,5 y 2,7, mas particularmente entre 1,6 y 2,6, o entre 1,75y 2,25.
Los valores particulares de esta relacion son aproximadamente 1,9, 1,95, 2,0, 2,05y 1.

En los métodos de la presente invencién el tamafo medio de las perlas se puede adaptar y se determina
empiricamente ajustando el diametro de la aguja que se utiliza para formar las gotitas que se introducen en la
solucién de calcio o estroncio. En la presente invencion se contemplan perlas con un didmetro entre 0,01 y 5 mm.
Estas dimensiones proporcionan un compromiso entre la facilidad de manipulacién y la difusién de nutrientes en las
perlas.

El quitosano de la presente invencion puede ser aislado a partir de diferentes fuentes animales, tales como
crustaceos (conchas de gambas) o calamares. Alternativamente, el quitosano puede ser de origen vegetal, mas
particularmente de origen fungico, tal como de cepas de Mucoralean, Mucor racemosus 'y Cunninghamella elegans,
Gongronella butleri, Aspergillus niger, Rhizopus oryzae, Lentinus edodes, Pleurotus sajo-caju, Zygosaccharomyces
rouxii, Candida albicans o Agaricus bisporus.

El quitosano existe ademas en diversos tipos de peso molecular. En la presente memoria, la longitud de cadena del
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quitosano puede contribuir a la estructura tridimensional de los hidrogeles. Quitosanos tipicos, para uso en la
presente invencion pueden tener un peso molecular promedio entre 15 y 50 kDa, més particularmente entre 35 y 45
kDa.

El método de fabricacién de las perlas como se describe anteriormente, da lugar a la formacién de perlas esféricas
de hidrogel que comprenden una mezcla homogénea de quitosano y alginato.

En realizaciones particulares, los suplementos se formulan como un material suplemento bifasico formado por perlas
y un gel viscoso. Este suplemento incluye una matriz polimérica ("gel") y las perlas esféricas tridimensionales que
comprenden quitosano y alginato.

Esto permite formular un gel implantable o inyectable el cual, tras la implantacién, asegura una distribucién éptima
del espacio en el tejido del hospedador del érgano. El gel que se utiliza tipicamente en la presente memoria en el
suplemento junto con las perlas preparadas por el método de la invencién, es un gel termo-sensible. Estos geles
permanecen en estado liquido a temperatura ambiente (en un dispositivo utilizado para la introduccién en el
paciente), pero se vuelven sélidos cuando se introducen en el cuerpo a aproximadamente 37 °C. Esta gelificacién in
situ mantiene las perlas en su distribucion espacial. Las pruebas in vitro han demostrado que las perlas se
distribuian homogéneamente en un hidrogel igual que cuando se calienta a 37 °C. Ejemplos de hidrogeles
termosensibles incluyen poli(N-isopropilacrilamida (PNIPAAm). Un tipo particular de este es quitosano.

Sin pretender imponer ninguna teoria, se cree que la red de quitosano dentro de las microperlas confiere
propiedades mecanicas particulares a las perlas de tal manera que sean menos compresibles y mas resistentes a la
presién que las perlas hechas de alginato solamente. Las matrices de la presente invencién proporcionan trabéculas
de quitosano interconectadas dentro de un gel de alginato, dando lugar a un entorno que es favorable para el cultivo
celular, proporcionando un medio acuoso con un pH neutro.

Estas trabéculas se obtienen con quitosano insoluble que forma coacervados que crean una red o trabéculas con
estructura a modo de cesta cuando se mezcla con alginato. Las trabéculas son de grosor y longitud variable y
proporcionan a las perlas propiedades bioldgicas y mecanicas particulares, tales como la estabilizacion del fenotipo,
deformabilidad, elasticidad y médulo de compresion.

Ejemplos
Ejemplo 1. Preparacion de perlas de alginato/quitosano

Las perlas se preparan a partir de una mezcla homogénea de quitosano (0,6 % final) y alginato (1,2 % final). Las dos
soluciones se preparan por separado antes de mezclarse. Las soluciones de alginato y quitosano se preparan de la
siguiente manera: una solucién de alginato al 2,4 % (p/v) en NaOH 0,16 M y una solucién de quitosano al 1,333 %
(p/v) en AcH 1,666 M. A 10 volumenes de la solucién de alginato, se afiade 1 volumen de una solucion de Hepes
(acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfénico) 1M. Después de la homogeneizacion, se afiaden progresivamente
9 volimenes de soluciéon de quitosano, mientras se mezcla con regularidad y vigorosamente. La soluciéon de
quitosano/alginato se pasa lentamente gota a gota a través de una aguja de calibre 25 y se afiade a una solucién de
CaClz 102 mM (Sigma-Aldrich, Bornem, Bélgica). Después de la gelificacion instantanea, las perlas se dejan gelificar
otros 10 min en esta solucion de CaClz. A escala microscopica, el quitosano (tefiido en rojo por la eosina) forma una
estructura a modo de cesta, compuesta de trabéculas o fibras de diferente grosor y longitud (véase la figura 2 y 3).
Los intersticios en la presente memoria estan ocupados por alginato (hematoxilina tefiida de violeta).

Ejemplo 2. Formulacion de perlas en un hidrogel termosensible

Las perlas se mezclan con un hidrogel de quitosano vegetal (Agaricus bisporus) (Kitozyme, Alleur, Bélgica]. Este
paso se realiza a menos de 27 °C para evitar la gelificacion del hidrogel. Se ha utilizado una relacién
cuentas/hidrogel de 3/1 (v/v).

Ejemplo 3. Implantacion en un modelo animal

Un gel como se describe en el ejemplo 2 se ha implantado en un conejo con un lesién en el hueso subcondral y
cartilago de la articulacién. (Figura 4).

Después de 15 dias de la implantacién, el implante se evalué (Figura 5). El implante sigue llenando la lesién. Las
perlas y el hidrogel viscoso se mantienen constantes al menos dos semanas después de la inyeccion en la
articulacién lesionada, mientras se mantiene un perfil de seguridad.

Ademas se observa que el implante esta colonizado con células procedentes de la médula ésea subyacente. Se
encontraron células en el hidrogel termosensible de quitosano asentado (B), asi como en las perlas de alginato de
quitosano (C) (las trabéculas de quitosano se indican mediante D). Esta prueba confirma que el implante bifasico
puede ser manejado y se injerta facilmente. La naturaleza biodegradable del implante garantiza una resorcién
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progresivamente después de la implantacién.
Ejemplo 4. Efecto del peso molecular de quitosano en la formacion de perlas
En el procedimiento segun la invencién se han utilizado diferentes pesos moleculares de quitosano nativo. Se

midieron diferentes parametros fisicos tales como el pH y la viscosidad de la solucién mezclada (con condrocitos).
La osmolaridad del hidrogel resultante se midié de acuerdo con una técnica bien conocida en la técnica.

Tabla 1
Soluciones pH Viscosidad (cps) | Osmolaridad (mOsm/kg)

Alginato 1,2 %/quitosano 22 kDa 0,6 % | 7,8 110,7 324

Alginato 1,2 %/quitosano 30 kDa 0,6 % | 8,3 230 305

Alginato 1,2 %/quitosano 32 kDa 0,6 % | 7,8 192 308

Alginato 1,2 %/quitosano 55 kDa 0,6 % | 8,0 279 290

Alginato 1,2 %/quitosano 55 kDa 0,6 % | 8,2 336 302

Alginato 1,2 %/quitosano 91 kDa 0,6 % Imposible de mezclar

Alginato 1,2 %/quitosano 146 kDa 0,6 Imposible de mezclar

%

Llegamos a la conclusion de que las perlas mixtas se pueden fabricar con quitosano nativo de menos de 55 kDa. Por
ejemplo, con quitosano de 91 kDa no se pueden fabricar perlas usando el proceso descrito en nuestra invencion y
con una relacion de 1,2 % de alginato y 0,6 % de quitosano, la disolucion de quitosano es demasiado viscosa. Por lo
tanto, la seleccion del peso molecular del quitosano es un elemento esencial en nuestra invencion.

Ejemplo 5: Un método de suplementacion para el tratamiento de una articulaciéon de un sujeto humano o un animal
con una aguja.

Se ha utilizado una aguja para aplicar el suplemento intraarticular. Para la administracion intraarticular, el
suplemento se aplica en la cavidad sinovial a una densidad de 1.000 a 20.000 perlas de 0,1 a 0,5 um por ml en un
volumen de aproximadamente 1-2 ml por inyeccién. Por ejemplo, se inyecta 1 ml de liquido fisiolégico que contiene
10.000 perlas de 0,2 pm en una articulacion de la rodilla usando una aguja fina (por ej. de calibre 14 a 22,
preferiblemente de calibre 18 a 22.

Ejemplo 6: Un método de suplementacién para el tratamiento de una articulaciéon de un sujeto humano o un animal
con un trocar.

Se ha utilizado un trocar para aplicar el suplemento en un defecto articular pequefo o medio (menos de 1 cm?). Para
la implantacion, se aplica un suplemento en el cartilago a través del trocar a una densidad de 5 a 50 perlas de 1 a 5
mm de didametro. Por ejemplo, se implantan 4 perlas de 1 mm de didmetro en una lesion traumatica del cartilago de
0,5 cm de diametro y una profundidad de 1 mm de diametro.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para producir un hidrogel para suplemento intraarticular que comprende las etapas de:

- proporcionar una solucién de alginato,

- proporcionar una solucién de quitosano que tiene un Pm inferior a 60 kDa,

- mezclar la solucién de alginato y la solucién de quitosano, en donde la solucion mezclada comprende entre el
0,5y el 0,7 % (p/v) de quitosano y entre el 1 y el 1,4 % de alginato,

- introducir gotitas de la soluciéon mezclada en una solucién con iones Ca?* o Sr2*

- aislar las perlas gelificadas de la solucién con cationes.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha solucion mezclada comprende el 0,6 % de
quitosano.

3. El método de acuerdo con las reivindicacines 1 o 2, en el que dicha solucién mezclada comprende el 1,2 % de
alginato.

4. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el alginato y el quitosano en
dicha solucion mezclada estan presentes en una relacion de entre 1,75y 2,25.

5. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho quitosano tiene un Pm de
entre 35y 45 kDa.

6. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dichas gotitas se hacen pasar a
través de una aguja para obtener una perla con un diametro entre 0,01 y 5 mm.

7. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el quitosano es de origen animal
0 vegetal.

8. Una perla esférica de hidrogel con un diametro entre 0,01 y 5 mm, que comprende una mezcla homogénea de
alginato y quitosano de Pm inferior a 60 kDa, caracterizada por que dicha perla comprende entre el 1 y el 1,4 % de
alginato y entre el 0,5y el 0,7 % de quitosano.

9. La perla de acuerdo con la reivindicacién 8, en la que dicha perla comprende el 1,2 % de alginato.

10. La perla de acuerdo con las reivindicaciones 8 0 9, en la que dicha perla comprende el 0,6 % de quitosano.

11. La perla de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en la que el quitosano tiene un Pm entre
35y 45 kDa.

12. La perla de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, para su uso en la administracion de
suplementacion intraarticular.

13. Un suplemento intraarticular que comprende perlas esféricas de hidrogel de acuerdo con la reivindicacion 8.

14. Un suplemento intraarticular de acuerdo con la reivindicacién 13 que comprende ademas un gel termogelificante
ViSC0sO0.

15. Un suplemento intraarticular de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 14, en el que el
quitosano es de origen animal o vegetal.

16. Un suplemento intraarticular de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15, que comprende
ademas un componente seleccionado del grupo que consiste en farmacos anti-inflamatorios no esteroideos,
anestésicos, analgésicos opioides, corticosteroides, antineoplasicos, anticuerpos monoclonales, anticuerpos
monoclonales quiméricos, vitaminas, minerales, nutracéuticos.

17. Un dispositivo de suplementacion que contiene las perlas de hidrogel de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 8 a 11.
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