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DESCRIPCION
Rellenos de tejidos blandos de polisacarido con persistencia mejorada
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a rellenos de tejidos blandos de polisacarido que comprenden heparosano, y a
procesos para su preparacion. El alcance de la invencion esta definido por las reivindicaciones. Cualquier referencia
en la descripcidon a los métodos de tratamiento se refiere a los compuestos, las composiciones farmacéuticas y los
medicamentos de la presente invencion para su uso en un método para el tratamiento del cuerpo humano (o animal)
mediante terapia.

Antecedentes de la invencion

La sustitucion o el relleno de un tejido bioldgico o el aumento del volumen del tejido pueden ser necesarios o deseables
en muchas aplicaciones terapéuticas y cosméticas. Una forma de lograr esto es la introduccion de productos
viscoelasticos basados en materiales permanentes o biodegradables en el tejido bioldgico.

Con respecto a las aplicaciones terapéuticas, los productos viscoelasticos pueden usarse para aumentar el volumen
de ciertos tejidos, por ejemplo del esfinter, la uretra o las cuerdas vocales. En el caso de aplicaciones cosméticas, las
aplicaciones potenciales incluyen el relleno de arrugas, enmascaramiento de cicatrices o aumento del volumen de los
labios. La inyeccion de productos viscoelasticos es un método simple no invasivo con menos riesgos que la cirugia
estética.

El uso de productos viscoelasticos basados en materiales permanentes ofrece la ventaja de un largo tiempo de
residencia en el tejido, pero tiene grandes inconvenientes. Por ejemplo, la inyeccion de silicona se asocia con efectos
indeseables a largo plazo, caracterizados por la aparicion de nédulos y Ulceras en la piel. Ademas, la inyeccion de
particulas en disolucién o en una matriz de biopolimero conlleva el riesgo de reacciones inflamatorias indeseables, y
la migracion de fragmentos sintéticos puede incluso conducir a la aparicién de granulomas.

Por lo tanto, los productos viscoelasticos basados en biopolimeros biodegradables reticulados en forma de geles se
utilizan cada vez mas en tratamientos terapéuticos y en el campo dermocosmeético. Los polimeros biodegradables
utilizados en estos geles son tipicamente polimeros naturales que se pueden reabsorber con el tiempo en el tejido
donde se han inyectado. La gran mayoria de los productos de geles comerciales, en particular los rellenos dérmicos,
emplean acido hialurénico reticulado (HA) como polimero biodegradable preferido. Se pueden usar diferentes agentes
de reticulacion, tales como DVS (divinilsulfona), DEO (diepoxioctano) y BDDE (1,4-butanodiol diglicidiléter).

Los geles biodegradables de biopolimeros se clasifican comunmente en dos tipos diferentes, los geles "de una fase"
(o "monofasicos") y los geles "de dos fases" (o "bifasicos"). Los geles bifasicos comprenden un material que consiste
en uno o mas biopolimeros reticulados (por ejemplo, hialuronato de sodio) dispersos dentro de una fase fluida o en
una disolucién basada en biopolimero no reticulado (véase, por ejemplo, el documento EP 0 466 300 B1). El material
de biopolimero reticulado se degrada lentamente mediante degradacion superficial, mientras que el biopolimero no
reticulado (por ejemplo, hialuronato de sodio) se degrada muy rapidamente. Como resultado, cuando se desea un
aumento del volumen de tejido, se necesitan numerosos tratamientos posteriores después de la primera inyeccion, lo
que reduce la calidad de vida del usuario. Los ejemplos de geles biodegradables, bifasicos y comercialmente
disponibles incluyen, entre otros, los rellenos dérmicos Hylaform®, Restylane® y Perlane®.

Los geles monofasicos también se basan en uno o mas biopolimeros biodegradables reticulados (por ejemplo,
hialuronato de sodio), pero comprenden solo una fase, lo que significa que es un gel sin particulas visibles. En vista
de la naturaleza reticulada, estos geles sufren una lenta degradacion superficial. Tales geles viscoelasticos
monofasicos se han descrito, por ejemplo, en los documentos WO 2008/068297 A1, US 8.450.475 B2, US 8.455.465
B2, US 7.741.476 B2 y US 8.052.990 B2. Los geles de HA monofasicos comerciales incluyen, entre otros, Juvéderm®,
Teosyal®, Glytone® y los geles de HA monofasicos, doblemente reticulados (polidensificados) comercializados bajo
las marcas Belotero®, Esthelis®, Fortélis® Extra y Modélis® Shape.

Se cree que una persistencia mejorada de los rellenos, es decir, un mayor tiempo de residencia en el cuerpo humano,
es beneficiosa debido a la reduccién esperada del numero y la frecuencia de los tratamientos requeridos para obtener
un resultado satisfactorio. La reticulacion mejora significativamente la persistencia. Sin embargo, la inyecciéon de un
polimero altamente reticulado es mas dificil, lo cual es una caracteristica indeseable. Ademas, tras la inyeccion del
gel, los sitios sin reticular del polimero se vuelven mas propensos a ataques bioquimicos y enzimaticos, lo que
promueve la degradacion del gel.

Por lo tanto, se han realizado intentos adicionales para aumentar ain mas la persistencia de los rellenos basados en
biopolimeros. Por ejemplo, se propuso incorporar particulas hechas de HA reticulado o acido (met)acrilico en una
matriz de polimero de HA reticulada (véanse, por ejemplo, los documentos WO 00/01428 A1y US 2010/0028435 A1).
Sin embargo, este enfoque esta asociado con el riesgo de reacciones inflamatorias indeseables e incluso granulomas.
Ademas, el documento WO 2013/149161 A1 describe la produccién de heparosano de alto peso molecular, un
polimero similar al HA pero mas resistente a la degradacion, y propone su uso como composicion de biomaterial para,
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entre otros, el aumento de tejido.
Objetivo de la invencion

En vista de lo anterior, el objetivo de la presente invencién es proporcionar un relleno de tejidos blandos que tenga
una larga persistencia, sea facilmente inyectable y tenga una fuerte capacidad de crear un aumento del volumen de
tejido.

Sumario de la invenciéon

El objetivo anterior se resuelve mediante la provisién de composiciones inyectables de relleno de tejidos blandos en
forma de un gel reticulado, como se define en las reivindicaciones, y que comprende heparosano y acido hialurénico
(HA), o una de sus sales. Estos nuevos tipos de rellenos de tejidos blandos tienen un largo tiempo de residencia en el
cuerpo humano (es decir, una larga persistencia), se pueden inyectar faciimente a través de una aguja y tienen una
excelente capacidad para crear volumen.

En un primer aspecto, la presente invencion proporciona una primera composicion inyectable de relleno de tejidos
blandos en forma de gel, que comprende heparosano y acido hialurénico (HA), o una de sus sales, reticulada con un
agente de reticulacion, preferiblemente 1,4-butanodiol diglicidil éter (BDDE), para formar una matriz de HA-heparosano
reticulada. Preferiblemente, esta primera composicion en forma de gel se prepara reticulando una mezcla de
heparosano, o una de sus sales, y HA, o una de sus sales, usando BDDE como agente de reticulacion para formar
una matriz de HA-heparosano reticulada compuesta de polimeros de heparosano y HA que estan reticulados de
manera intermolecular (es decir, entre moléculas de HA, moléculas de heparosano o moléculas de HA y heparosano)
o intramolecular mediante BDDE.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una segunda composicion inyectable de relleno de tejidos blandos
en forma de gel, que comprende una mezcla de (i) un gel preformado de acido hialurénico reticulado con BDDE (HA),
o una de sus sales, y (ii) un gel preformado de heparosano reticulado con BDDE, o una de sus sales.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona una tercera composicion inyectable de relleno de tejidos
blandos en forma de gel, que comprende una matriz de acido hialurénico (HA)-heparosano doblemente reticulada
preparada (a) reticulando con BDDE el heparosano, o una de sus sales, para formar un gel de heparosano reticulado,
mezclando HA, o una de sus sales, con el gel de heparosano reticulado, y reticulando con BDDE el HA, o una de sus
sales, y el gel de heparosano reticulado para obtener dicha matriz de HA-heparosano doblemente reticulada, o (b)
reticulando con BDDE el HA, o una de sus sales, para formar un gel de HA reticulado, mezclando heparosano, o una
de sus sales, con el gel de HA reticulado, y reticulando con BDDE el heparosano, o una de sus sales, y el gel de HA
reticulado para obtener dicha matriz de HA-heparosano doblemente reticulada.

En otro aspecto adicional, la presente invencion proporciona una cuarta composicion inyectable de relleno de tejidos
blandos en forma de gel, que comprende una matriz de acido hialurénico (HA)-heparosano triplemente reticulada
preparada reticulando con BDDE el heparosano, o una de sus sales, para formar un gel de heparosano reticulado,
reticulando con BDDE el HA, o una de sus sales, para formar un gel de HA reticulado, mezclando el gel de heparosano
reticulado con el gel de HA reticulado y reticulando con BDDE la mezcla del gel de heparosano reticulado y el gel de
HA reticulado para obtener dicha matriz de HA-heparosano triplemente reticulada.

En otro aspecto mas, se proporciona un kit que comprende una jeringa que contiene un relleno inyectable de tejidos
blandos de la presente invencion.

En otro aspecto adicional, la presente invencién proporciona procesos para la preparacion de las composiciones
inyectables de relleno de tejidos blandos primera a cuarta de la presente invencion. En particular, se proporcionan:

(i) un proceso para la preparacion de la primera composicion inyectable de relleno de tejidos blandos de la
presente invencién, que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una mezcla acuosa que comprende acido hialurénico (HA), heparosano y un agente
de reticulacion, preferiblemente 1,4-butanodiol diglicidil éter (BDDE), y

(b) reticular la mezcla de (a), preferiblemente usando BDDE como agente reticulador, para obtener
una matriz de HA-heparosano reticulada, y

(ii) un proceso para la preparacion de la segunda composicion inyectable de relleno de tejidos blandos de
la presente invencion, que comprende las etapas de:

(i) proporcionar una mezcla acuosa que comprende acido hialurénico (HA), o una de sus sales, y
1,4-butanodiol diglicidil éter (BDDE),

(ii) reticular la mezcla de (i) usando BDDE como agente reticulador para obtener un gel de HA
reticulado,
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proporcionar una mezcla acuosa que comprende heparosano, o una de sus sales, y 1,4-
butanodiol diglicidil éter (BDDE),

reticular la mezcla de (i) usando BDDE como agente reticulador para obtener un gel de
heparosano reticulado, y

mezclar el gel de HA reticulado de la etapa (ii) y el gel de heparosano reticulado de la etapa (iv);
o}

(iii)  un proceso para la preparacién de la tercera composicion inyectable de relleno de tejidos blandos de la
presente invencién, que comprende las etapas de:

(@)

(b')

(c)
(d)

proporcionar una mezcla acuosa que comprende heparosano, o una de sus sales, y 1,4-
butanodiol diglicidil éter (BDDE),

reticular la mezcla de (a') usando BDDE como agente reticulador para obtener un gel de
heparosano reticulado,

mezclar HA, o una de sus sales, y, opcionalmente, BDDE con el gel de heparosano reticulado, y

reticular la mezcla de (c') usando BDDE como agente reticulador para obtener una matriz de HA-
heparosano doblemente reticulada,

0 que comprende las siguientes etapas:

(@)

(b")

(c")
(d")

proporcionar una mezcla acuosa que comprende HA, o una de sus sales, y 1,4-butanodiol
diglicidil éter (BDDE),

reticular la mezcla de (a") usando BDDE como agente reticulador para obtener un gel de HA
reticulado,

mezclar heparosano, o una de sus sales, y, opcionalmente, BDDE con el gel de HA reticulado, y

reticular la mezcla de (c") usando BDDE como agente reticulador para obtener una matriz de HA-
heparosano doblemente reticulada; o

(iv)  un proceso para la preparacion de la cuarta composicion inyectable de relleno de tejidos blandos de la
presente invencién, que comprende las etapas de:

(1)

()

@)

(4)

®)

(6)

proporcionar una mezcla acuosa que comprende HA, o una de sus sales, y 1,4 butanodiol
diglicidil éter (BDDE),

reticular la mezcla de (1) usando BDDE como agente reticulador para obtener un gel de HA
reticulado,

proporcionar una mezcla acuosa que comprende heparosano, o una de sus sales, y 1,4
butanodiol diglicidil éter (BDDE),

reticular la mezcla de (3) usando BDDE como agente reticulador para obtener un gel de
heparosano reticulado,

mezclar el gel de HA reticulado de (2) y el gel de heparosano reticulado de (4) y, opcionalmente,
BDDE y

reticular la mezcla de (5) usando BDDE como agente reticulador para obtener una matriz de HA-
heparosano triplemente reticulada.

Todavia en otro aspecto, la presente invencion se refiere al uso de las composiciones inyectables de relleno de tejidos
blandos de la presente invencién, o del kit de la presente invencion, para sustituir o rellenar un tejido biolégico o
aumentar el volumen de dicho tejido biolégico. De manera particularmente ventajosa, las composiciones de relleno se
usan en el campo dermocosmeético para reducir arrugas o lineas de la piel.

Las realizaciones preferidas de la presente invencion se exponen en las reivindicaciones dependientes adjuntas.

Descripcion detallada de la invencién

Los inventores de la presente invencion han descubierto inesperadamente que la reticulacién de un polisacarido, como
el acido hialurénico (HA), con heparosano da como resultado un gel que exhibe un tiempo de residencia prolongado
en el cuerpo, mientras que al mismo tiempo exhibe propiedades favorables para su uso como un relleno de tejidos
blandos, por ejemplo, en aplicaciones dermocosmeéticas.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2743 196 T3

Heparosano (HEP) es un biopolimero que pertenece a la familia de polisacaridos de glicosaminoglicanos (GAG). En
humanos, es un producto intermedio en la biosintesis de heparina y sulfato de heparina. La estructura del heparosano
es muy similar a la del hialuronano (HA), ya que tiene los mismos componentes de monosacaridos que el hialuronano
y difiere del HA solo en que el enlace glucosidico 3-(1,3) entre el acido glucuronico (GIcUA) y la N-acetilglucosamina
(GIcNAc) en HA se reemplaza por un enlace glucosidico B-(1,4) en HEP, y porque el enlace glucosidico 3-(1,4) entre
la N-acetilglucosamina (GIcNAc) y el acido glucurénico (GIcUA) en HA se reemplaza por un enlace glucosidico a-(1,4)
en HEP:

GICUA-B-(1-4)-[GIcNAC-a-(1-4)-GlIcUA-B-(1-4)]-GIcNAc ~ HEP
GICUA-B-(1-3)-[GIcNAC-B-(1-4)-GICUA-B-(1-3)]-GIcNAc  HA

Una caracteristica clave del heparosano es su excelente biocompatibilidad. EI heparano tiene una gran cantidad de
cargas negativas y grupos hidroxilo y, por lo tanto, es altamente hidréfilo, lo que aumenta la compatibilidad con los
tejidos. Ademas, debido al hecho de que los polimeros de heparosano, incluso después de la modificacion, todavia
comprenden tramos que se dan en los polimeros de sulfato de heparano y heparina naturales, el heparosano no es
inmunogénico (por ejemplo, no induce anticuerpos). Ademas, debido a la similitud estructural entre el heparosano y el
hialuronano, se pueden realizar las mismas modificaciones quimicas, incluida la reticulacién, como la conocida para
el hialuronano en los grupos funcionales.

Ademas, no se producen enzimas hidroliticas extracelulares en humanos que degraden especificamente el
heparosano, lo que resulta en una persistencia prolongada en el cuerpo en comparacion con el acido hialurénico.
Ademas, no se produce acumulacion de productos de degradacion potencialmente dafiinos. El término "persistencia”,
como se usa en la presente memoria, se refiere a la capacidad del relleno de tejidos blandos de resistir la degradacion
in vivo durante un periodo prolongado de tiempo. Por lo tanto, el término persistencia se usa como sinénimo de "tiempo
de residencia (en el cuerpo)" o "tiempo de vida".

El relleno inyectable de tejidos blandos de la presente invencién proporciona una serie de ventajas sobre los rellenos
conocidos, que incluyen una excelente biocompatibilidad, persistencia mejorada, baja fuerza de extrusion (facilidad de
inyectabilidad), alta retencion de humedad, ausencia de inmunogenicidad y absorcién segura por parte del cuerpo,
mientras se mantienen las propiedades mecanicas y reoldgicas deseables para el uso como relleno de tejidos blandos.

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a una primera composicion inyectable de relleno de tejidos
blandos en forma de gel, que comprende heparosano y acido hialurénico (HA), o una de sus sales, reticulada con 1,4-
butanodiol diglicidil éter (BDDE), para formar una matriz de HA-heparosano reticulada.

El término "composicion de relleno de tejidos blandos”, como se usa en la presente memoria, pretende significar una
composicién que se usa o es adecuada para el uso como un relleno de tejidos blandos. Un "relleno de tejidos blandos”,
en el sentido de la presente invencién, se refiere a un material disefiado para afadir volumen a areas de deficiencia
de tejidos blandos. El término "tejido blando" generalmente se refiere a tejidos que conectan, sostienen o rodean otras
estructuras y 6rganos del cuerpo. En la presente invencion, el tejido blando incluye, por ejemplo, musculos, tendones
(bandas de fibra que conectan los musculos con los huesos), tejidos fibrosos, grasa, vasos sanguineos, nervios y
tejidos sinoviales (tejidos alrededor de las articulaciones). En el contexto de la presente invencion, el relleno de tejidos
blandos es preferiblemente un relleno dérmico. Las aplicaciones de rellenos de tejidos blandos incluyen, entre otras,
las aplicaciones dermocosmeéticas, como afiadir volumen a los labios, aumentar las mejillas, tratar las lineas o arrugas
de la piel, o aplicaciones terapéuticas, como aumentar el volumen de otros tejidos que lo necesitan, como el esfinter,
la uretra o las cuerdas vocales.

Segun la presente invencion, la composicion inyectable de relleno de tejidos blandos es un gel. El término "gel", como
se usa en la presente memoria, generalmente se refiere a un material que tiene una fluidez a temperatura ambiente
entre la de un liquido y un sélido. Ademas, el término "gel" pretende significar un material capaz de absorber agua (es
decir, un "hidrogel"), tipicamente en una cantidad de al menos un 90% en peso basado en el peso total del gel (sin el
peso de particulas opcionalmente presentes (es decir, particulas de hidroxiapatita de calcio)). En la presente invencion,
la composicion inyectable de relleno de tejidos blandos generalmente comprende un fluido portador fisiolégicamente
aceptable, preferiblemente un tampdn isoténico apirégeno, mas preferiblemente una solucion salina fisiologica.

De acuerdo con la presente invencion, los polisacaridos se usan para formar una "matriz". Como se usa en la presente
memoria, el término "matriz" pretende significar una red de polisacaridos, ya sea reticulados o no reticulados, en forma
de una disolucion o gel. Como se usa en la presente memoria, el término "acido hialurénico” o "HA" significa acido
hialurénico, hialuronato y cualquier sal de hialuronato tal como hialuronato de sodio. Del mismo modo, el término
"heparosano", como se usa en la presente memoria, incluye cualquier sal del mismo.

Ademas, la composicion de relleno de tejidos blandos de la presente invencion es "inyectable". Esto significa que la
composicion de relleno de tejidos blandos es adecuada para la inyeccion en la piel u otro tejido con el fin de llevar la
composicion de relleno de tejidos blandos al sitio objetivo deseado. Una composicion "inyectable”, en el sentido de la
presente invencion, se puede dispensar desde jeringas en condiciones normales a presion normal.

En general, los rellenos de tejidos blandos de la presente invencion, a menos que se indique lo contrario, no se limitan
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a un tipo particular de gel e incluyen geles inyectables monofasicos y bifasicos, geles inyectables que comprenden
una matriz reticulada con particulas de biopolimero integradas o covalentemente co-reticuladas o con otras particulas
dispersas en los mismos, geles polidensificados o doblemente reticulados (es decir, geles caracterizados por una
variacion del grado de reticulacion dentro del gel), geles triplemente reticulados y geles no reticulados. El relleno de
tejidos blandos de la presente invencion puede ser un gel monofasico hecho analogamente al gel de HA descrito en
el documento US 2010/0316683 A1.

Ademas, el relleno de tejidos blandos de la presente invencion puede prepararse de acuerdo con el método descrito
en el documento WO 2013/185934 A1. La fabricacion de geles polidensificados (es decir, geles doblemente
reticulados) se describe, por ejemplo, en el documento EP 1 711 552 B1.

En el caso de geles reticulados, el relleno de tejidos blandos de la presente invencion es preferiblemente un gel
inyectable que tiene simultaneamente las caracteristicas de ser monofasico, cohesivo y de larga duracion. El término
"cohesivo", como se usa en la presente memoria, significa una tendencia del gel a reagruparse y no extenderse o
disgregarse. El caracter cohesivo del gel contribuye asi a obtener una alta compatibilidad y una larga persistencia en
el tejido blando.

La presente invencion se refiere ademas a una segunda, tercera y cuarta composicion de relleno de tejidos blandos
en forma de gel, que se describen a continuacion. No hace falta decir que las explicaciones y definiciones
proporcionadas anteriormente en relacion con la primera composicion inyectable de relleno de tejidos blandos (por
ejemplo, las definiciones de los términos persistencia, composicion de relleno de tejidos blandos, relleno de tejidos
blandos, tejido blando, relleno, gel, hidrogel, matriz, acido hialurénico, heparosano, inyectable, los tipos de gel,
cohesivo, etc.) se aplican igualmente a la segunda, tercera, cuarta y quinta (explicada mas adelante) composicion
inyectable de relleno de tejidos blandos de la presente invencion.

Segun la presente invencion, se proporciona ademas una segunda composicion inyectable de relleno de tejidos
blandos en forma de gel, que comprende una mezcla de (i) un gel preformado de acido hialuronico (HA) reticulado con
BDDE, o una de sus sales, y (ii) un gel preformado de heparosano reticulado con BDDE, o una de sus sales. Esta
composicion de gel se puede obtener preparando primero (i) y (ii), y luego mezclando fisicamente (i) y (ii) en una
proporcion en peso deseada de acuerdo con técnicas conocidas por los expertos en la técnica.

Preferiblemente, la segunda composicion inyectable de relleno de tejidos blandos se puede obtener mediante un
proceso de la invencion como se describe en la presente memoria. La proporcion en peso de (i): (ii) es preferiblemente
de 0,1:99,9 a 99,9:0,1, mas preferiblemente de 1,0:99,0 a 99,9:1,0, particularmente preferida de 5:95 a 95:5, de 10:90
a 90:10 o de 20:80 a 80:20, y mas preferiblemente de 30:70 a 70:30 o de 40:60 a 60:40.

Ademas, la presente invencion se refiere a una tercera composicion inyectable de relleno de tejidos blandos en forma
de gel, que comprende una matriz de acido hialurénico (HA)-heparosano doblemente reticulada preparada (a)
reticulando con BDDE el heparosano o una de sus sales, para formar un gel de heparosano reticulado, mezclando
HA, o una de sus sales, con el gel de heparosano reticulado, y reticulando con BDDE el HA, o una de sus sales, y el
gel de heparosano reticulado para obtener dicha matriz de HA-heparosano doblemente reticulada, o (b) reticulando
con BDDE el HA, o una de sus sales, para formar un gel de HA reticulado, mezclando heparosano, o una de sus sales,
con el gel de HA reticulado, y reticulando con BDDE el heparosano, o una de sus sales, y el gel de HA reticulado para
obtener dicha matriz de HA-heparosano doblemente reticulada.

Preferiblemente, la tercera composicion inyectable de relleno de tejidos blandos se puede obtener mediante un
proceso de la invencion como se describe en la presente memoria. La segunda reticulacion se puede llevar a cabo
utilizando el BDDE que permanece en la primera mezcla de reaccion de reticulacion (por ejemplo, afiadiendo el HA o
heparosano usado para la segunda reticulacion a la primera mezcla de reaccién de reticulacion que comprende el
primer polimero reticulado (es decir, HA o heparosano)). Tipicamente, la dilucién de la mezcla de reaccion que viene
junto con la adicion del segundo polimero (es decir, el HA o heparosano a reticular en la segunda etapa de reticulacion)
da como resultado un grado variable (por ejemplo, un grado inferior) de reticulacion en el gel (reticulacion
heterogénea).

Alternativamente, se afiade una cantidad suplementaria de BDDE después de la primera etapa de reticulacién para
efectuar la segunda reticulacion. Tipicamente, la cantidad afiadida es (sustancialmente) menor que la cantidad afiadida
para la primera reticulacion (o inicial). EI gel doblemente reticulado de acuerdo con la presente invencion se caracteriza
ventajosamente por una inyectabilidad facilitada, una larga permanencia in vivo y excelentes propiedades
viscoelasticas.

El término "polidensificado”, como se usa en la presente memoria, se refiere a un gel que se caracteriza por una
variacion del grado de reticulacion dentro del gel o, en otras palabras, un gel "polidensificado” tiene (al menos) dos
niveles de densidad diferentes, con partes mas densas (mayor grado de reticulacion) y partes menos densas (menor
grado de reticulacion). En general, los geles doblemente reticulados o triplemente reticulados de la presente invencion,
por ejemplo, un gel doblemente reticulado preparado mediante una primera reaccion de reticulaciéon para reticular
elllos primer(os) polisacarido(s), seguido de una segunda reaccién de reticulacion para reticular el/los segundo(s)
polisacarido(s), son tales geles polidensificados. Ademas, los geles polidensificados de la presente invencién son
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tipicamente monofasicos y exhiben una alta cohesividad. El proceso de doble reticulacion (tecnologia de reticulacion
dinamica) se conoce en la técnica y se describe, por ejemplo, en el documento EP 1 711 552 B1.

Aun mas, la presente invencion se refiere a una cuarta composicion inyectable de relleno de tejidos blandos en forma
de gel, que comprende una matriz de acido hialurénico (HA)-heparosano triplemente reticulada preparada reticulando
con BDDE el heparosano, o una de sus sales, para formar un gel de heparosano reticulado, reticulando con BDDE el
HA, o una de sus sales, para formar un gel de HA reticulado, mezclando el gel de heparosano reticulado con el gel de
HA reticulado, y reticulando con BDDE la mezcla del gel de heparosano reticulado y el gel de HA reticulado para
obtener dicha matriz de HA-heparosano triplemente reticulada.

Como se explico anteriormente con respecto al gel doblemente reticulado de la presente invencién, el BDDE residual
presente en la (primera y/o segunda) mezcla de reaccion de reticulacion se puede usar para efectuar otra (tercera)
reaccion de reticulacion, o se puede anadir opcionalmente una cantidad suplementaria de BDDE. Los comentarios
proporcionados

A continuacion, se describen realizaciones particulares de las diferentes composiciones inyectables de relleno de
tejidos blandos de la presente invencion. Las explicaciones, definiciones y caracteristicas adicionales de estas
composiciones descritas a continuacion se aplican igualmente a la primera, segunda, tercera y cuarta composicion
inyectable de relleno de tejidos blandos de la presente invencion sin la necesidad de una mencion explicita, a menos
que se indique lo contrario. Ademas, debe entenderse que todas las realizaciones descritas en el contexto de las
composiciones o kits de la invencion se aplican igualmente a los métodos de tratamiento, usos y viceversa. Por lo
tanto, la mencién de una realizacién particular en el contexto de una composiciéon o un kit, método de tratamiento o
uso describe esta realizacién para todos estos tipos de materias.

La proporcion en peso de heparosano respecto de HA en la matriz reticulada de HA-heparosano del primer, tercer o
cuarto relleno de tejidos blandos de la presente invencion puede variar de 0,1:99,9 a 99,9 a 0,1 o de 1:99 a 99:1,
preferiblemente de 50:50 a 1:99, mas preferiblemente de 25:75 a 1:99, ain mas preferiblemente de 10:90 a 1:99,
particularmente preferiblemente de 5:95 a 1:99, y lo mas preferiblemente de 3:97 a 1:99.

La matriz reticulada de HA-heparosano de las composiciones inyectables de relleno de tejidos blandos de la presente
invencion tiene preferiblemente un grado de modificacion, expresado como la proporcién de la suma de reticuladores
de BDDE mono y doblemente ligados respecto de la suma de unidades de disacarido de HA y heparosano de 0,5% a
25%, mas preferiblemente de 2,0% a 20%, incluso mas preferiblemente de 3,0% a 15%, aun mas preferiblemente de
4,0% a 12%, aun mas preferiblemente de 5,0% a 10,0%, particularmente preferiblemente de 6,0% a 9,0%, y lo mas
preferiblemente de 7,0% a 8,0%.

El grado de modificacion se puede determinar mediante RMN de acuerdo con los métodos conocidos en la técnica
(Edsman et al., Gel Properties of Hyaluronic Acid Dermal Fillers, Dermatol. Surg. 2012, 38:1170-1179; Guarise et al.,
SEC determination of cross-link efficiency in hyaluronan fillers, Carbohydrate Polymers 2012, 88:428-434; Kenne et
al., Modification and cross-linking parameters in hyaluronic acid hydrogels - Definitions and analytical methods,
Carbohydrate Polymers 2013, 91:410-418).

Brevemente, los geles dializados y esterilizados se degradan antes de realizar la medicion de RMN. La degradacion
puede realizarse mediante condroitinasa AC (Edsman et al., anteriormente mencionado; Kenne et al., anteriormente
mencionado), NaOH (Guarise et al., anteriormente mencionado), adicién de hialuronidasa (p. ej., 150 U de
hialuronidasa ovina a 1 g de gel) o mediante incubacion a 90 °C durante al menos 35 h. Las disoluciones obtenidas
se liofilizan, se disuelven en D,O y se homogenizan bien.

La medicion de RMN se puede realizar, por ejemplo, a 500 MHz, a un pulso de 20 grados con varias repeticiones a
temperatura ambiente para recibir un espectro con la resolucion adecuada. De acuerdo con la bibliografia, el grado de
modificacion (MoD) se evalla calculando la proporcion de las sefiales de N-acetilo de HA respecto de las sefales de
metileno de BDDE. Para el N-acetilo de HA, las sefiales criticas se ubican a aproximadamente 2,0 ppm, y a
aproximadamente 1,6 ppm para BDDE cuando se solubilizan en D,O. Para calcular el grado de modificacion, se
identificaron los valores integrales, y se debe tener en cuenta la proporciéon de protones de 3H de N-acetilo (CHa)
respecto de 4H de metileno (CH;CH.), de acuerdo con la bibliografia (Edsman et al., anteriormente mencionado, y
Kenne et al., anteriormente mencionado).

El peso molecular de los polimeros de heparosano utilizados para la preparacion de los rellenos de tejidos blandos de
la presente invencion puede variar de 0,5 x 10° Da a 6,8 x 10° Da, preferiblemente de 1,0 x 10° Da a 5,0 x 10® Da, y
mas preferiblemente de 1,0 x 10% Da a 3,5 x 108 Da. En otra realizacion preferida, el peso molecular del polimero de
heparosano es de 0,5 x 10° Da a 1,0 x 108 Da o menos, mas preferiblemente de 2,0 x 10° Da a 8,0 x 10° Da, y lo mas
preferiblemente de 3,0 x 10° Da a 7,0 x 10° Da.

El peso molecular de los polimeros de HA utilizados para la preparacion de los rellenos de tejidos blandos de la
presente invencién no esta particularmente limitado, pero tipicamente esta en el rango de 1,0 x 10° Da a 5,0 x 10° Da,
preferiblemente en el rango de 3,0 x 10% Da a 3,0 x 10° Da, y mas preferiblemente en el rango de 5,0 x 10° Da a 2,5 x
108 Da.
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Se pueden aplicar varios métodos en la presente memoria para determinar el peso molecular de HA, como la
viscosidad intrinseca (por ejemplo, segun la Farmacopea China, segunda revision, 2006), la electroforesis capilar (CE)
(por ejemplo, segun Kinoshita et al., Biomed. Chromatogr., 2002, 16: 141-45), cromatografia de permeacion en gel de
alto rendimiento (HPGPC) (p. €j., segun Kim et al., Food Chem., 2008, 109: 63-770), y dispersion de luz laser con
multiples angulos combinada con cromatografia de exclusion por tamafio (SEC-MALLS) (por ejemplo, de acuerdo con
Hokputsa et al., Eur. Biophys. J. Biophys. Lett., 2003, 32: 450-456).

El grado de modificacion y, en un grado mucho menor, el peso molecular del polisacarido, tienen un impacto en la
estabilidad de la degradacion y, por lo tanto, permiten ajustar la persistencia del relleno inyectable de tejidos blandos
de la presente invencion. Un peso molecular mas alto de los polisacaridos usados, por ejemplo, de HA y/o heparosano,
generalmente da como resultado un tiempo de residencia mas prolongado del relleno de tejidos blandos en el cuerpo.
Con respecto al grado de reticulacion, se aplica lo siguiente: cuanto mayor es el grado de reticulacion, mayor es el
tiempo de residencia en el cuerpo.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el AH de las composiciones inyectables de relleno de tejidos
blandos de la presente invencién comprende un primer HA que tiene un primer peso molecular, y un segundo HA que
tiene un segundo peso molecular que es diferente del primer peso molecular.

Preferiblemente, el HA comprende un primer HA que tiene un primer peso molecular en el rango de 0,5-1,0 x 10° Da
a menos de 1,0 x 10° Da y un segundo HA que tiene un segundo peso molecular en el rango de 1,0 x 10® Da a 5,0 x
108 Da, mas preferiblemente un primer HA que tiene un primer peso molecular en el rango de 1,0 x 10° Da a 9,0 x 10°
Da y un segundo HA que tiene un segundo peso molecular en el rango de 1,1 x 10® Da a 4,0 x 10° Da, y lo mas
preferiblemente un primer HA que tiene un primer peso molecular en el rango de 2,0 x 10° Da a 6,0 x 10° Da y un
segundo HA que tiene un segundo peso molecular en el rango de 1,3 x 10 Da a 2,0 x 108 Da.

La proporcion en peso del primer HA respecto del segundo HA en las composiciones inyectables de relleno de tejidos
blandos de la presente invencion es preferiblemente de 50:50 a 99:1, mas preferiblemente de 70:30 a 95:5, y lo mas
preferiblemente de 85:15 a 95:5.

En otra realizacion preferida, el heparosano de la composicion de relleno inyectable de tejidos blandos de la presente
invencion comprende un primer heparosano y un segundo heparosano caracterizado por tener diferentes pesos
moleculares.

Preferiblemente, el heparosano comprende un primer heparosano que tiene un primer peso molecular en el rango de
1,0 x 10% Da a 9,0 x 10° Da y un segundo heparosano que tiene un segundo peso molecular en el rango de 1,0 x 10°
a 3,0 x 10° Da, mas preferiblemente un primer heparosano que tiene un primer peso molecular en el rango de 1,0 x
10% Da a 5,0 x 10° Da y un segundo heparosano que tiene un segundo peso molecular en el rango de 1,5 x 10% a 3,0
x 108 Da.

La proporcion en peso del primer heparosano respecto del segundo heparosano en las composiciones inyectables de
relleno de tejidos blandos de la presente invencion es preferiblemente de 50:50 a 99:1, mas preferiblemente de 70:30
a aproximadamente 95:5, y lo mas preferiblemente de 85:15 a 95:5.

En una realizacion preferida, las composiciones inyectables de relleno de tejidos blandos de la presente invencion
comprenden ademas HA no reticulado y/o heparosano no reticulado. Los polimeros no reticulados se afiaden al relleno
como lubricante, y ayudan a que el producto final fluya y facilite la inyeccion.

El HA no reticulado tiene preferiblemente un peso molecular de 3,0 x 10° Da a 3,0 x 108 Da, mas preferiblemente de
8,0 x 10° Da a 2,5 x 108 Da, y lo mas preferiblemente de 1,0 x 108 Da a 1,5 x 108 Da. El heparosano no reticulado tiene
preferiblemente un peso molecular de 1,0 x 10° Da a 6,8 x 108 Da, mas preferiblemente de 5,0 x 10° Da a 5,0 x 108
Da, y lo mas preferiblemente de 1,0 x 106 Da a 3,5 x 108 Da.

La cantidad total de dicho HA no reticulado y/o dicho heparosano no reticulado es preferiblemente del 0,001% en peso
al 50% en peso o del 0,01% en peso al 40% en peso o del 0,1% en peso al 35% en peso o del 1% en peso al 30% en
peso, mas preferiblemente del 1% en peso al 20% en peso, y lo mas preferiblemente del 5% en peso al 20% en peso,
basado en el peso total de los polimeros de heparosano y HA reticulados y no reticulados presentes en las
composiciones inyectables de relleno de tejidos blandos.

Preferiblemente, las composiciones inyectables de relleno de tejidos blandos de la presente invencién no contienen
otro polimero no reticulado que el HA no reticulado. También preferiblemente, las composiciones inyectables de relleno
de tejidos blandos de la presente invencién no contienen polimeros no reticulados. En este contexto, el término
"polimero”, como se usa en la presente memoria, se refiere a cualquier compuesto polimérico natural o sintético con
unidades estructurales repetitivas, que incluyen polisacaridos tales como HA y heparosano.

De acuerdo con la presente invencion, la concentracion total del heparosano reticulado y no reticulado y los polimeros
de HA reticulados y no reticulados presentes en las composiciones inyectables de relleno de tejidos blandos de la
presente invencion es preferiblemente de 0,5 mg/ml a 40 mg/ml, de 1 mg/ml a 40 mg/ml, de 5 mg/ml a 35 mg/ml o de
10 mg/ml a 35 mg/ml, mas preferiblemente de 15 mg/ml a 30 mg/ml, incluso mas preferiblemente de 18 mg/ml a 28
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mg/ml, y lo mas preferiblemente de 20 mg/ml a 26 mg/ml. Ademas, en caso de que las composiciones de relleno
contengan polimeros de heparosano no reticulados y/o de HA no reticulados, se prefiere que tanto la matriz de HA-
heparosano reticulada como los polimeros de heparosano y/o HA no reticulados afiadidos tengan una concentracion
dentro de los rangos indicados anteriormente.

La presente invencion contempla ademas el uso de uno o mas polisacaridos adicionales distintos de HA y heparosano,
preferiblemente en una cantidad inferior al 10% en peso, basado en el peso total de todos los polisacaridos contenidos
en las composiciones inyectables de relleno de tejidos blandos de la presente invencion. De manera deseable, los
polimeros son de origen natural. El uso de polimeros de origen natural permite una mejor biocompatibilidad, lo que da
lugar a un menor riesgo de reacciones inflamatorias. Los ejemplos de polisacaridos adicionales adecuados incluyen,
pero sin limitacion, sulfato de condroitina, queratano, sulfato de queratano, heparina, sulfato de heparina, celulosa y
sus derivados, quitosano, carragenano, xantano y alginato, o una de sus sales.

El/los polisacarido(s) adicional(es) ademas de HA y heparosano estan preferiblemente todos co-reticulados con los
polimeros de acido hialurénico y heparosano de la matriz de HA-heparosano. Sin embargo, en realizaciones menos
preferidas, los polisacaridos adicionales distintos de HA y heparosano pueden estar presentes parcial o totalmente en
forma no reticulada.

En una realizacion preferida, las composiciones inyectables de relleno de tejidos blandos de la presente invencion no
contienen polimeros no reticulados y reticulados distintos de HA y heparosano.

La presente invencion contempla ademas que las composiciones inyectables de relleno de tejidos blandos de la
presente invencion pueden comprender particulas que tipicamente tienen un tamafio de particula promedio de
aproximadamente 1 um a aproximadamente 1000 uym, en particular de aproximadamente 10 ym a 200 um. Las
particulas se integran preferiblemente en la matriz reticulada de HA-heparosano de las composiciones inyectables de
relleno de tejidos blandos de la presente invencién. Las particulas pueden ser particulas reticuladas, en particular
particulas de HA reticuladas.

Preferiblemente, las particulas son particulas ceramicas. Un material ceramico particularmente adecuado para el uso
en la presente invencién es una apatita seleccionada de hidroxiapatita, fluorapatita y clorapatita, o una mezcla de las
mismas. Preferiblemente, las particulas son particulas de hidroxiapatita de calcio. Las particulas ceramicas (por
ejemplo, particulas de hidroxiapatita de calcio) estan tipicamente contenidas en el relleno de tejidos blandos inyectable
en una cantidad de aproximadamente 1% en peso a aproximadamente 65% en peso o de aproximadamente 5% en
peso a aproximadamente 60% en peso, en particular en una cantidad de aproximadamente 10% en peso a
aproximadamente 50% en peso, preferiblemente en una cantidad de aproximadamente 20% en peso a
aproximadamente 40% en peso. El tamafio de las particulas ceramicas (por ejemplo, de particulas de hidroxiapatita
de calcio) esta preferiblemente en el rango de aproximadamente 1 pm a aproximadamente 1000 pym, mas
preferiblemente en el rango de aproximadamente 10 um a aproximadamente 200 ym, y lo mas preferiblemente en el
rango de aproximadamente 25 pym a aproximadamente 50 pm. Ademas, las particulas ceramicas tienen
preferiblemente un porcentaje en volumen de aproximadamente el 5% a aproximadamente el 65%.

En una realizacion particularmente preferida de la presente invencion, las composiciones inyectables de relleno de
tejidos blandos descritas anteriormente de la presente invencién que contienen particulas ceramicas, en particular
particulas de hidroxiapatita de calcio, comprenden ademas glicerol y/o manitol y/o lidocaina.

La presente invencion contempla ademas la inclusion de al menos una sustancia activa, por ejemplo uno o mas
agentes anestésicos, en las composiciones inyectables de relleno de tejidos blandos descritas en la presente memoria.
El agente anestésico es tipicamente un anestésico local como la lidocaina. Preferiblemente, la lidocaina esta
comprendida en el relleno de tejidos blandos de la presente invencion en una concentracion del 0,05% en peso al
5,0% en peso, mas preferiblemente del 0,1% en peso al 2,0% en peso, incluso mas preferiblemente del 0,1% en peso
al 2,0% en peso, aun mas preferiblemente del 0,1% en peso al 1,0% en peso, particularmente preferiblemente del
0,1% en peso al 0,5% en peso, y lo mas preferiblemente del 0,2% en peso al 0,4% en peso, basado en el peso total
de la composicion inyectable de relleno de tejidos blandos.

Ademas, las composiciones inyectables de relleno de tejidos blandos de la presente invencion pueden comprender
opcionalmente uno o mas compuestos seleccionados de polioles, vitaminas, aminoacidos, metales, minerales.
Ademas, el relleno de tejidos blandos de la presente invencion también puede contener células madre y/o factores de
crecimiento y/o aditivos comunes (por ejemplo, modificadores del pH y ajustadores de la osmolalidad).

Los polioles ejemplares para el uso en la presente memoria incluyen, pero sin limitacion, manitol, glicerol,
propilenglicol, sorbitol, eritritol, xilitol, lactitol, maltitol y glucosa. Particularmente adecuados para su uso en la presente
memoria son manitol y glicerol. La concentracion total de poliol(es) esta generalmente entre 0,01 mg/ml y 50,0 mg/ml,
preferiblemente entre 0,5 mg/ml y 20,0 mg/ml, mas preferiblemente entre 1,0 mg/mly 5,0 mg/ml. Los polioles pueden
usarse como agentes antioxidantes, que mejoran la capacidad del gel de resistir la degradacion in vivo.

Las vitaminas adecuadas incluyen vitamina C, vitamina E y vitaminas del grupo B, es decir, una o mas de las vitaminas
B1, B2, B3, Bs, Bs, B7, Bo y B12. La concentracion de vitamina C o de vitamina E es preferiblemente de aproximadamente
0,01 mg/ml a aproximadamente 10,0 mg/ml, mas preferiblemente de aproximadamente 0,1 mg/ml a aproximadamente
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5,0 mg/ml, y la concentracion total de las vitaminas del grupo B es preferiblemente de aproximadamente 0,01 mg/ml
a aproximadamente 10,0 mg/ml, mas preferiblemente de aproximadamente 0,1 mg/ml a aproximadamente 5,0 mg/ml.
Las vitaminas pueden estar presentes para estimular y mantener el metabolismo celular y, por lo tanto, para promover
la produccion de colageno. Particularmente preferido para su uso en la presente invencion es la vitamina C, vitamina
E y vitamina Be.

De acuerdo con la presente invencion, las composiciones inyectables de relleno de tejidos blandos tienen
generalmente un modulo elastico G' a una frecuencia de cruce (f) de 1 Hz de 20 Pa a 1000 Pa, preferiblemente de
100 Pa a 500 Pa, mas preferiblemente de 250 Pa a 500 Pa, para composiciones de relleno sin particulas (por ejemplo,
particulas ceramicas como hidroxiapatita de calcio). En el caso de las composiciones de relleno que comprenden
particulas (por ejemplo, particulas ceramicas como particulas de hidroxiapatita de calcio), el médulo elastico G' a una
frecuencia de cruce (f) de 1 Hz puede estar en el rango de 400 Pa a 5000 Pa, preferiblemente en el rango de 500 Pa
a 2000 Pa, mas preferiblemente en el rango de 600 Pa a 1500 Pa.

La fuerza de inyeccioén de las composiciones inyectables de relleno de tejidos blandos de la presente invencion, medida
a través de una aguja de 27G'2 a una velocidad de 12,5 mm/min usando una jeringa estandar, generalmente esta
entre 10 N y 40 N, preferiblemente entre 10 N y 35 N, mas preferiblemente entre 15 N y 30 N, y lo mas preferiblemente
entre 20 Ny 25 N.

La osmolalidad es preferiblemente de 200 mOsmol/l a 400 mOsmol/l, mas preferiblemente de 280 mOsmol/l a 330
mOsmol/l. Ademas, dado que las composiciones inyectables de relleno de tejidos blandos de la presente invencion se
destinan a la insercién en el cuerpo humano, el pH de la composicion inyectable de relleno de tejidos blandos de la
presente invencion esta generalmente entre 6,5y 7,5, preferiblemente entre 6,8 y 7,4.

Dentro del contexto de la presente invencion, el heparosano también puede ser una mezcla de dos 0 mas heparosanos
que tienen diferentes pesos moleculares. Preferiblemente, el heparosano comprende un primer heparosano que tiene
un primer peso molecular de 0,5 x 10° Da a 9,0 x 10% Da, mas preferiblemente de 1,5 x 10% Da a 5,0 x 10% Da, y un
segundo heparosano que tiene un segundo peso molecular de 1,0 x 108 Da a 6,8 x 108 Da, mas preferiblemente de
1,5x 108 Da a 5,0 x 10° Da.

En otro aspecto mas, la presente invencion se refiere a un kit que comprende una jeringa que contiene un relleno de
tejidos blandos inyectable de la presente invencion.

En otro aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un proceso para la preparacion de la primera composicion
inyectable de relleno de tejidos blandos de la presente invencién, que comprende las siguientes etapas:

(a) proporcionar una mezcla acuosa que comprende acido hialurénico, heparosano y 1,4-butanodiol
diglicidil éter (BDDE),

(b) reticular la mezcla de (a) usando BDDE como agente reticulador, preferiblemente en condiciones
alcalinas, para obtener una matriz de acido hialurénico-heparosano.

La etapa (a) tipicamente implica la hidratacion de polimeros de acido hialurénico y polimeros de heparosano puros y
secos en una disolucion alcalina. El acido hialurénico al que se hace referencia en la etapa (a) es preferiblemente
hialuronato de sodio (NaHA). Dicha disolucion alcalina se puede preparar afiadiendo una cantidad deseada de NaOH
soélido a los polimeros de HA y heparosano secos, seguido de la adicion de un disolvente acuoso adecuado, por
ejemplo agua pura, para hidratar la mezcla de polimeros en condiciones alcalinas. En una variacion de la etapa (a), el
reticulador (es decir, BDDE) también puede estar presente durante la hidratacion, es decir, presente en la disolucion
alcalina. La hidratacion de los polimeros usualmente toma aproximadamente 1 hora a aproximadamente 3 horas, y
preferiblemente se lleva a cabo con agitacion.

En la etapa (b), la mezcla obtenida en la etapa (a) se reticula con BDDE. La reticulacion se lleva a cabo generalmente
en condiciones alcalinas, tipicamente en una disolucién acuosa alcalina. Las técnicas de reticulacion adecuadas son
muy conocidas para una persona experta, y no se explican con detalle en la presente invencion. Por ejemplo, la
reticulacion puede iniciarse mediante la adicion de una cantidad efectiva de agente de reticulacion y puede llevarse a
cabo a una temperatura de 20 °C a 60 °C (por ejemplo, 50 °C). Preferiblemente, la mezcla de reaccion se homogeneiza
mecanicamente antes y/o durante la reaccion de reticulacion. La reticulacion con BDDE conduce a la formacion de
enlaces éter estables que favorecen la estabilidad del gel producido en condiciones in vivo.

La reaccion de reticulacion puede detenerse mediante neutralizacion usando un acido y/o la eliminacion del agente de
reticulacion durante la purificacion. Esto Ultimo se puede llevar a cabo, por ejemplo, mediante dialisis, lo que permite
eliminar el agente de reticulacion y las cadenas cortas de polimero que no han reaccionado. La disolucion acuosa
utilizada para la didlisis es generalmente una disolucién tamponada. La composicion de esta disolucion tampén se
selecciona para que tenga las propiedades fisicoquimicas (pH, osmolaridad) y reolégicas deseadas. Las disoluciones
tampon adecuadas incluyen, pero sin limitacion, tampones fosfato, solucion salina isoténica y tampones de PBS.
Después de la purificacion, la composicion de relleno generalmente se llena en jeringas, que luego se esterilizan
mediante técnicas conocidas por los expertos en la técnica, por ejemplo, mediante esterilizacién con vapor, autoclave
y similares.
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Ademas, la presente invencion se refiere a un proceso para la preparacion de la segunda, tercera y cuarta
composiciones inyectables de relleno de tejidos blandos de la presente invencién como se describe anteriormente en
la presente memoria (véase la seccion Sumario) y en las reivindicaciones adjuntas. Las técnicas para preparar estas
composiciones son muy conocidas por los expertos en la técnica de fabricacion de rellenos de polisacaridos. Las
condiciones de reaccion descritas anteriormente también se aplican a la fabricacion de la segunda, tercera, cuarta y
quinta composiciones (véase mas adelante). La reticulacion generalmente se detiene mediante dialisis. Esto elimina
el agente de reticulacion, pequefias cadenas de polimeros sin reaccionar, productos de reaccion no deseados y otras
impurezas. Generalmente, las composiciones de relleno de tejidos blandos de la presente invencion son estériles. Con
este fin, las (primera, segunda, tercera, cuarta y quinta) composiciones de relleno de tejidos blandos de la presente
invencion pueden rellenarse en jeringas y esterilizarse convenientemente en autoclave, por ejemplo, a 121-132 °C
durante 2 a 30 min.

En otro aspecto adicional, la presente invencion se refiere al uso de las composiciones inyectables de relleno de tejidos
blandos de la presente invencién, o del kit de la presente invencion, para sustituir o rellenar un tejido biolégico o
aumentar el volumen de un tejido biolodgico en aplicaciones terapéuticas o cosméticas. En particular, la presente
invencion se refiere a un método para sustituir o rellenar un tejido biolégico o aumentar el volumen de un tejido
bioldgico, que comprende administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad efectiva de una composicion inyectable
de relleno de tejidos blandos de la presente invencion. La administracion se da generalmente mediante inyeccion (por
ejemplo, inyeccion subcutanea o intradérmica).

Preferiblemente, las composiciones inyectables de relleno de tejidos blandos de la presente invencion se administran
solo con fines cosméticos (por ejemplo, para mejorar la apariencia visual, en particular de la cara). En una realizacion
particularmente preferida, las composiciones inyectables de relleno de tejidos blandos de la presente invencion se
usan como relleno dérmico que se inyecta por via intradérmica o subcutanea, tal como mediante la técnica de puncioén
en serie, en el sitio objetivo (por ejemplo, el tejido para el que se desea un incremento del volumen (aumento)).

En particular, las composiciones inyectables de relleno de tejidos blandos o el kit de la presente invencidon pueden
usarse para aplicaciones terapéuticas, tales como para aumentar el volumen del esfinter, la uretra o las cuerdas
vocales, o para aplicaciones en el campo (dermo)cosmético, como para aumentar o rellenar arrugas o lineas finas de
la piel (p. €j., pliegues nasolabiales, arrugas de marioneta, pliegues de la barbilla, mandibulas inferiores, comisura oral
y similares), rellenar depresiones cutaneas, enmascaramiento de cicatrices, aumento del volumen de los labios,
aumento de mejillas, correcciones de la nariz y/o mejora de la hidratacién y textura de la piel.

La presente invencion se ilustrara adicionalmente a continuacion mediante los ejemplos.
Ejemplos

Los ejemplos proporcionados a continuacion ilustran la preparacion de rellenos inyectables de tejidos blandos de la
presente invencion que tienen buena persistencia en el cuerpo humano, excelente biocompatibilidad y propiedades
mecanicas Yy reologicas deseables para su uso como relleno de tejidos blandos.

EJEMPLO 1
Preparacion de un gel de HA de tipo monofasico (técnica anterior)

Se diluyen 3,43 g de acido hialurdnico (n = 0,6 m3/kg; Mw = 3,0 x 10° Da) en 13 ml de agua para inyeccion para hidratar
el acido hialurénico antes de la reticulacion. Después de hidratar durante 16 horas, la mezcla se homogeneiza hasta
que se obtiene una disolucion transparente.

La reaccion de reticulacion se inicia luego mediante la adicion de 2,48 g de una disolucion de NaOH 2 M, 5,74 g de
agua para inyeccion y 390 mg de 1,4-butanodiol diglicidil éter (BDDE) a la mezcla de reaccion, seguido de mezcla
durante 1 hora a 50 °C y reticulacion durante 3 horas a 50 °C. A continuacion, el pH se ajusta a pH fisiolégico con HCI
1 M, y el volumen se diluye con 53,52 ml usando un tampén PBS a pH 7,0.

El gel obtenido se dializa luego durante 48 horas (limite de separacion: My = 12-14 kDa) con 35 litros de tampon PBS
a pH 7,0. El producto de gel resultante tiene una concentracion total ajustada de acido hialurénico de 25 mg/ml. El
ajuste se realizé con tampdn PBS a pH 7,0. Finalmente, el gel se esteriliza mediante esterilizacion con vapor a 127 °C
durante 4 a 10 minutos. El gel resultante se denomina "gel A" a continuacion.

EJEMPLO 2
Preparacion de un gel de heparosano de tipo monofasico (técnica anterior)

Se diluyen 3,68 g de heparosano (Mw = 2,0 x 10° Da) en 12,77 ml de agua para inyeccion para hidratar el heparosano
antes de la reticulacion. Después de hidratar durante 16 horas, la mezcla se homogeneiza hasta que se obtiene una
disolucién transparente.

La reaccion de reticulacion se inicia luego mediante la adicion de 2,48 g de una disolucion de NaOH 2 M, 5,73 g de
agua para inyeccion y 390 mg de 1,4-butanodiol diglicidil éter (BDDE) a la mezcla de reaccion, seguido de mezcla
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durante 1 hora a 50 °C y reticulacion durante 3 horas a 50 °C. A continuacion, el pH se ajusta a pH fisiolégico con HCI
1 M, y el volumen se diluye con 53,39 ml usando un tampén PBS a pH 7,0.

El gel obtenido se dializa luego durante 48 horas (limite de separacion: My = 12-14 kDa) con 35 litros de tampon PBS
a pH 7,0. El producto de gel resultante tiene una concentracion total ajustada de heparosano de 25 mg/ml. El ajuste
se realizé con tampoén PBS a pH 7,0. Finalmente, el gel se esteriliza mediante esterilizacion con vapor a 127 °C durante
4 a 10 minutos. El gel resultante se denomina "gel B" a continuacion.

EJEMPLO 3
Preparacion de un relleno de tejidos blandos de heparosano/HA segun la invencion

Se diluyen 1,71 g de acido hialuronico (n = 0,6 m3kg, Mw = 3,0 x 10° Da) y 1,84 g de heparosano (My = 2,5 x 10° Da) en
12,88 ml de agua para inyeccion para hidratar el acido hialurénico y el heparosano antes de la reticulacion. Después
de hidratar durante 16 horas, la mezcla se homogeneiza hasta que se obtiene una disolucion transparente.

La reaccion de reticulacion se inicia luego mediante la adicion de 2,48 g de una disolucion de NaOH 2 M, 5,71 g de
agua para inyeccion y 390 mg de 1,4-butanodiol diglicidil éter (BDDE) a la mezcla de reaccion, seguido de mezcla
durante 1 hora a 50 °C y reticulacion durante 3 horas a 50 °C. A continuacion, el pH se ajusta a pH fisiolégico con HCI
1 M, y el volumen se diluye con 53,71 ml usando un tampén PBS a pH 7,0.

El gel obtenido se dializa luego durante 48 horas (limite de separacion: My = 12-14 kDa) con 35 litros de tamp6n PBS
a pH 7,0. El producto de gel resultante tiene una concentracion total ajustada de acido hialurénico de 12,5 mg/ml y una
concentracion total de heparosano de 12,5 mg/ml, es decir, una concentracion total de polimero de 25,0 mg/ml. El ajuste
se realizé con tampon PBS a pH 7,0. Finalmente, el gel se esteriliza mediante esterilizacién con vapor a 127 °C durante
4 a 10 minutos. El gel resultante se denomina "gel C" a continuacion.

EJEMPLO 4

Preparacion de una mezcla fisica de un gel de HA reticulado y un gel de heparosano reticulado de acuerdo con la
invencion

Primero, se preparé un gel de HA reticulado de acuerdo con el Ejemplo 1 (gel A). Por separado, se prepard un gel de
heparosano reticulado de acuerdo con el Ejemplo 2 (gel B).

A continuacion, el gel A de HA reticulado preformado se mezclé con el gel B de heparosano reticulado preformado en
una proporcion en peso de 1:1 conectando una primera jeringa de 1 ml que contenia el gel A y una segunda jeringa
de 1 ml que contenia el gel B a través de un adaptador Luer-Lock, seguido de mezcla manual 20 veces en ambas
direcciones. Esta mezcla fisica de gel A y gel B se denomina "gel D" a continuacion.

EJEMPLO 5
Comparacion de los geles A-D preparados en los Ejemplos 1-4

En este ejemplo, los geles A-D, tal como se prepararon en los Ejemplos 1-4, se caracterizaron con respecto a su fuerza
de extrusion, médulo elastico (G') y mddulo viscoso (Tand), y su resistencia a la degradacion enzimatica por
hialuronidasa.

Todas las mediciones reoldgicas se realizaron utilizando un redmetro Anton Paar MCR 302 equipado con un cono de
1°, 50 mm de diametro. Las mediciones se realizaron a una frecuencia (f) de 0,1 a 10 Hz con un espacio constante de
0,1 mm. La fuerza de inyeccién se midié a través de una aguja de 30G’% a una velocidad de 12,5 mm/min utilizando
una jeringa estandar.

En un primer experimento, los geles A a D se sometieron a degradacion enzimatica utilizando 100 U de hialuronidasa.
El tratamiento con hialuronidasa no condujo a ninguna degradacion del gel B (heparosano reticulado), como lo indica
un modulo elastico constante (G') a lo largo del tiempo (resultados no mostrados). Sin embargo, se descubri6 que el
gel C (HEP + HA reticulado) es susceptible a la degradacion enzimatica.

Ademas, los geles A-D se sometieron a mediciones reoldgicas y de fuerza de extrusion. Los resultados se muestran
en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de los geles A-D (siendo las muestras A y B ejemplos comparativos)

Caracteristica Gel A Gel B? Gel C3 Gel D*
Fuerza de extrusion (N) 62 31 15 20
G'a1Hz(Pa) 396 415 358 350
Tand 0,10 0,17 0,13 0,14
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1 = solo HA reticulado (cHA)
2 = solo HEP reticulado (cHEP)
3 = HEP + HA reticulados

4 =mezcla 1:1 de gel Ay gel B

Como se puede ver en la Tabla 1, los geles C y D segun la presente invencion tienen valores de fuerza de extrusion
bajos en el rango de 15 a 32 N. En comparacion, el gel A, es decir, un gel de HA reticulado, tiene una extrusion
significativamente mayor, de 62 N. Ademas, los geles C y D tienen valores de G' y Tand que estan en el mismo rango
que los observados para el gel A (cHA) y el gel B (cHEP). Por lo tanto, los ejemplos demuestran que los geles segun
la presente invencion pueden extrudirse facilmente a través de agujas finas, a la vez que tienen propiedades reoldgicas
viscoelasticas deseables (G'y Tand).
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REIVINDICACIONES

Una composicion inyectable de relleno de tejidos blandos en forma de gel, que comprende heparosano y acido
hialurénico (HA), o una de sus sales, reticulada con 1,4-butanodiol diglicidil éter (BDDE) para formar una matriz
reticulada de HA-heparosano.

Una composicion inyectable de relleno de tejidos blandos en forma de gel, que comprende una mezcla de (i)
un gel preformado de acido hialurénico (HA), o una de sus sales, reticulado con BDDE vy (ii) un gel preformado
de heparosano, o una de sus sales, reticulado con BDDE.

La composicion inyectable de relleno de tejidos blandos de la reivindicaciéon 1, que comprende una matriz de
acido hialurénico (HA)-heparosano doblemente reticulada preparada:

(a) reticulando con BDDE el heparosano, o una de sus sales, para formar un gel de heparosano reticulado,
mezclando HA, o una de sus sales, con el gel de heparosano reticulado, y reticulando con BDDE el HA,
o0 una de sus sales, y el gel de heparosano reticulado para obtener dicha matriz de HA-heparosano
doblemente reticulada, o

(b) reticulando con BDDE el AH, o una de sus sales, para formar un gel de HA reticulado, mezclando
heparosano, o una de sus sales, con el gel de HA reticulado, y reticulando con BDDE el heparosano, o
una de sus sales, y el gel de HA reticulado para obtener dicha matriz de HA-heparosano doblemente
reticulada.

La composicion inyectable de relleno de tejidos blandos de la reivindicacion 1, que comprende una matriz de
acido hialurénico (HA)-heparosano triplemente reticulada preparada reticulando con BDDE el heparosano, o
una de sus sales, para formar un gel de heparosano reticulado, reticulando con BDDE el HA, o una de sus
sales, para formar un gel de HA reticulado, mezclando el gel de heparosano reticulado con el gel de HA
reticulado y reticulando con BDDE la mezcla del gel de heparosano reticulado y el gel de HA reticulado para
obtener dicha matriz de HA-heparosano triplemente reticulada.

La composicion inyectable de relleno de tejidos blandos de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde
la proporcién en peso de heparosano respecto de HA en dicha matriz reticulada de HA-heparosano es de 1:99
a 99:1, por ejemplo, de 50:50 a 99:1, y/o en donde la matriz reticulada de HA-heparosano tiene un grado de
modificacion, expresado como la proporciéon de la suma de los reticuladores de BDDE mono y doblemente
unidos respecto de la suma de las unidades de disacarido de HA y heparosano, del 0,5% al 25%.

La composicion inyectable de relleno de tejidos blandos de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde
el heparosano tiene un peso molecular de 0,5 x 10% Da a 6,8 x 108 Da, y/o el HA tiene un peso molecular de
1,0 x 10% Da a 5,0 x 10° Da, y/o en donde el HA comprende un primer HA que tiene un primer peso molecular
en el rango de aproximadamente 1,0 x 10° Da a menos de 1,0 x 108 Da y un segundo HA que tiene un segundo
peso molecular en el rango de 1,0 x 108 Da a 5,0 x 10° Da, y/o el heparosano comprende un primer heparosano
que tiene un primer peso molecular en el rango de 1,0 x 10° Da y 9,0 x 10° Da y un segundo heparosano que
tiene un segundo peso molecular en el rango de 1,0 x 10% a 3,0 x 108 Da.

La composicion inyectable de relleno de tejidos blandos de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que
comprende ademas HA no reticulado y/o heparosano no reticulado, en donde dicho HA no reticulado tiene, por
ejemplo, un peso molecular de 3,0 x 10° Da a 3,0 x 108 Da, y/o en donde dicho heparosano no reticulado tiene,
por ejemplo, un peso molecular de 1,0 x 10% Da a 6,8 x 10° Da, y/o en donde la cantidad total de dicho HA no
reticulado y/o dicho heparosano no reticulado es del 1% en peso al 50% en peso, basado en el peso total de
los polimeros de heparosano y HA reticulados y no reticulados presentes en la composicion inyectable de
relleno de tejidos blandos.

La composicion inyectable de relleno de tejidos blandos de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde
la concentracion total de polimeros de heparosano reticulado y no reticulado y de HA reticulado y no reticulado
presentes en la composicion inyectable de relleno de tejidos blandos es de 10 mg/ml a 35 mg/ml, y/o en donde
la composicién comprende ademas uno o mas polisacaridos distintos de HA y heparosano, por ejemplo, en
una cantidad inferior al 10% en peso, basado en el peso total de todos los polisacaridos de la composicion
inyectable de relleno de tejidos blandos, y dicho o dichos otros polisacaridos se seleccionan, por ejemplo, del
grupo que consiste en sulfato de condroitina, queratano, sulfato de queratano, heparina, sulfato de heparina,
celulosa y sus derivados, quitosano, carragenano, xantano y alginato, o una de sus sales.

La composicion inyectable de relleno de tejidos blandos de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde
la composicion de relleno inyectable de tejidos blandos no contiene otro polimero no reticulado que el HA no
reticulado, o en donde la composicion de relleno inyectable de tejidos blandos no contiene polimeros no
reticulados, o en donde la composicién de relleno inyectable de tejidos blandos no contiene ningin polimero
no reticulado ni reticulado distinto de HA y heparosano.

La composicion inyectable de relleno de tejidos blandos de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde
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la composicién comprende ademas particulas que tienen un tamafio de particula promedio de 1 um a 1000 um,
en donde las particulas son, por ejemplo, particulas ceramicas, en especial particulas de hidroxiapatita de
calcio, y en donde las particulas ceramicas, por ejemplo, estan contenidas en la composicion inyectable de
relleno de tejidos blandos en una cantidad del 5% en peso al 60% en peso, y/o en donde la composicion
comprende ademas al menos una sustancia activa, por ejemplo, un agente anestésico, particularmente
lidocaina, mas particularmente lidocaina en una cantidad del 0,05% en peso al 5,0 % en peso, basado en el
peso total de la composicion inyectable de relleno de tejidos blandos, y/o en donde la composicion comprende
ademas uno o mas compuestos seleccionados del grupo que consiste en polioles, vitaminas, aminoacidos,
metales y minerales.

La composicion inyectable de relleno de tejidos blandos de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde
el médulo elastico G' a una frecuencia de cruce (f) de 1 Hz es de 20 Pa a 1000 Pa, para composiciones de
relleno sin particulas, y de 400 Pa a 5000 Pa para composiciones de relleno con particulas, y/o en donde la
fuerza de inyeccion, medida a través de una aguja de 27G’2 a una velocidad de 12,5 mm/min usando una
jeringa estandar, es de aproximadamente 10 N a 35 N, y/o en donde la osmolalidad esta en el rango de 200
mOsmol/l a 400 mOsmol/l, y/o en donde el pH esta entre 6,5y 7,5.

Un kit que comprende una jeringa que contiene un relleno de tejidos blandos inyectable segun cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 11.

Un proceso para la preparacion de una composicion inyectable de relleno de tejidos blandos segun la
reivindicacion 1 o cualquiera de las reivindicaciones 5 a 11, con tal de que dependa de la reivindicacién 1, que
comprende las siguientes etapas:

(a) proporcionar una mezcla acuosa que comprende acido hialurénico (HA), heparosano y 1,4-butanodiol
diglicidil éter (BDDE), y

(b) reticular la mezcla de (a) usando BDDE como agente reticulador para obtener una matriz de HA-
heparosano reticulada; o

un proceso para la preparacion de una composicion inyectable de relleno de tejidos blandos segun la
reivindicacion 2 o cualquiera de las reivindicaciones 5 a 11, con tal de que dependa de la reivindicacién 2, que
comprende las siguientes etapas:

(i) proporcionar una mezcla acuosa que comprende acido hialurénico (HA), o una de sus sales, y 1,4-
butanodiol diglicidil éter (BDDE),

(ii) reticular la mezcla de (i) usando BDDE como agente reticulador para obtener un gel de HA reticulado,

(iii) proporcionar una mezcla acuosa que comprende heparosano, o una de sus sales, y 1,4-butanodiol
diglicidil éter (BDDE),

(iv) reticular la mezcla de (iii) usando BDDE como agente reticulador para obtener un gel de heparosano
reticulado, y
(v) mezclar el gel de HA reticulado de la etapa (ii) y el gel de heparosano reticulado de la etapa (iv); o

un proceso para la preparacion de una composicion inyectable de relleno de tejidos blandos segun la
reivindicacion 3 o cualquiera de las reivindicaciones 5 a 11, con tal de que dependa de la reivindicacién 3, que
comprende las siguientes etapas:

(@")  proporcionar una mezcla acuosa que comprende heparosano, o una de sus sales, y 1,4-butanodiol
diglicidil éter (BDDE),

(b")  reticular la mezcla de (a') usando BDDE como agente reticulador para obtener un gel de heparosano
reticulado,

(c) mezclar HA, o una de sus sales, y, opcionalmente, BDDE con el gel de heparosano reticulado, y

(d)  reticular la mezcla de (c') usando BDDE como agente reticulador para obtener una matriz de HA-
heparosano doblemente reticulada,

0 que comprende las siguientes etapas:

(@") proporcionar una mezcla acuosa que comprende HA, o una de sus sales, y 1,4-butanodiol diglicidil éter
(BDDE),

(b")  reticular la mezcla de (a") usando BDDE como agente reticulador para obtener un gel de HA reticulado,

(c")  mezclar heparosano, o una de sus sales, y, opcionalmente, BDDE con el gel de HA reticulado, y
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(d") reticular la mezcla de (c") usando BDDE como agente de reticulacion para obtener una matriz de HA-
heparosano doblemente reticulada; o

un proceso para la preparacion de una composicion inyectable de relleno de tejidos blandos de acuerdo con la
reivindicacion 4 o cualquiera de las reivindicaciones 5 a 11, con tal de que dependa de la reivindicacién 4, que
5 comprende las siguientes etapas:

(1) proporcionar una mezcla acuosa que comprende HA, o una de sus sales, y 1,4 butanodiol diglicidil éter
(BDDE),

(2) reticular la mezcla de (1) usando BDDE como agente reticulador para obtener un gel de HA reticulado,

(3) proporcionar una mezcla acuosa que comprende heparosano, o una de sus sales, y 1,4 butanodiol
10 diglicidil éter (BDDE),

(4) reticular la mezcla de (3) usando BDDE como agente reticulador para obtener un gel de heparosano
reticulado,

(5) mezclar el gel de HA reticulado de (2) y el gel de heparosano reticulado de (4) y, opcionalmente, BDDE y

(6) reticular la mezcla de (5) usando BDDE como agente reticulador para obtener una matriz de HA-
15 heparosano triplemente reticulada.

14. Una composicion inyectable de relleno de tejidos blandos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1
a 11, o del kit de acuerdo con la reivindicacién 12, para el uso en la sustitucién o el relleno de un tejido biolégico
o en el aumento del volumen de un tejido bioldgico.
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