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DESCRIPCION
Matrices de acido hialurénico-colageno para aplicaciones de relleno y voluminizaciéon dérmicos

La presente solicitud se refiere, en general, a composiciones implantables biocompatibles y se refiere, mas
especificamente, a composiciones a base de acido hialurénico-colageno utiles como materiales de relleno dérmicos.

Sumario

La presente invencion se refiere, en general, a un producto estético para el tejido blando. En un aspecto, el producto
comprende un material de relleno que comprende un hidrogel que tiene una forma adecuada para la inyeccion en
tejido humano; y una etiqueta que comprende instrucciones para inyectar el material de relleno en el tejido humano;
en el que el hidrogel comprende agua y una matriz macromolecular reticulada descrita en el presente documento.

Algunas realizaciones incluyen un método de mejora de una cualidad estética del tejido blando de un ser humano,
que comprende: inyectar una composicion de hidrogel en un tejido blando del ser humano para mejorar de este
modo la cualidad estética del tejido blando; en el que la composicién de hidrogel comprende agua y una matriz
macromolecular reticulada descrita en el presente documento.

Algunas realizaciones incluyen un método de generacion de tejido que comprende poner en contacto un tejido con
una composicion de hidrogel para generar una cantidad adicional del tejido, en el que la composiciéon de hidrogel
comprende agua y una matriz macromolecular reticulada descrita en el presente documento.

Algunas matrices moleculares reticuladas pueden comprender un componente de acido hialurénico; y un
componente de colageno; en las que el componente de acido hialurénico se reticula al componente de colageno
mediante un componente de reticulacion; y en las que el componente de reticulacion comprende una pluralidad de
unidades de reticulacion, en las que al menos una parte de las unidades de reticulacién comprenden un enlace de
éster o un enlace de amida.

El documento EP 1 419 792 desvela un complejo de glucosaminoglucano-polication como material de matriz para su
uso en la regeneracion de tejidos, tal como reparacion de cartilago, y un método de preparacion del mismo. El
complejo se sintetiza por reticulacion de glucosaminoglucano y polication con un agente de reticulacion polifuncional
en condiciones fisioldgicas. En este método, el agente de reticulacion consiste en polietilenglicol que tiene dos o mas
grupos salientes electrofilos (por ejemplo, grupo succinimidilo o sus derivados) en el extremo carboxilo del mismo, y
la concentracion del agente de reticulacion esta en el intervalo de 0,3 a 3 mM. De acuerdo con esta divulgacion, la
reaccion de reticulacion puede realizarse en condiciones fisiolégicas para evitar problemas convencionales de
efectos adversos sobre las células (muerte celular) y la formacion de un complejo poliidnico (precipitado no
homogéneo) debido a una reaccién de reticulacion en alcohol o agua. Se afirma que esta reaccion de reticulacion
puede realizarse en presencia de células mezcladas con el glucosaminoglucano y polication por adelantado.

Breve descripcion de los dibujos

Algunos aspectos de la presente divulgacion pueden entenderse mas claramente con referencia a los dibujos
adjuntos, de los cuales:

La FIG.1 es un grafico de barrido de frecuencia y barrido de deformacion para un hidrogel de acuerdo con esta
divulgacion.

La FIG. 2 es un perfil de extrusion a través de una aguja 30G para un hidrogel del ejemplo 4.

La FIG. 3 muestra micrografias (a 5X aumentos) de (A) tejido adyacente a una composicion de control
implantada de gel de acido hialurénico reticulado comercial, (B) tejido adyacente a una composicion implantada
del ejemplo 3 y (C) tejido adyacente a una composicion implantada del ejemplo 4.

Descripcion detallada

Algunas realizaciones incluyen un método de mejora de una cualidad estética del tejido blando de un ser humano.
Un método de este tipo puede comprender inyectar una composicion de hidrogel, o una composicion que comprende
un hidrogel, en un tejido blando del ser humano para mejorar, de este modo, la cualidad estética del tejido blando.

Algunas realizaciones pueden incluir un producto estético de tejido blando que comprende: un material de relleno
que comprende un hidrogel que tiene una forma adecuada para la inyeccion en tejido humano y una etiqueta que
comprende instrucciones para inyectar el material de relleno en el tejido humano.

Un material de relleno que comprende un hidrogel o una composicion de hidrogel puede ser cualquier tipo de
material de relleno que sea adecuado para la inyeccion en tejido humano para mejorar una cualidad estética de un
tejido blando, tal como un material de relleno dérmico, un material de relleno de aumento o reconstruccion de
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mamas, un material de relleno de labios, rejuvenecimiento de manos, o similar. Cuando se inyecta, un hidrogel
puede estimular el crecimiento y la generacion de tejido después de ser inyectado en el tejido blando. En algunas
realizaciones, un hidrogel puede estimular la colagénesis después de ser inyectado en el tejido blando.

La inyeccion de un hidrogel que comprende una matriz macromolecular reticulada que comprende un componente
de acido hialurénico que esta reticulado a un componente de colageno puede proporcionar una cualidad estética
mejorada durante un periodo prolongado, en comparacion con la inyeccion de un hidrogel idéntico, excepto que el
componente de acido hialurénico y el componente de colageno no estan reticulados.

Algunas realizaciones incluyen un método de generacion de tejido que comprende poner en contacto un tejido con
una composicion de hidrogel para generar una cantidad adicional del tejido. Este método puede usarse para generar
tejido tanto ex vivo como in vivo. En algunas realizaciones, el contacto entre un tejido y un hidrogel puede ser ex
vivo. En algunas realizaciones, el contacto entre un tejido y un hidrogel puede ser in vivo. Los tipos de tejido que se
pueden generar incluyen, pero no se limitan a, tejido adiposo, tejido muscular, tejido tendinoso, tejido cardiovascular,
tejido neural, tejido 6seo y similares.

Algunas realizaciones incluyen un producto envasado que comprende una jeringa cargada con un hidrogel y una
aguja. Una jeringa se puede equipar con una aguja de cualquier tamafio que sea apropiada para inyectar el hidrogel
en el tejido blando de interés, tal como una aguja con un calibre aproximadamente n.° 25, aproximadamente n.° 30 o
un calibre mas grande.

Un material de relleno que comprende un hidrogel puede ser adecuado para la inyeccién si puede inyectarse en el
tejido blando de interés sin dificultad irrazonable, e incluye materiales de relleno que pueden dispensarse desde
canulas que tienen un calibre tan pequefio como aproximadamente n.° 30 o aproximadamente n.° 25 a presion
manual normal con una plataforma de extrusion lisa.

La inyeccion de un hidrogel puede proporcionar un aumento de tejido blando que imita los componentes naturales
de la piel. Se puede inyectar un hidrogel por via intradérmica o subcutanea para aumentar el tejido blando y reparar
o corregir anomalias congénitas, defectos adquiridos o defectos cosméticos. Los ejemplos de dichas afecciones
incluyen anomalias congénitas tales como microsomia hemifacial, hipoplasia malar y cigomatica, hipoplasia mamaria
unilateral, térax infundibuliforme, agenesia pectoral (anomalia de Poland) e insuficiencia velofaringea secundaria a la
reparacion de fisura palatina, o fisura palatina submucosa (como implante retrofaringeo); defectos adquiridos
(postraumaticos, posquirdrgicos o postinfecciosos) tales como cicatrices deprimidas, atrofia subcutanea (por
ejemplo, secundaria a lupus eritematoso discoide), lesiones queratésicas, enoftalmos en el ojo anucleado (también
sindrome de escotadura superior), cicatrices de acné en la cara, esclerodermia lineal con atrofia subcutanea,
deformidad nasal en silla de montar, enfermedad de Romberg y paralisis unilateral de las cuerdas vocales; y
defectos cosméticos tales como lineas del cefio glabelar, pliegues nasolabiales profundos, arrugas geograficas
peribucales, mejillas hundidas e hipoplasia mamaria.

El acido hialurénico reticulado, el colageno y el colageno reticulado, tales como los usados en los materiales de
relleno dérmicos, no promueven la infiltracion celular y el crecimiento hacia dentro del tejido. De forma similar, el
colageno simplemente mezclado en hidrogeles de acido hialurénico no promueve la integracion tisular o la
generacion de tejido de novo. Sin embargo, algunos hidrogeles descritos en el presente documento promueven la
migracion celular al interior de los hidrogeles y la formacion de tejido dentro de los geles cuando se implantan in
vivo.

Un hidrogel puede comprender agua, y una matriz macromolecular reticulada. Normalmente, una matriz molecular
reticulada puede comprender un componente de acido hialurénico y un componente de colageno, en la que el
componente de acido hialurénico se reticula al componente de colageno mediante un componente de reticulacion.
Un componente de reticulacion puede comprender una pluralidad de unidades de reticulacién, en el que al menos
una parte de las unidades de reticulaciéon comprende un enlace éster o un enlace amida.

Se puede sintetizar una matriz macromolecular reticulada para un hidrogel acoplando un acido hialurénico con un
colageno usando un agente de acoplamiento, tal como una carbodiimida. En estos hidrogeles, el acido hialurénico
puede servir como un componente de unién al agua biocompatible, que proporciona degradacion en masa e
isovolumétrica. Adicionalmente, el colageno puede transmitir dominios de sefializacion y adhesion celular para
promover la unién celular, la migracion y otras funciones celulares tales como el depdsito de matriz extracelular. Los
biopolimeros forman hidrogeles homogéneos con composicion, hinchamiento y propiedades mecanicas ajustables.
Se puede hacer que las composiciones sean inyectables para una implantacion minimamente invasiva a través de
una jeringa y una aguja.

El acido hialurénico es un glucosaminoglucano no sulfatado que potencia la retencidon de agua y resiste la carga de
trabajo hidrostatica. No es inmundgeno y puede modificarse quimicamente de muchas maneras. El acido hialurénico
puede ser anionico a intervalos de pH alrededor o por encima del pKa de sus grupos acido carboxilico.
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Acido hialurénico

El colageno es una proteina que forma fibrillas y laminas que soportan cargas de traccion. El colageno también tiene
sitios de union a integrinas especificos para la adhesion celular y se sabe que promueve la unién, la migracion y la
proliferacion celulares. El colageno puede estar cargado positivamente debido a su alto contenido de restos de
aminoacidos basicos tales como arginina, lisina e hidroxilisina.

Debido a que el acido hialurénico puede ser anionico y el colageno puede ser cationico, las dos macromoléculas
pueden formar complejos poliiénicos en solucion acuosa. Un complejo poliidnico puede ser significativamente menos
soluble en agua que el acido hialurénico o el colageno y, por tanto, puede separarse por precipitacion de la solucion
acuosa cuando las dos macromoléculas estan juntas en una mezcla.

En ciertas condiciones, un acido hialurénico y un colageno pueden combinarse en un liquido acuoso en el que
ambos componentes son solubles. Entonces, se pueden reticular un acido hialurénico y un colageno, mientras que
ambos estén disueltos en una soluciéon acuosa para formar un hidrogel. Las condiciones de reaccion tales como la
concentracion de acido hialurénico, la concentracion de colageno, el pH de la solucidn y la concentracion de sales
pueden ajustarse para ayudar a prevenir la formacion de complejos poliidnicos entre el acido hialurénico aniénico y
el colageno catiénico. También pueden ayudar a prevenir la formacion de microfibrillas de colageno.

Algunas realizaciones incluyen un método de reticulacion de acido hialurénico y colageno. Este método
generalmente comprende una etapa de disolucion que da como resultado una soluciéon acuosa previa a la reaccion.
En una etapa de disolucion, el acido hialurénico y el colageno se disuelven en una solucién acuosa que tiene un pH
bajo y/o una sal para formar una solucién acuosa previa a la reaccion.

Un método de reticulacion de acido hialurénico-colageno comprende ademas una etapa de activacion. En una etapa
de activacion, una solucién acuosa previa a la reaccion se modifica al menos afiadiendo un agente de acoplamiento
soluble en agua y/o aumentando el pH de la solucion. Si fuera necesario, también se puede afiadir una sal para
mantener el acido hialurénico y el colageno en solucidon a un pH mas alto. De este modo, una mezcla de reaccion de
reticulacion comprende acido hialurénico y colageno disueltos o dispersados en un medio acuoso, un agente de
acoplamiento soluble en agua y una sal, y tiene un pH mas alto que la solucion acuosa previa a la reaccion de la que
derivé. La mezcla de reaccion de reticulacion se deja reaccionar para reticular de este modo el acido hialurénico y el
colageno.

En algunas realizaciones, el pH de la solucién de acuosa previa a la reaccion puede aumentarse y se puede permitir
que se produzca una cantidad sustancial de formacion de fibras en la solucién antes de anadir el agente de
acoplamiento soluble en agua. En algunas realizaciones, el agente de acoplamiento soluble en agua se puede
afiadir a la soluciéon acuosa previa a la reaccién antes de que se produzca sustancialmente cualquier formacién de
fibras.

Una mezcla de reaccion de reticulacién puede reaccionar para formar una matriz macromolecular reticulada. Dado
que la reaccion se produce en una solucién acuosa, se puede dispersar una matriz macromolecular reticulada en un
liqguido acuoso en forma de hidrogel a medida que se forma mediante una reaccion de reticulacion. Una matriz
macromolecular reticulada se puede mantener en forma de hidrogel porque, en muchos casos, una matriz
macromolecular reticulada se puede usar en forma de hidrogel.

En algunas realizaciones, una solucién acuosa previa a la reacciéon o una mezcla de reaccion de reticulacion pueden
comprender, ademas, de aproximadamente el 10 % a aproximadamente el 90 % de un disolvente organico en el que
el acido hialurénico tiene mala solubilidad, tal como etanol, metanol, isopropanol o similares.

Después de que se ha producido una reaccién de reticulaciéon, la matriz macromolecular reticulada puede adquirir
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forma de particulas u homogeneizarse a través de una malla. Esto puede ayudar a formar una suspension o hidrogel
inyectable. Una malla usada para dar forma de particulas a una matriz macromolecular reticulada puede tener
cualquier tamafio de poro adecuado dependiendo del tamafio de particulas deseado. En algunas realizaciones, la
malla puede tener un tamafo de poro de aproximadamente 10 micrometros a aproximadamente 100 micrometros,
de aproximadamente 50 micrometros a aproximadamente 70 micrometros, o aproximadamente 60 micrémetros.

Un hidrogel que comprende una matriz molecular reticulada se puede tratar por dialisis para esterilizacion u otros
fines. La didlisis se puede realizar colocando una membrana semipermeable entre el hidrogel y otro liquido para
permitir que el hidrogel y el liquido intercambien moléculas o sales que puedan pasar entre la membrana.

Una membrana de dialisis puede tener un limite de peso molecular que puede variar. Por ejemplo, el limite puede
ser de aproximadamente 5.000 Dalton a aproximadamente 100.0000 Dalton, de aproximadamente 10.000 Dalton a
aproximadamente 30.000 Dalton, o aproximadamente 20.000 Dalton.

La didlisis puede realizarse contra una solucion tampén, o el liquido en el otro lado de la membrana del hidrogel
puede ser una soluciéon tampoén. En algunas realizaciones, la solucién tampdn puede ser una solucion tampon de
fosfato estéril que puede comprender tampoén de fosfato, cloruro de potasio y/o cloruro de sodio. Una solucion
tampon de fosfato estéril puede ser sustancialmente isosmatica con respecto al fluido fisiolégico humano. De este
modo, cuando se completa la didlisis, el componente liquido de un hidrogel puede ser sustancialmente isosmotico
con respecto al fluido fisiolégico humano.

En algunas realizaciones, un complejo macromolecular reticulado puede comprender, ademas, un liquido acuoso.
Por ejemplo, el complejo macromolecular reticulado puede absorber el liquido acuoso de modo que se forme un
hidrogel. Un liquido acuoso puede comprender agua con una sal disuelta en ella, tal como un tampén de fosfato,
cloruro de sodio, cloruro de potasio, etc. En algunas realizaciones, un liquido acuoso puede comprender agua,
cloruro de sodio a una concentracién de aproximadamente 100 mM a aproximadamente 200 mM, cloruro de potasio
a una concentracion de aproximadamente 2 mM a aproximadamente 3 mM, y tampdén de fosfato a una
concentracion de aproximadamente 5mM a aproximadamente 15 mM, donde el pH del liquido es de
aproximadamente 7 a aproximadamente 8.

Se puede usar un hidrogel en un producto estético de tejido blando. Un producto estético de tejido blando puede
comprender: un dispositivo estético que tiene una forma adecuada para la inyeccion o implantacion en tejido
humano; y una etiqueta que comprende instrucciones para inyectar o implantar el componente estético en tejido
humano; donde el dispositivo estético comprende una matriz macromolecular reticulada descrita en el presente
documento. Algunos productos pueden comprender la matriz macromolecular reticulada en forma de hidrogel.

Algunas realizaciones incluyen un método de mejora de una cualidad estética de una caracteristica anatémica de un
ser humano que comprende: inyectar o implantar un dispositivo estético en un tejido del ser humano para mejorar,
de este modo, la cualidad estética de la caracteristica anatdomica; donde el dispositivo estético comprende una
matriz macromolecular reticulada descrita en el presente documento. En algunas realizaciones, la matriz
macromolecular reticulada usada en el producto puede estar en forma de hidrogel.

En algunas realizaciones, un hidrogel de un complejo macromolecular reticulado puede tener un modulo de
almacenamiento de aproximadamente 1 Pa a aproximadamente 10.000 Pa, de aproximadamente 50 Pa a
10.000 Pa, de aproximadamente 500 Pa a aproximadamente 1000 Pa, aproximadamente 556 Pa, aproximadamente
560 Pa, aproximadamente 850 Pa, aproximadamente 852 Pa, o cualquier valor en un intervalo limitado por, o entre,
cualquiera de estos valores.

En algunas realizaciones, un hidrogel de un complejo macromolecular reticulado puede tener un moédulo de pérdida
de aproximadamente 1 Pa a aproximadamente 500 Pa, de aproximadamente 10 Pa a 200 Pa, de aproximadamente
100 Pa a aproximadamente 200 Pa, aproximadamente 20 Pa, aproximadamente 131 Pa, aproximadamente 152 Pa,
o cualquier valor en un intervalo limitado por, o entre, cualquiera de estos valores.

En algunas realizaciones, un hidrogel de un complejo macromolecular reticulado puede tener una fuerza de
extrusion promedio de aproximadamente 20 N a 30 N, o aproximadamente 25 N, cuando el hidrogel es empujado a
través de una jeringa con aguja 30G moviendo el émbolo de una jeringa de 1 ml que contiene el hidrogel a una
velocidad de 100 mm/min durante aproximadamente 11 mm, y midiendo la fuerza promedio desde aproximadamente
4 mm hasta aproximadamente 10 mm.

Un complejo macromolecular reticulado puede tener propiedades de hinchamiento ajustables basadas en las
condiciones de reaccion y la diluciéon de hidrogel. En algunas realizaciones, un complejo macromolecular reticulado
puede tener una relacién de hinchamiento de aproximadamente 1 a aproximadamente 7. Una relacion de
hinchamiento es la relacién del peso del complejo macromolecular reticulado cuando se satura con agua respecto al
peso del complejo macromolecular reticulado sin agua. Mas especificamente, la relacion de hinchamiento es la
relacion de la masa del gel que se ha permitido que se hinche completamente respecto a la masa del gel en su
concentracion inicial.
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En una reaccion de reticulacion, el peso molecular de un acido hialurénico puede variar. En algunas realizaciones,
un acido hialurénico puede tener un peso molecular de aproximadamente 500.000 Dalton a aproximadamente
10.000.000 Dalton, de aproximadamente 1.000.000 Dalton a aproximadamente 5.000.000 Dalton, o de
aproximadamente 1.000.000 Dalton a aproximadamente 3.000.000 Dalton. Cuando se produce la reaccién de
reticulacién, el producto macromolecular reticulado resultante puede tener un componente de acido hialurénico
derivado del &acido hialurénico en la reaccion de reticulacion. De este modo, los intervalos mencionados
anteriormente también pueden aplicarse al peso molecular de un componente de acido hialurénico, por ejemplo de
aproximadamente 500.000 Dalton a aproximadamente 10.000.000 Dalton, de aproximadamente 1.000.000 Dalton a
aproximadamente 5.000.000 Dalton, o de aproximadamente 1.000.000 Dalton a aproximadamente 3.000.000 Dalton.
La expresion "peso molecular" se aplica en esta situacion a una parte de la matriz, incluso aunque el componente de
acido hialurénico puede no ser en realidad una molécula independiente debido a la reticulacion.

La concentracién de acido hialurénico en una solucidon acuosa previa a la reaccidon o una mezcla de reaccion de
reticulacion puede variar. En algunas realizaciones, el acido hialurénico esta presente a de aproximadamente
3 mg/ml a aproximadamente 100 mg/ml, de aproximadamente 6 mg/ml a aproximadamente 24 mg/ml, de
aproximadamente 1 mg/ml a aproximadamente 30 mg/ml, aproximadamente 1,7 mg/ml, aproximadamente 3 mg/ml,
aproximadamente 6 mg/ml, aproximadamente 12 mg/ml, aproximadamente 16 mg/ml o aproximadamente 24 mg/ml

Puede usarse cualquier tipo de colageno en los métodos y composiciones descritos en el presente documento. En
algunas realizaciones, puede usarse colageno de tipo |, colageno de tipo Ill, colageno de tipo 1V, colageno de tipo VI,
0 una combinacién de los mismos. En algunas realizaciones, un colageno o un componente de colageno comprende
colageno de tipo | o colageno de tipo Ill. En algunas realizaciones, el componente de colageno comprende colageno
de tipo V.

Un colageno puede derivar de un cultivo celular, tejido animal o medios recombinantes, y puede derivar de fuentes
humanas, porcinas o bovinas. Algunas realizaciones comprenden colageno derivado del cultivo de fibroblastos
humanos. Algunas realizaciones comprenden colageno que se ha desnaturalizado a gelatina. Las condiciones de
extraccion/procesamiento de la fuente y/o el colageno pueden alterar la forma en que las macromoléculas de
colageno se unen para formar estructuras supramoleculares. Estas estructuras de orden superior pueden tener
efectos sobre las propiedades fisicas del gel (rigidez, viscosidad) y también pueden tener un efecto sobre la
reactividad del colageno a los reactivos de reticulacion.

La concentracion de colageno en una solucién acuosa previa a la reaccion o una mezcla de reaccion de reticulacion
puede variar. En algunas realizaciones, el colageno puede estar presente a una concentracion de aproximadamente
1mg/ml a aproximadamente 40 mg/ml, de aproximadamente 1 mg/ml a aproximadamente 15 mg/ml, de
aproximadamente 3 mg/ml a aproximadamente 12 mg/ml, aproximadamente 1,7 mg/ml, aproximadamente 3 mg/ml,
aproximadamente 6 mg/ml, aproximadamente 8 mg/ml o aproximadamente 12 mg/ml. La concentracién de colageno
tiene un efecto sobre las propiedades fisicas del gel (rigidez, viscosidad). En general, las concentraciones mas altas
de colageno conducen a un médulo elastico mas alto.

En algunas realizaciones de la presente divulgacion, la relacion en peso de acido hialurénico respecto a colageno en
una solucién acuosa previa a la reacciéon o una solucién acuosa previa a la reaccién o una mezcla de reaccion de
reticulacion (por ejemplo [peso de acido hialurénico)/[peso de colageno]) puede ser de aproximadamente 0,5 a
aproximadamente 3, de aproximadamente 1 a aproximadamente 3, de aproximadamente 1 a aproximadamente 2,
aproximadamente 1 o aproximadamente 2. Cuando se produce la reaccidon de reticulacién, el producto
macromolecular reticulado resultante puede tener un componente de colageno derivado del colageno en la reaccion
de reticulacién. De este modo, la matriz macromolecular reticulada resultante de la presente divulgacion puede tener
una relacion en peso de componente de acido hialurénico respecto a componente de colageno que corresponde a la
relacion en peso en la reaccion de reticulacion, por ejemplo de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 3, de
aproximadamente 1 a aproximadamente 3, de aproximadamente 1 a aproximadamente 2, aproximadamente 1 o
aproximadamente 2. En la presente invencion, la relacién en peso del componente de acido hialurénico respecto al
componente de colageno en la matriz macromolecular reticulada es 2.

En otras realizaciones de la divulgacion, las composiciones tienen una relacion de AH respecto a colageno de entre
aproximadamente 0,5 a 1 y aproximadamente 7 a 1.

Una sal puede ayudar a cribar las cargas negativas del acido hialurénico respecto a las cargas positivas de colageno
y, de este modo, puede evitar la precipitacion de un complejo de iones poliiénico a partir de la solucion. Sin
embargo, altas concentraciones de sal pueden reducir la solubilidad de algunos componentes en la solucién. De
este modo, en algunas realizaciones, la concentracion de sal de una solucién acuosa previa a la reaccion o una
mezcla de reaccion de reticulacion puede ser lo suficientemente alta para detectar las cargas de modo que no se
forme el complejo de iones poliidnico, pero también suficientemente bajo para que los componentes de la mezcla
permanezcan en solucién. Por ejemplo, la concentracion total de sal de algunas soluciones acuosas previas a la
reaccion o mezclas de reaccion de reticulacion puede ser de aproximadamente 10 mM a aproximadamente 1 M, por
ejemplo, entre aproximadamente 5 mM y aproximadamente 0,5 M, por ejemplo, entre aproximadamente 2 mM y
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aproximadamente 0,2 M.

Algunas sales en una solucidén acuosa previa a la reaccion o una mezcla de reaccion de reticulacion pueden ser
tampones no coordinantes. Se puede usar cualquier tampdn no coordinante que sea capaz de tamponar la mezcla y
no se coordine con atomos o iones metalicos en el colageno. En algunas realizaciones, el tampén no reacciona con
los reactivos de reticulacion (carbodiimida y aditivo). Por ejemplo, los tampones de acetato o fosfato no pueden
usarse en estas realizaciones. Los ejemplos de tampones no coordinantes adecuados pueden incluir, pero no se
limitan a, acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES), acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico (MOPS), acido 4-(2-
hidroxietil)-1-piperazinil)etanosulfénico (HEPES), acido 3-[4-(2-hidroxietil)-1-piperazinil]propanosulfénico (HEPPS),
acido N-ciclohexil-2-aminoetanosulfénico (CHES), acido N-ciclohexil-3-aminopropanosulfonico (CAPS), etc.

Hogs/’\\___N/____\(3 //”’\\YD
\\___// Ho38~\\,//’\\\»fffN\\v’///

MES MOPS

HOSSkN N—" Ol HOSSAN N—/\O

HEPES HEPPS

/\L /\\—/\-
N SO4H N SOH
H H
CHES CAPS

La concentracion de un tampon no coordinante puede variar. Por ejemplo, algunas soluciones acuosas previas a la
reaccion o mezclas de reaccion de reticulacidon pueden tener una concentracién de tampén en un intervalo de
aproximadamente 10 mM a aproximadamente 1 M, de aproximadamente 10 mM a aproximadamente 500 mM, de
aproximadamente 20 mM a aproximadamente 100 mM o de aproximadamente 25 mM a aproximadamente 250 mM.
Algunas soluciones acuosas previas a la reaccién o mezclas de reaccion de reticulacion comprenden MES a una
concentracion de aproximadamente 20 mM a aproximadamente 200 mM, de aproximadamente 20 mM a
aproximadamente 100 mM, aproximadamente 100 mM, o aproximadamente 180 mM.

También se pueden incluir sales no tamponantes en una solucién acuosa previa a la reaccién o una mezcla de
reaccion de reticulacion como una alternativa a, o ademas de, sales tamponantes. Algunos ejemplos pueden incluir
cloruro de sodio, cloruro de potasio, bromuro de potasio, bromuro de sodio, cloruro de litio, bromuro de litio, yoduro
de sodio y yoduro de potasio. La concentracion de una sal no tamponante puede variar. Por ejemplo, algunas
mezclas pueden tener una concentracién de sal no tamponante en un intervalo de aproximadamente 10 mM a
aproximadamente 1 mM, de aproximadamente 30 mM a aproximadamente 500 mM o de aproximadamente 50 mM a
aproximadamente 300 mM. En algunas realizaciones, el cloruro de sodio puede estar presente en una concentracion
en un intervalo de aproximadamente el 0,5% p/v a aproximadamente el 2 %, aproximadamente el 0,9 % plv,
aproximadamente el 1,6 % p/v, de aproximadamente 20 mM a aproximadamente 1 mM, de aproximadamente 40 mM
a aproximadamente 500 mM, de aproximadamente 50 a 300 mM, de aproximadamente 80 mM a aproximadamente
330 mM, aproximadamente 150 mM, o aproximadamente 270 mM.

El pH de una solucién de acuosa previa a la reaccion puede ser menor que el pH de una mezcla de reaccién de
reticulacion. Si el contenido de sal de la solucién acuosa previa a la reaccion es bajo, el pH puede ser menor para
potenciar la solubilidad del acido hialurénico y el colageno. Si el contenido de sal es mas alto, el pH puede ser mas
alto en la solucion acuosa previa a la reaccion. En algunas realizaciones, el pH de la mezcla acuosa previa a la
reaccion es de aproximadamente 1 a aproximadamente 8, de aproximadamente 3 a aproximadamente 8, de
aproximadamente 4 a aproximadamente 6, de aproximadamente 4,7 a aproximadamente 7,4, o aproximadamente
5,4. Para bajas concentraciones de sal, el pH puede ser de aproximadamente 1 a aproximadamente 4 o de
aproximadamente 1 a aproximadamente 3.

En algunas realizaciones, el pH puede ajustarse a neutro para permitir la gelificacion del colageno o la formacién de
fibras antes de afiadir un agente de acoplamiento.

En algunas realizaciones, el pH puede ajustarse a neutro inmediatamente antes, aproximadamente en el momento,
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o después de afadir un agente de acoplamiento, de modo que la gelificacion de colageno se reduzca o no se
produzca sustancialmente.

Puede usarse cualquier agente de acoplamiento soluble en agua que pueda reticular acido hialurénico a colageno.
Algunos ejemplos no limitantes de un agente de acoplamiento incluyen carbodiimidas tales como N,N'-
diciclohexilcarbodiimida (DCC), N,N'-diisopropilcarbodiimida (DIC), o 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
(EDC). Los agentes de acoplamiento de carbodiimida pueden facilitar la formacion de enlaces éster o amida sin
convertirse en parte del enlace. Sin embargo, pueden usarse otros agentes de acoplamiento que se vuelven parte
del grupo de reticulacién. La concentracion de un agente de acoplamiento puede variar. En algunas realizaciones,
un agente de acoplamiento puede estar presente a de aproximadamente 2 mM a aproximadamente 150 mM, de
aproximadamente 2 mM a aproximadamente 50 mM, de aproximadamente 20 mM a aproximadamente 100 mM, o
aproximadamente 50 mM. En algunas realizaciones, el agente de acoplamiento es EDC que esta presente a una
concentracion de aproximadamente 20 mM a aproximadamente 100 mM, de aproximadamente 2mM a
aproximadamente 50 mM, o aproximadamente 50 mM.

N N
>
N \N
DIC

DCC

EDC

Como resultado de una reacciéon de reticulaciéon, una matriz macromolecular reticulada puede comprender un
componente de reticulacién que reticula o conecta covalentemente el componente de acido hialurénico al
componente de colageno. Un componente de reticulacion comprende una pluralidad de unidades de reticulacién, o
uniones por enlace covalente individuales, entre el componente de acido hialurénico y el componente de colageno.
Al menos una parte de las unidades de reticulacion comprende un enlace éster o un enlace amida. En algunas
realizaciones, al menos una parte de las unidades de reticulaciéon puede ser -CON- o -CO,-, donde N es un
nitrégeno de un resto de aminoacido.

Se puede usar un agente de activacion para aumentar la relacion de enlaces amida respecto a enlaces éster
formados en el producto reticulado. En algunas realizaciones, un agente de activacion puede ser un triazol tal como
hidroxibenzotriazol (HOBT) o 1-hidroxi-7-azabenzotriazol (HOAT); un fenol fluorado tal como pentafluorofenol; una
succinimida tal como N-hidroxisuccinimida (NHS) o N-hidroxisulfosuccinimida (sulfoNHS), y similares.
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La concentracion de un agente de activacion puede variar. En algunas realizaciones, el agente de activacion puede
tener una concentracion de aproximadamente 2 mM a aproximadamente 200 mM, de aproximadamente 2 mM a
aproximadamente 50 mM, de aproximadamente 20 mM a aproximadamente 100 mM, o aproximadamente 50 mM.
En algunas realizaciones, el agente de activacion puede ser NHS o sulfoNHS a una concentracion de
aproximadamente 2 mM a aproximadamente 50 mM. En algunas realizaciones, el agente de activacion puede ser N-
hidroxisulfosuccinimida, sal sédica, a una concentracién de aproximadamente 20 mM a aproximadamente 100 mM, o
aproximadamente 50 Mm.

En algunas realizaciones, una mezcla de reaccion de reticulacion puede comprender un agente de acoplamiento de
carbodiimida y un agente de activacion. En algunas realizaciones, el agente de acoplamiento es EDC y el agente de
activacion es NHS o sulfoNHS. En algunas realizaciones, EDC esta presente a una concentracion de
aproximadamente 2 mM a aproximadamente 50 mM y NHS o sulfoNHS esta presente a de aproximadamente 2 mM
a aproximadamente 50 mM.

En algunas realizaciones, una mezcla de reaccion de reticulacion puede comprender acido hialurénico a una
concentracion de aproximadamente 1,7 mg/ml, colageno a una concentracion de aproximadamente 1,7 mg/ml, acido
2-(N-morfolino)etanosulfénico a una concentracion de aproximadamente 100 mM, cloruro de sodio a una
concentracion de aproximadamente el 09% en peso o aproximadamente 150mM, 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida a una concentracion de aproximadamente 50mM, y sal sédica de N-
hidroxisulfosuccinimida a una concentraciéon de aproximadamente 50 Mm, donde la solucién tiene un pH de
aproximadamente 5,4.

En algunas realizaciones, una mezcla de reaccion de reticulacion puede comprender acido hialurénico a una
concentracion de aproximadamente 6 mg/ml, colageno a una concentracion de aproximadamente 6 mg/ml, acido 2-
(N-morfolino)etanosulfénico a una concentracion de aproximadamente 180 mM, cloruro de sodio a una
concentracion de aproximadamente el 16% en peso o aproximadamente 270mM, 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida a una concentracion de aproximadamente 50mM, y sal sédica de N-
hidroxisulfosuccinimida a una concentraciéon de aproximadamente 50 mM, donde la solucién tiene un pH de
aproximadamente 5,4.
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En algunas realizaciones, una mezcla de reaccion de reticulacion puede comprender acido hialurénico a una
concentracion de aproximadamente 16 mg/ml, colageno a una concentracion de aproximadamente 8 mg/ml, acido 2-
(N-morfolino)etanosulfénico a una concentracion de aproximadamente 100 mM, cloruro de sodio a una
concentracion de aproximadamente el 09% en peso o aproximadamente 150mM, 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida a una concentracion de aproximadamente 50mM, y sal sédica de N-
hidroxisulfosuccinimida a una concentracion de aproximadamente 50 mM, donde la solucién tiene un pH de entre
aproximadamente 4,5y 5,5, por ejemplo aproximadamente 5,2.

En algunas realizaciones, una mezcla de reaccion de reticulacion puede comprender acido hialurénico a una
concentracion de aproximadamente 12 mg/ml, colageno a una concentracion de aproximadamente 12 mg/ml, acido
2-(N-morfolino)etanosulfénico a una concentracion de aproximadamente 100 mM, cloruro de sodio a una
concentracion de aproximadamente el 09% en peso o aproximadamente 150mM, 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida a una concentracion de aproximadamente 50 mM, y sal sédica de N-
hidroxisulfosuccinimida a una concentracién de aproximadamente 50 mM.

En algunas realizaciones, una mezcla de reaccién de reticulacion puede comprender acido hialurénico a una
concentracion de aproximadamente 3 mg/ml, colageno a una concentracion de aproximadamente 3 mg/ml, acido 2-
(N-morfolino)etanosulfénico a una concentracion de aproximadamente 100 mM, cloruro de sodio a una
concentracion de aproximadamente el 09% en peso o aproximadamente 150mM, 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida a una concentracion de aproximadamente 50mM, y sal sédica de N-
hidroxisulfosuccinimida a una concentraciéon de aproximadamente 50 mM, donde la solucién tiene un pH de
aproximadamente 5,4.

En algunas realizaciones, una mezcla de reaccion de reticulacion puede comprender acido hialurénico a una
concentracion de aproximadamente 12 mg/ml, colageno a una concentracion de aproximadamente 6 mg/ml, acido 2-
(N-morfolino)etanosulfénico a una concentracion de aproximadamente 100 mM, cloruro de sodio a una
concentracion de aproximadamente el 09% en peso o aproximadamente 150mM, 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida a una concentracion de aproximadamente 50mM, y sal sédica de N-
hidroxisulfosuccinimida a una concentraciéon de aproximadamente 50 mM, donde la solucién tiene un pH de
aproximadamente 5,4.

En algunas realizaciones, una mezcla de reaccion de reticulacion puede comprender acido hialurénico a una
concentracion de aproximadamente 24 mg/ml, colageno a una concentracién de aproximadamente 12 mg/ml, acido
2-(N-morfolino)etanosulfénico a una concentracion de aproximadamente 100 mM, cloruro de sodio a una
concentracion de aproximadamente el 09% en peso o aproximadamente 150mM, 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida a una concentracion de aproximadamente 50mM, y sal sédica de N-
hidroxisulfosuccinimida a una concentraciéon de aproximadamente 50 mM, donde la solucién tiene un pH de
aproximadamente 5,4.

En algunas realizaciones, una mezcla de reaccion de reticulacion puede comprender acido hialurénico a una
concentracion de aproximadamente 1 mg/ml a aproximadamente 20 mg/ml, colageno a una concentracion de
aproximadamente 1 mg/ml a aproximadamente 15 mg/ml, acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico a una concentracion
de aproximadamente 20mM a aproximadamente 200 mM, cloruro de sodio a una concentracion de
aproximadamente el 0,5% en peso a aproximadamente el 2% en peso o de aproximadamente 80 mM a
aproximadamente 330 mM, 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida a una concentracion de aproximadamente
20 mM a aproximadamente 100 mM, y sal sédica de N-hidroxisulfosuccinimida a una concentracion de
aproximadamente 20 mM a aproximadamente 100 mM, donde la solucién tiene un pH de aproximadamente 4 a
aproximadamente 6.

En lo sucesivo, los ejemplos 1, 2, 4, 5, 11, 12 y 13 no forman parte de la invencién y se proporcionan solo con fines
de informacion.

Ejemplo 1

Método de elaboraciéon de una composicion inyectable

Se produjeron soluciones de acido hialurénico (AH) y colageno disolviendo 15 mg de acido hialurénico 2,0 MDa en 5
ml de solucién de colageno humano (lll) a 3 mg/ml en acido clorhidrico 0,01 N (Fibrogen). La solucién de acido
hialurénico/colageno se liofilizé a continuaciéon a -50°C y 0,02 Torr (2,66 Pa). Las esponjas resultantes se
empaparon en 20 ml de mezcla de etanol:agua en relaciones que variaban de 1:2 a 5:1 con 50 mM de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida y 50 mM de sal sédica de N-hidroxisulfosuccinimida durante 24 horas. Los geles
reticulados se lavaron a continuacion en isopropanol al 70 %/agua al 30 % para su esterilizacién, seguido de cinco
lavados en tampon de fosfato estéril para su purificacion.

Ejemplo 2
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Método de elaboraciéon de una composicion inyectable

Se cre6 una solucion de AH a 3,4 mg/ml disolviendo 34 mg de AH 2 MDa en 10 ml de tampén MES 100 mM con el
0,9 % en peso de NaCl, pH 4,7. Tras la hidratacién y disolucion completas del AH, esta soluciéon se mezclé con 10 ml
de solucion de colageno humano (Ill) de 3,4 mg/ ml en HCI 100 mM. El pH de la solucién resultante de AH/colageno
(I se ajusté a 5,4 con solucion de NaOH 10 mM. Se afiadieron EDC (192 mg) y 217 mg de sulfoNHS (50 mM cada
uno) a la solucién de AH/colageno (lll) y se mezclaron completamente. La reaccion de reticulacion continué durante
18 horas antes de que el gel se obtuviera en forma de particulas haciéndolo pasar a través de una malla de tamafio
de poro de 100 micrémetros.

Ejemplo 3

Método de elaboraciéon de una composicion inyectable

Se concentré colageno (1) de cola de rata en acido clorhidrico 0,01 N (Invitrogen) de 5 mg/ml a 8 mg/ml usando un
dispositivo de filtracion centrifuga con un limite de peso molecular de 20 kDa. Se afadi6 AH (160 mg, 2 MDa) a
10 ml de la solucion de colageno y se dejé hidratar durante 60 minutos. La solucidon se homogeneizé a continuacion
pasando de jeringa a jeringa a través de un conector Luer-Luer. Se afiadieron NaCl (93 mg) y 201 mg de MES a la
solucién y se mezclaron. Se afiadieron EDC (98 mg) y 111 mg de sulfoNHS a la solucion y se mezclaron
rapidamente. Finalmente, se afiadieron 200 yl de NaOH 1 N a la solucién que se mezclé pasando de jeringa a
jeringa. La soluciéon de reaccion se transfirid a un vial de vidrio y se centrifugd durante 5 min a 4000 RPM para
eliminar las burbujas de aire. A continuacion, el gel se obtuvo en forma de particulas haciéndolo pasar a través de
una malla de tamafio de poro de 60 micrometros. Después del dimensionamiento, el gel se esterilizd por didlisis a
través de una membrana de éster de celulosa de limite de peso molecular de 20 kDa contra isopropanol al 70 %/
agua al 30 % durante 3 horas a 4 °C. A continuacion, se continud la didlisis contra tampdn de fosfato estéril durante
48 horas a 4 °C con tres cambios de tampodn. El gel se dispenso en jeringas en condiciones asépticas.

Ejemplo 4

Método de elaboraciéon de una composicion inyectable

Se concentro colageno (l) de cola de rata en acido clorhidrico 0,01 N (Invitrogen) de 5 mg/ml a 12 mg/ml usando un
dispositivo de filtracion centrifuga con un limite de peso molecular de 20 kDa. Se afadi6 AH (120 mg, 2 MDa) a
10 ml de la solucion de colageno y se dejé hidratar durante 60 minutos. La solucidon se homogeneizé a continuacion
pasando de jeringa a jeringa a través de un conector Luer-Luer. Se afiadieron NaCl (93 mg) y 201 mg de MES a la
solucién y se mezclaron. Se afiadieron EDC (98 mg) y 111 mg de sulfoNHS a la solucion y se mezclaron
rapidamente. Finalmente, se afiadieron 200 yl de NaOH 1 N a la solucién que se mezclé pasando de jeringa a
jeringa. La soluciéon de reaccion se transfirid a un vial de vidrio y se centrifugd durante 5 min a 4000 RPM para
eliminar las burbujas de aire. A continuacion, el gel se obtuvo en forma de particulas haciéndolo pasar a través de
una malla de tamafio de poro de 60 micrometros. Después del dimensionamiento, el gel se esterilizé por didlisis a
través de una membrana de éster de celulosa de limite de peso molecular de 20 kDa contra isopropanol al 70 %/
agua al 30 % durante 3 horas a 4 °C. A continuacion, se continud la didlisis contra tampdn de fosfato estéril durante
48 horas a 4 °C con tres cambios de tampodn. El gel se dispenso en jeringas en condiciones asépticas.

Ejemplo 5

Método de elaboraciéon de una composicion inyectable

Se concentro colageno (l) de cola de rata en acido clorhidrico 0,01 N (Invitrogen) de 5 mg/ml a 12 mg/ml usando un
dispositivo de filtracion centrifuga con un limite de peso molecular de 20 kDa. Se afadi6 AH (120 mg, 2 MDa) a
10 ml de la solucion de colageno y se dejé hidratar durante 60 minutos. La solucidon se homogeneizé a continuacion
pasando de jeringa a jeringa a través de un conector Luer-Luer. Se afiadieron NaCl (93 mg), 201 mg de MES y
200 pl de NaOH 1 N a la solucién, se mezclaron y se les dio 45 minutos para la polimerizacion del colageno. A
continuacion, se afadieron EDC (98 mg) y 111 mg de sulfoNHS vy la solucion final se mezclé pasando de jeringa a
jeringa. La solucién de reaccion se transfirid a un vial de vidrio y se centrifugd durante 5 min a 4000 RPM para
eliminar las burbujas de aire. A continuacion, el gel se obtuvo en forma de particulas haciéndolo pasar a través de
una malla de tamafio de poro de 60 micrometros. Después del dimensionamiento, el gel se esterilizé por didlisis a
través de una membrana de éster de celulosa de limite de peso molecular de 20 kDa contra isopropanol al 70 %/
agua al 30 % durante 3 horas a 4 °C. A continuacion, se continud la didlisis contra tampon de fosfato estéril durante
48 horas a 4 °C con tres cambios de tampodn. El gel se dispenso en jeringas en condiciones asépticas.

Ejemplo 6

Caracterizacion reoldgica de las composiciones

Se uso la reologia de placas paralelas oscilatorias para caracterizar las propiedades mecanicas de geles usando un
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Anton Paar MCR 301. Se us6 un diametro de placa de 25 mm a una altura de hueco de 1 mm. Se aplicé un barrido
de frecuencia de 0,1 a 10 Hz a una deformacion fija del 2 % con aumento logaritmico de la frecuencia, seguido de un
barrido de deformacion entre el 0,1 % y el 300 % a una frecuencia fija de 5 Hz con aumento logaritmico de la
deformacién. El moédulo de almacenamiento (G ') y el médulo de pérdida (G ") se determinaron a partir de
mediciones de barrido de frecuencia a 5 Hz.

El gel del ejemplo 4 tenia un médulo de almacenamiento (G') de 556 Pa y un médulo de pérdida (G") de 131 Pa. El
barrido de frecuencia (A) y el barrido de deformaciéon (B) se muestran en la figura 1.

Ejemplo 7
Ensayo de extrusion

Con el fin de determinar la fuerza requerida para extrudir los geles, estos se expulsaban desde jeringas BD de 1 ml a
través de agujas 30G usando un Instron 5564 con software Bluehill 2. EI émbolo se empujé a una velocidad de
100 mm/min durante 11,35 mm y se registré el perfil de extrusion.

El perfil de extrusion a través de una aguja 30G para gel del ejemplo 4 se muestra en la figura 2. El gel tenia una
fuerza de extrusion promedio de 25 N de 4 a 10 mm.

Ejemplo 8

Método de elaboracion de materiales de relleno dérmico

Se disolvié acido hialurénico, con un peso molecular de 2 MDa, en una solucién de colageno humano () en acido
clorhidrico 0,01 N (Advanced BioMatrix). Se afadié cloruro de sodio al 0,9 % en peso y se afiadié acido 2-(N-
morfolino)etanosulfénico a 100 mM a la solucion y se mezclé. El acido hialurénico se dejo hidratar durante 1 hy la
solucién se homogeneizé mediante mezcla de jeringa a jeringa. El pH de la solucion se ajusté a 5,4 mediante adicion
de hidroxido de sodio 1 N. Se afiadieron 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (50 mM) y sal sodica de N-
hidroxisulfosuccinimida (50 mM) a la solucién de acido hialuronico/colageno y se mezclaron rapidamente mediante
transferencia de jeringa a jeringa. La soluciéon se transfiri6 a un vial de vidrio y se centrifugd durante 5 min a
4000 RPM para eliminar las burbujas de aire. El gel resultante se dejo reaccionar durante 16 horas a 4 °C. A
continuacion, el gel se obtuvo en forma de particulas haciéndolo pasar a través de una malla de tamafio de poro de
100 micrometros. Después del dimensionamiento, el gel se esterilizé por dialisis a través de una membrana de éster
de celulosa de limite de peso molecular de 20 kDa contra isopropanol al 70 %/ agua al 30 % durante 3 horas a 4 °C.
A continuacién, se continué la didlisis contra tampoén de fosfato estéril, pH 7,4, durante 48 horas a 4 °C con cuatro
cambios de tampdn. El gel se dispenso en jeringas en condiciones asépticas.

Este procedimiento se usé para producir hidrogeles con concentraciones variables de acido hialurénico y colageno.
Cuando se requirio, el colageno humano (I) en acido clorhidrico 0,01 N se concentré desde 3 mg/ml hasta la
concentracion de reaccion deseada en dispositivos de filtracion centrifuga con limite de peso molecular de 20 kDa.
Se sintetizd una muestra de 50 ml de cada gel, se esterilizé6 mediante exposicion a isopropanol al 70 % y se purifico
por dialisis contra a tampon de fosfato, pH 7,4. Los geles sintetizados se describen en la tabla 2 junto con sus
propiedades reoldgicas.

Tabla 2: concentraciones de sintesis de hidrogel de acido hialurénico-colageno humano (I) y propiedades reoldgicas.

ID de la muestra [AH] (mg/ml) [Col(l)] (mg/ml) G' (Pa) G" (Pa)
A* 3 3 199 24,6

B 12 6 1260 154

C 16 8 2450 288

D* 12 12 3160 420

E 24 12 5440 433

F* 12 3 1110 52,2

G* 16 3 1490 60,6

H* 20 3 1770 49,5
*Estos ejemplos no forman parte de la invencién y se proporcionan solo con fines de informacion.

Ejemplo 9

Concentracién de biopolimero de los materiales de relleno dérmico

Con el fin de determinar la concentracion de biopolimero en geles, el peso del gel hidratado se comparé con el del
gel seco. Se peso6 una muestra de 2 ml de gel y se secd por congelacion instantanea en nitrégeno liquido, seguida
de liofilizaciéon a -50 °C y 0,02 Torr (2,66 Pa). Una solucion del tampén apropiado también se pesod y se seco de la
misma manera para tener en cuenta el contenido de sal del gel. El contenido total de sdélidos del gel se calculd

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2672318 T3

dividiendo el peso seco por el volumen humedo, suponiendo una densidad de 1 g/ml para el gel himedo, para dar
un valor en mg/ml. El contenido de sdlidos de sal se restd, a continuacion, de este valor para determinar la
concentracion de biopolimero en el gel.

Tabla 3: concentraciones finales de hidrogeles de acido hialurénico-colageno humano (1).

ID de la muestra [AH](mg/ml) [Col()] (mg/ml) Concentracion final (mg/ml)

A* 3 3 5,3

B 12 6 16,3

C 16 8 19,4

D* 12 12 22,6

E 24 12 31,6

*Estos ejemplos no forman parte de la invencién y se proporcionan solo con fines de informacion.

Ejemplo 10

Relaciones de hinchamiento

Se determinaron las relaciones de hinchamiento respecto al contenido inicial de agua para los geles mediante el
aumento de peso cuando se equilibraron con tampon de fosfato. Para cada gel, se inyectd aproximadamente 1 ml en
un tubo Falcon de 15 ml y se pesd, seguido de la adicién de 10 ml de solucion salina tamponada con fosfato, pH 7,4.
Los geles se mezclaron minuciosamente con el tampoén y se agitaron con formacion de vortice durante 30 segundos.
Los geles se dejaron equilibrar en el tampdn durante 48 horas a 4 °C. Después de este tiempo, las suspensiones se
centrifugaron a 4000 RPM en un rotor de cubeta oscilante durante 5 minutos. El tampén sobrenadante se decanté a
continuacién y se midié el peso del gel hinchado. La relacion de hinchamiento se determiné dividiendo el peso final
del gel hinchado por el peso del gel inicial.

Tabla 4: relaciones de hinchamiento de hidrogeles de acido hialurénico-colageno humano (1).

ID de la muestra [AH] (mg/ml) [Col()] (mg/ml) Relacion de hinchamiento

A* 3 3 0,96

B 12 6 1,67

C 16 8 1,69

D* 12 12 1,49

E 24 12 1,65

*Estos ejemplos no forman parte de la invencién y se proporcionan solo con fines de informacion.

Ejemplo 11

AH/Colageno para defectos faciales de la mejilla

Este ejemplo ilustra el uso de composiciones y métodos desvelados en el presente documento para un trastorno
facial.

Una mujer de 58 afios se presentd con una cara delgada. Sentia que su rostro tenia un aspecto viejo, triste y
amargado debido a la menor plenitud del contorno de sus mejillas. La evaluacion preoperatoria de la persona incluye
historial y examen fisico rutinarios, ademas del consentimiento informado completo que desvela todos los riesgos y
beneficios relevantes del procedimiento. El médico que evalla a la individua determina que ella es candidata para la
administracion de las composiciones y métodos de material de relleno dérmico desvelados en el presente
documento.

Una composicion de la invencion, tal como se describe en el EJEMPLO 4, se proporciona en una jeringa de 20 ml.
Se usan canulas de infiltracién romas de un orificio (3 mm de diametro interno) para colocar aproximadamente 15 ml
de la composicion en la jeringa por via subcutanea y bajo el sistema musculo aponeurético superficial en las mejillas
izquierda y derecha.

Se hace un seguimiento a la persona durante aproximadamente 7 dias. El médico evallda la zona de tratamiento y
determina que el tratamiento tuvo éxito. Las mejillas de la mujer estan mas rellenas que antes del tratamiento. Tanto
la mujer como su médico estan satisfechos con los resultados del procedimiento porque parece mas joven que
cuando vino para recibir tratamiento.

Ejemplo 12
Tratamiento de defectos faciales de los parpados

Este ejemplo ilustra el uso de composiciones y métodos desvelados en el presente documento para un tratamiento
de defectos del parpado.
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Una mujer de 37 afios se presentd con arrugas finas alrededor de los ojos y declara que sus ojos le hacian parecer
vieja y enfadada. La evaluacion preoperatoria de la persona incluye historial y examen fisico rutinarios, ademas del
consentimiento informado completo que revela todos los riesgos y beneficios relevantes del procedimiento. El
médico que evalla a la individua determina que ella es candidata para la administracion de las composiciones y
métodos de material de relleno dérmico desvelados en el presente documento.

Una composicion, elaborada tal como se describe en el ejemplo 5, se proporciona en una jeringa de 20 ml. Se
inyectan aproximadamente 2,5 ml de la composicién con una aguja fina por via subcutanea en la piel debajo de las
arrugas en las regiones adyacentes a los ojos.

Se hace un seguimiento a la persona durante aproximadamente 7 dias. EI médico evalua el ojo de la paciente y
determina que el tratamiento tuvo éxito. Tanto la mujer como su médico estan satisfechos con los resultados del
procedimiento porque sus ojos parecen renovados y la piel parece rejuvenecida. Aproximadamente un afio después
del procedimiento, la mujer indica que su calidad de vida ha mejorado.

Ejemplo 13

Tratamiento de cicatrices por acné

Este ejemplo ilustra el uso de composiciones y métodos desvelados en el presente documento para el tratamiento
de cicatrices por acné.

Un hombre de 25 afios presenta cicatrices por acné moderadas en la linea de la mandibula, incluyendo depresiones
y picaduras. Declara que no esta satisfecho con su aspecto y siente que esta socialmente inhibido debido a su
percepcion de su aspecto. La evaluacion preoperatoria de la persona incluye historial y examen fisico rutinarios,
ademas del consentimiento informado completo que revela todos los riesgos y beneficios relevantes del
procedimiento. EI médico que evalla al individuo determina que él es candidato para la administracion de las
composiciones y métodos de material de relleno dérmico desvelados en el presente documento.

Una composicion, tal como la elaborada como se describe en el ejemplo 12, se proporciona en jeringas de 10 ml. El
médico inyecta una pequefia cantidad de la composicién debajo de la piel en cada zona deprimida o picada de la
linea de la mandibula del paciente para elevar la zona para que coincida con la piel circundante.

El individuo regresa para una visita de seguimiento con el médico en 14 dias. El facultativo evalla al paciente y
determina que el tratamiento tuvo éxito. EI hombre declara que esta satisfecho con los resultados del método porque
su piel tiene aspecto mas liso y la cicatrizacion por acné es sustancialmente menos visible. Aproximadamente seis
meses después del método, el hombre vuelve para un tratamiento de seguimiento. Declara al médico que su calidad
de vida ha mejorado mucho desde el método y su aspecto ya no le genera timidez.

A menos que se indique lo contrario, todos los numeros que expresan cantidades de ingredientes, propiedades tales
como el peso molecular, las condiciones de reacciéon y demas utilizados en la memoria descriptiva y en las
reivindicaciones deben entenderse como modificados en todos los casos por el término "aproximadamente". En
consecuencia, a menos que se indique lo contrario, los parametros numeéricos expuestos en la memoria descriptiva y
las reivindicaciones adjuntas son aproximaciones que pueden variar dependiendo de las propiedades deseadas que
se pretende obtener. Como minimo, y no como un intento de limitar la aplicacion de la doctrina de los equivalentes al
alcance de las reivindicaciones, cada parametro numérico deberia al menos interpretarse a la luz del numero de
digitos significativos indicados y aplicando técnicas de redondeo habituales.

Los términos "un", "una", "el/la" y otros referentes similares utilizados en el contexto de la descripcion de la invencion
(especialmente en el contexto de las siguientes reivindicaciones) han de interpretarse como que incluyen tanto el
singular como el plural, a menos que se indique lo contrario en el presente documento o se contradiga claramente
por el contexto. Todos los métodos descritos en el presente documento pueden realizarse en cualquier orden
adecuado a menos que se indique lo contrario en el presente documento o que de otro modo se contradiga
claramente por el contexto. El uso de cualquiera y todos los ejemplos, o un lenguaje ejemplar (por ejemplo, "tal
comao") proporcionado en el presente documento se limita a ilustrar mejor la invencion y no plantea una limitacion en
el alcance de ninguna reivindicacion. Ningun lenguaje en la memoria descriptiva ha de interpretarse como que indica
cualquier elemento no reivindicado esencial para la practica de la invencion.

Los agrupamientos de elementos o realizaciones alternativos desvelados en el presente documento no han de
interpretarse como limitaciones. Cada miembro de un grupo se puede referir a y reivindicar individualmente o en
cualquier combinacién con otros miembros del grupo u otros elementos encontradas en el presente documento. Se
prevé que uno o mas miembros de un grupo se pueda incluir en, o eliminar de, un grupo por razones de
conveniencia y/o patentabilidad. Cuando se da cualquier inclusion o eliminaciéon de este tipo, se considera que la
memoria descriptiva debe contener el grupo como modificado para cumplir con la descripcidon escrita en todos los
grupos Markush usados en las reivindicaciones adjuntas.
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En el presente documento se describen determinadas realizaciones, incluyendo el mejor modo conocido por los
inventores para realizar la invencién. Por supuesto, variaciones en estas realizaciones se haran evidentes para los
expertos en la materia tras la lectura de la descripcion anterior. El inventor espera que los expertos en la materia
empleen variaciones segun sea apropiado, y los inventores pretenden que la invencién se ponga en practica de
forma diferente a la especificamente descrita en el presente documento. En consecuencia, las reivindicaciones
incluyen todas las modificaciones y equivalentes de la materia objeto expuesta en las reivindicaciones segun lo
permitido por la ley aplicable. Ademas, cualquier combinacion de los elementos descritos anteriormente en todas sus
posibles variaciones esta contemplada a menos que se indique lo contrario en el presente documento o de otro
modo se contradiga claramente por el contexto.

En resumen, se ha de entender que las realizaciones desveladas en el presente documento son ilustrativas de los
principios de las reivindicaciones. Otras modificaciones que puedan emplearse estan en el ambito de las
reivindicaciones. Por tanto, a modo de ejemplo, pero no de limitacion, pueden utilizarse realizaciones alternativas de
acuerdo con los contenidos del presente documento. En consecuencia, las reivindicaciones no se limitan a las
realizaciones precisamente como se muestran y se describen.
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REIVINDICACIONES
Un producto estético de tejido blando que comprende:

un material de relleno que comprende un hidrogel que tiene una forma adecuada para la inyeccion en tejido
de mamifero; y

una etiqueta que comprende instrucciones para inyectar el material de relleno en el tejido;

en el que el hidrogel comprende agua, y una matriz macromolecular reticulada, que comprende:

un componente de acido hialurénico; y
un componente de colageno;

en el que el componente de acido hialurénico se reticula al componente de colageno mediante un
componente de reticulacion;

en el que el componente de reticulacién comprende una pluralidad de unidades de reticulacién, en el que al
menos una parte de las unidades de reticulacion comprende un enlace éster o un enlace amida, y

en el que la relacion en peso del componente de acido hialurénico respecto al componente de colageno en
la matriz macromolecular reticulada es 2.

El producto de la reivindicacion 1, en el que el componente de colageno comprende colageno de tipo | o
colageno de tipo lll.

El producto de la reivindicacion 1, en el que el hidrogel esta en forma de un material de relleno dérmico.
El producto de la reivindicacion 1, en el que el hidrogel esta en forma de un material de relleno de labios.
Un método de mejora de una cualidad estética del tejido blando de un ser humano que comprende:

inyectar una composicion de hidrogel en un tejido blando del ser humano para mejorar de este modo la
cualidad estética del tejido blando;

en el que la composicion de hidrogel comprende agua, y una matriz macromolecular reticulada, que
comprende:

un componente de acido hialurénico; y
un componente de colageno;

en el que el componente de acido hialurénico se reticula al componente de colageno mediante un
componente de reticulacion; y

en el que el componente de reticulacién comprende una pluralidad de unidades de reticulacién, en el que al
menos una parte de las unidades de reticulacion comprende un enlace éster o un enlace amida, y

en el que la relacion en peso del componente de acido hialurénico respecto al componente de colageno en
la matriz macromolecular reticulada es 2.

El método de la reivindicacion 5, en el que el componente de colageno comprende colageno de tipo | o
colageno de tipo lll.

El método de la reivindicacion 5, en el que el hidrogel esta en forma de un material de relleno dérmico o un
material de relleno de labios.

Un material de relleno dérmico, que comprende:

un hidrogel que tiene una forma adecuada para la inyeccion en tejido de mamifero;
en el que el hidrogel comprende agua, y una matriz macromolecular reticulada que comprende:

un componente de acido hialurénico; y
un componente de colageno;

en el que el componente de acido hialurénico se reticula al componente de colageno mediante un
componente de reticulacion;

en el que el componente de reticulacién comprende una pluralidad de unidades de reticulacién, en el que al
menos una parte de las unidades de reticulacion comprende un enlace éster o un enlace amida, y

en el que la relacion en peso del componente de acido hialurénico respecto al componente de colageno en
la matriz macromolecular reticulada es 2.

El material de relleno dérmico de la reivindicacion 8, en el que el componente de colageno comprende
colageno de tipo | o colageno de tipo lll.
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