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DESCRIPCION
Composicion médica y cosmética biodegradable reabsorbible
Campo de la invencion

[0001] La presente invencion se refiere al campo de las composiciones médicas y cosméticas biodegradables
reabsorbibles.

Estado de la técnica

[0002] Con el aumento de la edad y/o a consecuencia de determinadas enfermedades, los tejidos blandos del
cuerpo, incluidos el musculo, la piel y la grasa, pueden reducirse, afectando a la apariencia y/o disminuyendo la
funcién. Por ejemplo, los musculos del esfinter que controlan muchas de las funciones auténomas del cuerpo, tales
como el control de la funcién de la vejiga y el reflujo gastrico, disminuyen con la edad y la enfermedad. Ya se han
desarrollado varios compuestos de relleno médicos y cosméticos (denominados también compuestos de aumento
de tejido o compuestos de correccion de tejido). Los productos de relleno de origen de animal, como el colageno
bovino inyectable, tienen varios inconvenientes relativos principalmente al riesgo de alergia y la amenaza de
enfermedades como la enfermedad de Kreutzfeld Jacob. Como una alternativa al colageno bovino inyectable, se
han desarrollado otros implantes de relleno que comprenden una suspensién o emulsion de particulas hechas de
acido lactico polimérico y/o unidades de repeticion de acido glicélico (US 2003/093157 y WO 98/56431). Otros
productos de relleno estan basados, por ejemplo, en poli-e-caprolactona (PCL) (W02009/014441) o acido
hialurénico (HA) (Wang et al, 2007).

[0003] Una caracteristica clave de un producto de relleno dérmico de larga duracion y eficaz es que induce una
respuesta a un cuerpo extrafio en una medida que da como resultado la sintesis de novo de colageno,
preferiblemente colageno de tipo Ill, y ademas preferiblemente, en ultima instancia, colageno de tipo I. De hecho,
pero sin pretender imponer ninguna teoria, la respuesta ideal a un cuerpo extrafio a un producto de relleno dérmico
de larga duracion esta limitada a la sintesis de novo de colageno, preferiblemente colageno de tipo Ill y mas
preferiblemente también y en ultima instancia colageno de tipo |, ademas de la reabsorcion del producto; la
formacién de colageno deberia ser el resultado de una respuesta normal a un cuerpo extrafio y la reorganizacion
y cicatrizacion del tejido. Una respuesta a un cuerpo extrafio demasiado fuerte al producto de relleno y/o cualquier
compuesto del mismo puede dar como resultado una inflamacién grave, la formacion de nédulos y otros efectos
no deseados.

[0004] Los productos de relleno de la técnica anterior tienen varios inconvenientes. La reabsorcion in vivo de HA
lineal no reticulado es bastante rapida, ya que se reabsorbe tipicamente dentro de unos pocos dias o semanas.
Para aumentar el tiempo de reabsorcion, el HA requiere una reticulacion quimica. Sin embargo, un reticulante
quimico puede ser toxico, y cantidades residuales de reticulante estan presentes en el HA reticulado inyectado que
se usa para el aumento de tejido. Ademas, la degradacion de HA da como resultado la formacion de productos
acidos que pueden inducir y/o potenciar la respuesta inflamatoria. De manera importante, no hay evidencia de que
los productos de relleno de HA estimulen la sintesis de novo y la produccion de cantidades significativas de
cualquier tipo de colageno que, después de la reabsorcion completa del producto, reemplazara la pérdida de
volumen que proporciona un efecto de larga duracién sostenido del producto de relleno.

[0005] Un estudio (Wang et al, 2007) ha confirmado que el HA reticulado no induce por si mismo la produccién de
colageno. Aunque se observaron pequefios depésitos de coldgeno alrededor del producto de relleno de HA
después de la inyeccidon en piel fotodafiada del antebrazo, se considera que esto es debido al estiramiento
mecanico de los fibroblastos de la piel, como resultado de la inyeccién de producto y no debido al producto de HA
o cualquier componente del mismo.

[0006] Los productos de relleno dérmicos hechos con polimeros sintéticos tales como PCL, acido poliglicélico
(PGA), acido poli(L-lactico) (PLLA) también tienen inconvenientes. Ante todo, estos polimeros se degradan
esencialmente a través de la erosion en masa, y como el HA, su degradacién da como resultado la formacion
inevitable de productos acidos. Ademas, estos polimeros son de estructura semicristalina, es decir, contienen tanto
regiones amorfas como cristalinas, y las regiones amorfas de los polimeros se degradan antes que las areas
cristalinas. Como resultado, las particulas cristalinas que (tras la degradacion) permanecen en el tejido circundante
pueden cambiar el perfil de biocompatibilidad del producto; su morfologia y forma pueden irritar mas tarde el tejido
y causar inflamacioén. Por ejemplo, se ha descubierto para el PLLA que, cerca del sitio del implante original, se
formaron particulas estables de alta cristalinidad tras la degradacion, lo que parece estar relacionado con una
inflamacion subcutanea en los pacientes tres afios después de la operacion. Por lo tanto, se prefiere un compuesto
completamente amorfo o no cristalino para el aumento de tejido.

[0007] La US2008107744 divulga implantes de tejido inyectable que comprenden microparticulas de poli(glicélido-
co-carbonato de trimetileno), carbonato de politrimetileno o poli(gliclido-co-carbonato de trimetileno-co-
dioxanona) suspendido en un portador.
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[0008] Por consiguiente, hay una necesidad de un producto de relleno sintético mejorado que se reabsorbe
esencialmente a través de un mecanismo de erosion superficial; que no requiere reticulacion a través de
compuestos quimicos téxicos; que se reabsorbe por un proceso que no libera productos derivados acidos;
preferiblemente tiene un tiempo de reabsorcion ajustable y, de manera importante, induce una respuesta a un
cuerpo extrafio apropiada con sintesis de novo de colageno, preferiblemente de tipo lll y mas preferiblemente
también y en ultima instancia de tipo | sin efectos secundarios indeseables.

Resumen de la invencion
[0009] La invencioén proporciona una composicion reabsorbible in vivo como se define en la reivindicacion 1.

[0010] La invencion provee ademas para el uso de una composicion reabsorbible in vivo segun la invencién para
la preparacion de un medicamento para tratar una anomalia o desfiguracion de la piel, para controlar la funcion de
la vejiga, para controlar el reflujo gastrico, para tratar la disfuncién eréctil y/o la eyaculacion precoz, para tratar las
cuerdas vocales y/o para el tratamiento de enfermedades de las articulaciones y del cartilago. La invencion provee
ademas para el uso de una composicion reabsorbible in vivo segun la invencién para el tratamiento de una
anomalia o desfiguracion de la piel, para controlar la funcién de la vejiga, para controlar el reflujo gastrico, para
tratar la disfuncion eréctil y/o la eyaculacion precoz, para tratar las cuerdas vocales y/o para el tratamiento de las
enfermedades de las articulaciones y del cartilago.

[0011] La divulgacion se refiere a un método para tratar una anomalia o desfiguracion de la piel, controlar la funcion
de la vejiga, controlar el reflujo gastrico, tratar la disfuncion eréctil y/o la eyaculacion precoz, tratar las cuerdas
vocales, y/o tratar las enfermedades de las articulaciones y el cartilago que comprende la administracion de una
composicion reabsorbible in vivo segun la invencion.

[0012] La divulgacion se refiere ademas al uso de una composicion reabsorbible in vivo segun la invencién en una
aplicacién cosmética o estética, preferiblemente una aplicacion para el aumento de tejido, mas preferiblemente
una aplicacién como un implante dérmico o relleno dérmico.

Descripcion detallada de la invencion

[0013] Los inventores han llegado a un compuesto que tiene sorprendentemente todas las caracteristicas
requeridas; dicho compuesto es poli(1,3-trimetileno carbonato) (PTMC). Cuando se compara con el HA, el PTMC
produce una mejor estimulacioén y sintesis de colageno, como se observa ya después de cuatro semanas (véanse
los ejemplos incluidos a continuacion), creando un efecto mas duradero. En vista de otros productos de relleno
sintéticos, el PTMC es un compuesto amorfo, no cristalino que se degrada enzimaticamente durante la reabsorcion.
En consecuencia, la reabsorcion de PTMC implica un comportamiento de degradacién que erosiona la superficie
por el cual no se forma ningun producto acido.

[0014] Los polimeros a base de PTMC y carbonato de trimetileno (TMC) se han investigado extensamente por su
potencial uso en varias aplicaciones biomédicas. Por ejemplo, el PTMC se usa en la preparacion de dispositivos
ortopédicos biorreabsorbibles y otros implantes de refuerzo de tejidos, barreras abdominales antiadherencia,
andamios para la ingenieria tisular 6sea o la regeneracién guiada de los nervios, recubrimiento de stents e injertos
para aplicaciones cardiovasculares. En estas aplicaciones, el PTMC se mezcla a menudo con otros polimeros
biorreabsorbibles sintéticos tal como PGA y PEG o solo PGA o el monémero TMC se copolimeriza con los
monomeros correspondientes de los polimeros biorreabsorbibles. Gui et al (2010), por ejemplo, se refiere al
desarrollo de un andamio de polimero biodegradable para la ingenieria tisular vascular compuesto principalmente
por PGA, donde se afiadieron PTMC y PEG para modular el comportamiento de degradacion. La aplicacion en Gui
et al no es una aplicacién intradérmica, dérmica o subcutanea y, de manera importante, no hay ninguna sugerencia
de que el PTMC pueda inducir la sintesis de novo de colageno, menos aun ya después de cuatro semanas.
Ademas, el copolimero en Gui et al comprende el polimero de PGA semicristalino, que, durante la reabsorcion, da
como resultado la produccion de acido. Mukherjee et al (2009) se refiere a un andamio bioabsorbible para el
crecimiento de células condrogénicas en la ingenieria tisular de cartilago donde el PGA se usé como polimero
basico al que se le afiadi6 PTMC. Esta no es una aplicaciéon intradérmica, dérmica o subcutanea, y no hay
sugerencia de que el PTMC pueda inducir la sintesis de novo de colageno, menos aun ya después de cuatro
semanas. Ademas, el copolimero en Mukherjee et al comprende el PGA semicristalino, que durante la reabsorcion
da como resultado la produccién de acido. Bat et al (2010) se refiere a la investigacion de la degradacion in vivo
de peliculas de PTMC, PCL y copolimeros después de la implantaciéon subcutanea. De manera importante, no se
hallé ninguna evidencia de que el PTMC pueda inducir la sintesis de novo de colageno, menos aln ya después de
cuatro semanas.

[0015] Por consiguiente, la invencion proporciona una composicion reabsorbible in vivo que comprende un
polimero de poli(1,3-trimetileno carbonato) (PTMC) y un portador de gel reabsorbible, donde el portador de gel es
un gel polisacarido acuoso.
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[0016] Se hace referencia en la presente a dicha composicion como una composicién segun la invencién. El término
reabsorbible y su sinénimo biodegradable tiene en la presente su significado como se conoce en el campo y
tipicamente significa que la composiciéon segun la invencién se degradara in vivo, es decir, en el cuerpo de un
vertebrado, preferiblemente un mamifero. Preferiblemente, los términos biodegradabilidad y reabsorbilidad de la
composicion segun la invencion se interpretan en vista del PTMC, ya que este tipicamente tiene un tiempo de
biodegradabilidad y reabsorbilidad (tiempo de reabsorcion) in vivo mas largo que el portador de gel.
Preferiblemente, el portador de gel reabsorbible comprende la caracteristica viscoelastica de comportamiento
pseudoplastico. Por consiguiente, la composicion segun la invencion comprende preferiblemente la caracteristica
viscoelastica de comportamiento pseudoplastico. El término reolégico comportamiento pseudoplastico tiene en la
presente su significado como se conoce en el campo y significa tipicamente el comportamiento no newtoniano de
fluidos cuya viscosidad se reduce bajo deformacién por esfuerzo cortante. La deformacién por esfuerzo cortante
se define en la presente como un esfuerzo que es paralelo a un elemento, a diferencia de un esfuerzo normal que
es perpendicular a un elemento.

[0017] EI portador de gel es un portador de gel polisacérido y comprende o esta compuesto de un polisacarido
(también denominado intensificador de la viscosidad) seleccionado del grupo que consiste en un polisacarido
derivado de la celulosa, un almidén, una quitina, un quitosano, un acido hialurénico, un polisacarido modificado
hidrofébicamente, un alginato, un carragenano, un agar, una agarosa, un complejo intramolecular de un
polisacarido, un oligosacarido, un polisacarido macrociclico y una mezcla de los mismos. Mas preferiblemente, el
portador de gel polisacarido comprende o esta compuesto de un polisacarido derivado de la celulosa, seleccionado
preferiblemente del grupo que consiste en carboximetilcelulosa, carboximetilcelulosa sddica, metilcelulosa de agar,
hidroxipropilmetilcelulosa, etilcelulosa, celulosa microcristalina, celulosa oxidada y una mezcla de las mismas;
incluso mas preferiblemente el portador de gel polisacarido reabsorbible comprende o esta compuesto de
carboximetilcelulosa sbdica. La persona experta en la materia comprendera que otros agentes pueden estar
presentes en el portador de gel, tal como, pero de forma no limitativa, (i) un intensificador de densidad que puede,
por ejemplo, ser seleccionado del grupo que consiste en sorbitol, manitol y fructosa; otros agentes de densidad
adecuados pueden también ser usados, (i) un agente humectante de tonicidad tal como un polisorbato (por
ejemplo Tween 20, 40, 60 u 80); otros agentes humectantes de tonicidad adecuados también pueden ser usados.
Un portador de gel reabsorbible segun la invencion puede incluir cantidades variables de un intensificador de
densidad y/o un intensificador de humectacion de tonicidad.

[0018] La composicion segun la invencién se puede almacenar en un recipiente en forma de una suspension estéril.
Preferiblemente, un recipiente es una jeringa precargada lista para usar. La composicién puede, en una forma de
realizacion, ser liofilizada y reconstituida de manera extemporanea para preparaciones inyectables.
Alternativamente, un recipiente puede ser un frasco. Aqui también, en cuanto a una jeringa, un frasco puede
contener la composicidon segun la invencién lista para ser usada. El agua usada para reconstituir de manera
extemporanea el gel en una jeringa o en un frasco puede ser agua destilada, agua destilada doble, agua
esterilizada o PBS (solucion salina tamponada con fosfato). Por consiguiente, la invencion también proporciona un
recipiente, preferiblemente una jeringa lista para usar, que comprende la composicién segun la invencién. Un
portador de gel reabsorbible segun la invenciéon puede comprender ademas un componente seleccionado del grupo
que consiste en un crioprotector y un agente tampén. Un agente crioprotector es un producto quimico que inhibe
o reduce la formacién de cristales de hielo daininos en tejidos biolégicos durante el enfriamiento. Los agentes
crioprotectores adecuados incluyen, pero de forma no limitativa, azicares y carbohidratos, tal como D-manitol,
lactosa, sacarosa, fructosa, sorbitol y dextrano, de los cuales se prefiere el D-manitol. La concentracién de un
crioprotector en el portador del gel puede variar dependiendo de la aplicacion destinada y la identidad del
crioprotector elegido. Un agente tampon es un compuesto quimico o compuestos que se afiade(n) a una solucion
para permitir a esa solucidn que resista a los cambios en el pH como resultado de la dilucién o pequefias adiciones
de acidos o bases. Los sistemas de tampon eficaces emplean soluciones que contienen concentraciones grandes
y aproximadamente iguales de un par acido-base conjugado (o agentes tampodn). Un agente tampdn empleado en
la presente puede ser cualquier o cualesquiera compuesto(s) quimico(s) tal(es) que sea(n) farmacéuticamente
aceptable(s), incluidos, pero de forma no limitativa, sales (acidos y/o bases conjugados) de fosfatos y citratos.
Preferiblemente, el portador de gel polisacarido reabsorbible comprende suero salino tamponado con fosfato
(PBS).

[0019] En la composicién segun la invencion, el PTMC puede ser cualquier PTMC conocido por la persona experta
en la materia. Preferiblemente, el PTMC es un homopolimero, un polimero lineal, un polimero ramificado, un
copolimero, un terpolimero, una mezcla o compuesto de diferentes tipos de homo/co/terpolimeros, o un polimero
reticulado. Una mezcla de polimeros segun la invencidon que comprende PTMC comprende ademas
preferiblemente un polimero seleccionado del grupo que consiste en PCL, PGA, PLLA, PEG, PVA y PVP. La
reticulacién se puede realizar usando cualquier método conocido por la persona experta en la materia, tal como,
pero de forma no limitativa, reticulacion quimica, reticulacion térmica y reticulacion por radiacion; se prefiere la
reticulacion no quimica (por ejemplo la reticulacion por radiaciéon o por calor sin adicion de ningun agente de
reticulacion quimico), ya que los productos quimicos usados para la reticulacion pueden ser toxicos.
Preferiblemente, el PTMC tiene un peso molecular medio en numero (Mn) de 500 a >500.000 g/mol,
preferiblemente de 500 a 600.000 g/mol, mas preferiblemente de 500 a 500.000 g/mol, mas preferiblemente de
100.000 a 350.000 g/mol o de 50.000 a 600.000 g/mol, tal como 50.000, 100.000, 125.000, 150.000, 165.000,
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185.000 200.000, 225.000, 250.000, 265.000, 285.000, 300.000, 325.000, 350.000, 365.000, 385.000, 400.000,
425.00, 450.000, 465.000, 485.000, 490.000, 500.000, 525.000, 550.000, 565.000, 585.000 y 600.000 g/mol.
También se prefieren los rangos de peso molecular promedio en nimero (Mn), tal como un peso molecular bajo
de entre 100.000 y 200.000 g/mol, un peso molecular medio de 200.000 a 300.000 g/mol y un peso molecular alto
de 300.000 y 600.000 g/mol. La persona experta en la materia comprendera que el peso molecular medio en
numero (Mn) de un polimero no es exacto como las cifras que normalmente se presentan; asi, las cifras de Mn
pueden interpretarse como 'aproximadamente' el peso molecular medio en nimero (Mn), es decir, el valor £10%.
Por consiguiente, preferiblemente, el PTMC tiene un peso molecular medio en nimero (Mn) de aproximadamente
500 a > aproximadamente 500.000 g/mol, preferiblemente de aproximadamente 500 a aproximadamente 600.000
g/mol, mas preferiblemente de aproximadamente 500 a aproximadamente 500.000 g/mol, mas preferiblemente de
aproximadamente 100.000 a aproximadamente 350.000 g/mol o de aproximadamente 50.000 a aproximadamente
600.000 g/mol, tal como aproximadamente 50.000, aproximadamente 100.000, aproximadamente 125.000,
aproximadamente 150.000, aproximadamente 165.000, aproximadamente 185.000, aproximadamente 200.000,
aproximadamente 225.000, aproximadamente 250.000, aproximadamente 265.000, aproximadamente 285.000,
aproximadamente 300.000, aproximadamente 325.000, aproximadamente 350.000, aproximadamente 365.000,
aproximadamente 385.000, aproximadamente 400.000, aproximadamente 425.000, aproximadamente 450.000,
aproximadamente 465.000, aproximadamente 485.000, aproximadamente 490.000, aproximadamente 500.000,
aproximadamente 525.000, aproximadamente 550.000, aproximadamente 565.000, aproximadamente 585.000 y
aproximadamente 600.000 g/mol. También se prefieren los rangos de peso molecular medio en nimero (Mn), tal
como un peso molecular bajo de entre aproximadamente 100.000 y aproximadamente 200.000, un peso molecular
medio de aproximadamente 200.000 a aproximadamente 300.000 y un peso molecular alto de aproximadamente
300.000 y 600.000. Preferiblemente, la cantidad de PTMC en vista de polimero sintético total es al menos un 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90% o al menos un 95%. Mas preferiblemente, la cantidad de
PTMC en vista de polimero sintético total es del 100%.

[0020] En la composiciéon segun la invencion, el PTMC puede estar en cualquier forma conocida por la persona
experta en la materia. Preferiblemente, el PTMC esta en forma de una particula, tal como una nanoparticula y una
microparticula; preferiblemente, en forma de microparticula (también denominada "microesfera"). Tal particula de
PTMC comprende preferiblemente al menos un 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90% o
al menos un 95% de PTMC. Mas preferiblemente, la particula de PTMC consiste esencialmente en PTMC o
consiste en un 100% de PTMC.

[0021] Las microparticulas segun la invencion tienen las caracteristicas siguientes:
i) un diametro en el rango entre 1 y 200 ym, mas preferiblemente entre 5 y 200 ym, mas preferiblemente
entre 20 y 200 um, aun mas preferiblemente entre 20 y 150 ym, aun mas preferiblemente entre 30 y 90 pm,
aun mas preferiblemente entre 25 y 75 pym, adn mas preferiblemente entre 38 y 75 pm, adn mas
preferiblemente entre 25 y 50 ym. Un rango de diametro mas preferido es 40 pm £10% o + 20%, tal como un
didmetro en el rango entre 32 y 48 um.
ii) densidad, forma y contenido homogéneos, en toda la microparticula,
iii) forma esférica (esencialmente redonda) y suavidad de superficie y
iv) microesferas esencialmente esféricas.

[0022] La morfologia de las microparticulas puede ser evaluada usando métodos conocidos en la técnica, por
ejemplo usando microscopia Optica o usando microscopia electronica de barrido (looss et al, 2001, que se
incorpora en la presente por referencia).

[0023] Las microparticulas se pueden producir usando métodos conocidos en la técnica, tales como, por ejemplo,
los métodos divulgados en looss et al (2001) y Chen et al (2000). EIl PTMC puede disolverse en un solvente
organico tal como diclorometano (DCM). Después de la formacion de las microparticulas, tal como por un método
en looss et al, mezclando el PTMC en un solvente organico con un liquido acuoso que comprende un tensioactivo,
el solvente organico se puede eliminar por evaporacion de extraccion. EIl PTMC y/o las microparticulas segun la
invencion se pueden reticular durante o después de la produccion usando métodos conocidos por la persona
experta en la materia, como se ha descrito aqui anteriormente.

[0024] La composicidon segun la invencion puede comprender cantidades variables de PTMC, preferiblemente
microparticulas, en funcién de la aplicacién pretendida. En la composicion segun la invencion, el PTMC (las
microparticulas) esta(n) preferiblemente presente(s) en una concentracion de aproximadamente 1 a
aproximadamente 40 por ciento en volumen (v/v). Ain mas preferiblemente, el PTMC (las microparticulas) esta(n)
presente(s) en una concentracion de aproximadamente 10 a aproximadamente 30 por ciento en volumen (v/v) o
de un 10 a un 30 por ciento en volumen (v/v). Aun mas preferiblemente, el PTMC (las microparticulas) esta(n)
presente(s) en una concentracion de aproximadamente 10 a aproximadamente 40 por ciento en volumen (v/v), de
aproximadamente 20 a aproximadamente 40 por ciento en volumen (v/v) o de aproximadamente 30 a
aproximadamente 40 por ciento en volumen (v/v). Ain mas preferiblemente, el PTMC (las microparticulas) esta(n)
presente(s) en una concentracion de aproximadamente un 30 por ciento en volumen (v/v).
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[0025] En la composicién segun la invencion, el PTMC (las microparticulas) esta(n) preferiblemente presente(s) en
una concentracion de un 1 a un 40 por ciento en volumen (v/v). AiUn mas preferiblemente, el PTMC (las
microparticulas) esta(n) presente(s) en una concentracion de 10 a 30 por ciento en volumen (v/v) o de un 10 a un
30 por ciento en volumen (v/v). AUn mas preferiblemente, el PTMC (las microparticulas) esta(n) presente(s) en una
concentracion de un 10 a un 40 por ciento en volumen (v/v), de un 20 a un 40 por ciento en volumen (v/v) o de un
30 a un 40 por ciento en volumen (v/v). Aun mas preferiblemente, el PTMC (las microparticulas) esta(n) presente(s)
en una concentracion de un 30 por ciento en volumen (v/v).

[0026] En la composicidon segun la invencién, el material portador de gel esta presente en una concentracién de
aproximadamente un 0,2 a aproximadamente un 20 por ciento en peso (p/p). Mas preferiblemente, el material
portador de gel esta presente en una concentracion de un 0,2 a un 20 por ciento en peso. Ain mas preferiblemente,
el material portador de gel esta presente en una concentracién de aproximadamente un 1 a aproximadamente un
5 por ciento en peso; aun mas preferiblemente, el material portador de gel esta presente en una concentracion de
un 1 a un 5 por ciento en peso. Preferiblemente, esta presente al menos aproximadamente un 0,2, 0,3, 0,4, 0,5,
0,6,0,7,0,8,0,9,1,0,1,2,1,4,1,6, 1,8, 2,0,2,2,24, 26, 2,8, 3,0, 3,1, 3,2, 3,3, 3,4, 3,5, 3,6, 3,7, 3,8, 3,9, 4,0, 4,1,
4,2,43,4,4,4,5,4,6,4,7, 4,8, 4,9 0 5 por ciento en peso del material portador de gel y como mucho esta presente
aproximadamente un 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13,12, 11,10,9,8,7,6,5,4,9,4,8,4,7,4,6,4,5,4,4,4,3,4,2, 41,
4,0, 3,9, 3,8, 3,7, 3,6, 3,5, 3,4, 3,3, 3,2, 3,1, 3,0, 2,8, 2,6, 24, 2,2, 2,0, 1,8, 1,6, 1,4, 1,2, 1,0, 0,9, 0,8, 0,7, 0,6, 0,5,
0,4 0 0,3 por ciento en peso. Mas preferiblemente, al menos esta presente un 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9,
1,0,1,2,1,4,1,6, 1,8, 2,0, 2,2, 2,4, 2,6, 2,8, 3,0, 3,1, 3,2, 3,3, 3,4, 3,5, 3,6, 3,7, 3,8, 3,9, 4,0, 4,1, 4,2, 4,3, 4,4, 4,5,
4.6, 4,7, 4,8, 4,9 o 5 por ciento en peso del material portador de gel y como mucho esta presente un 20, 19, 18,
17, 16, 15, 14, 13, 12, 11,10, 9, 8, 7, 6, 5, 4,8, 4,6, 4,4, 4,2, 4,0, 3,8, 3,6, 3,4, 3,2, 3,0, 2,8, 2,6, 2,4, 2,2, 2,0, 1,8,
1,6, 1,4, 1,2, 1,0, 0,9, 0,8, 0,7, 0,6, 0,5, 0,4 o0 0,3 por ciento en peso. Un rango preferido de material portador de
gel es de aproximadamente un 0,2 a aproximadamente un 8 por ciento en peso, un rango mas preferido es de
aproximadamente un 0,4 a aproximadamente un 7 por ciento en peso, un rango mas preferido es de
aproximadamente un 0,5 a aproximadamente un 6 por ciento en peso, un rango mas preferido es de
aproximadamente un 0,6 a aproximadamente un 5 por ciento en peso, un rango mas preferido es de
aproximadamente un 1 a aproximadamente un 5 por ciento en peso. Un rango preferido de polisacarido
reabsorbible del portador de gel es de un 0,2 a un 8 por ciento en peso, un rango mas preferido es de un 0,4 a un
7 por ciento en peso, un rango mas preferido es de un 0,5 a un 6 por ciento en peso, un rango mas preferido es
de un 0,6 a un 5 por ciento en peso, un rango mas preferido es de un 1 a un 5 por ciento en peso. Un rango
preferido de portador de gel es de un 0,8 a un 5 por ciento en peso, un rango mas preferido es de un 1 a un 4 por
ciento en peso, un rango mas preferido es de un 1,8 a un 4 por ciento en peso, un rango mas preferido es de un 2
a un 4 por ciento en peso, un rango mas preferido es de un 3 a un 4 por ciento en peso, un rango mas preferido
es de un 3,5 a un 4 por ciento en peso. Preferiblemente, la composicidon segun la invencién tiene una viscosidad
de aproximadamente 5.000 a aproximadamente 5.000.000 mPa.s a temperatura ambiente. La viscosidad se mide
preferiblemente bajo condiciones atmosféricas y a temperatura ambiente, que es de 20 grados Celsius, y la
medicion se realiza preferiblemente con un viscosimetro rotacional (por ejemplo Brookfield Viscometer DV2T)
equipado con un husillo adecuado (por ejemplo la serie LV o T-Bar) para generar un par de fuerzas adecuado
(tipicamente 50-75%) cuando se aplica una velocidad de rotacion de 1 rpm.

[0027] En la composiciéon segun la invencion, un compuesto adicional puede estar presente, preferiblemente un
compuesto activo, preferiblemente un anestésico. Los anestésicos ejemplares incluyen, pero de forma no limitativa,
lidocaina, novocaina, benzocaina, prilocaina, ripivacaina y propofol. Otros medicamentos que se pueden emplear
en una composicion segun la invencién incluyen: un péptido, un agente de regeneracion de tejidos, un antibiético,
un esteroide, fibronectina, una citocina, un factor de crecimiento, un analgésico, un antiséptico, interferén alfa, beta
0 gamma, eritropoyetina, un glucagon, calcitonina, heparina, interleucina-1, interleucina-2, filgrastim, ADNc, ADN,
ARN, una proteina, un péptido, hormona del crecimiento humana (HGH), hormono luteinizante, factor natriurético
auricular, Factor VIII, Factor IX, ARN, un anticuerpo, un quimioterapéutico, hormona foliculoestimulante y
combinaciones de las mismas. El compuesto adicional también puede ser un excipiente, tal excipiente es
preferiblemente de calidad farmacéutica. Un excipiente preferido es glicerol. El glicerol hara que la composicion
sea mas lubrica. Preferiblemente, el glicerol esta presente en una concentracién de aproximadamente un 0,05 a
aproximadamente un 5 por ciento en peso (p/p). Mas preferiblemente, el glicerol esta presente en una
concentracion de aproximadamente un 0,1 a aproximadamente un 4 por ciento en peso, mas preferiblemente en
una concentracion de aproximadamente un 0,2 a aproximadamente un 2 por ciento en peso. Preferiblemente, el
glicerol esta presente en una concentracion de un 0,05 a un 5 por ciento en peso (p/p). Mas preferiblemente, el
glicerol esta presente en una concentracion de un 0,1 a un 4 por ciento en peso, mas preferiblemente en una
concentracion de un 0,2 a un 2 por ciento en peso.

[0028] Preferiblemente, todos los compuestos de la composicion segun la invencién son biocompatibles.
Preferiblemente, la composicion segun la invencién, que comprende un portador de gel reabsorbible
(preferiblemente un gel acuoso) y es una composicion acuosa, se tampona para mantener la composicion a un pH
fisiolégico, es decir, aproximadamente pH 7,4. La persona experta en la materia sabe cdmo tamponar una solucién
y seleccionara el compuesto tampdn apropiado. El compuesto tampén puede ser, pero de manera no limitativa, un
fosfato y/o un citrato.
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[0029] Preferiblemente, la composicion segun la invencion es una composicion farmacéutica, lo que significa que
todos los compuestos y toda la combinacion (es decir, la composicion) es de calidad farmacéutica.

[0030] Alternativamente, o en combinacion con lo anterior, la composicion segun la invencién es una composicién
cosmeética o estética. Esto no excluye que la composicion sea de calidad farmacéutica, sino que significa que es
(también) adecuada para el uso cosmético o estético.

[0031] Preferiblemente, la composicion segun la invencion es adecuada para el aumento de tejido, preferiblemente
tejido blando tal como tejido conjuntivo como tendones, ligamentos, fascia, piel, tejidos fibrosos, grasa vy
membranas sinoviales, preferiblemente un implante o relleno para uso intradérmico, dérmico profundo, subdérmico
o subcutaneo.

[0032] La divulgacion se refiere al uso médico de la composicidon segun la invencion.

[0033] Por consiguiente, la invencidon proporciona una composicion segun la invencién para el uso como un
medicamento, preferiblemente para tratar una anomalia o desfiguracién de la piel, para controlar la funcion de la
vejiga (tratamiento de la deficiencia del esfinter urinario), para controlar el reflujo gastrico (tratamiento de
deficiencia del esfinter pilorico), para tratar la disfuncién eréctil y/o la eyaculacion precoz, para tratar anomalias
congénitas, para rellenar las encias para el tratamiento dental, para tratar las cuerdas vocales y/o para la
lubricacién de articulaciones y cartilagos (tratamiento de la osteoartritis). La divulgacion se refiere ademas al uso
de una composicion segun la invencion para la preparacion de un medicamento para tratar una anomalia o
desfiguracion de la piel, para controlar la funcién de la vejiga (tratamiento de la deficiencia del esfinter urinario),
para controlar el reflujo gastrico (tratamiento de la deficiencia del esfinter pilorico), para tratar la disfuncion eréctil
y/o la eyaculacion precoz, para tratar anomalias congénitas, para rellenar las encias para el tratamiento dental,
para tratar las cuerdas vocales y/o para la lubricacion de articulaciones y cartilagos (tratamiento de la osteoartritis).
La divulgacion se refiere ademas al uso de una composicidon segun la invenciéon para el tratamiento de una
anomalia o desfiguracion de la piel, para controlar la funcién de la vejiga (tratamiento de la deficiencia del esfinter
urinario), para controlar el reflujo gastrico (tratamiento de la deficiencia del esfinter pilérico), para tratar la disfuncion
eréctil y/o la disfuncion eréctil, para tratar anomalias congénitas, para rellenar las encias para el tratamiento dental,
para tratar las cuerdas vocales y/o para la lubricacion de articulaciones y cartilagos (tratamiento de la osteoartritis).
La divulgacion se refiere ademas a un método de tratamiento de una anomalia o desfiguracion de la piel, para
controlar la funcién de la vejiga (tratamiento de la deficiencia del esfinter urinario), para controlar el reflujo gastrico
(tratamiento de la deficiencia del esfinter pilérico), para tratar la disfuncion eréctil y/o la eyaculaciéon precoz, para
tratar anomalias congénitas, para rellenar las encias para el tratamiento dental, para tratar las cuerdas vocales y/o
para la lubricacién de articulaciones y cartilagos (tratamiento de la osteoartritis) que comprende la administracion
de una composicién segun la invencioén a un sujeto, preferiblemente un mamifero, preferiblemente un ser humano.
Un uso médico adicional de la composicion segun la invencion es la sustitucion, el refuerzo, la lubricacion y/o la
regeneracion de cartilago.

[0034] En una forma de realizacion, una composicion segun la invencién se usa como un implante o relleno para
tratar varias deficiencias de los esfinteres tal como la incontinencia urinaria (control de la funcién de la vejiga). La
pérdida de control de la vejiga puede deberse al estrés debido al movimiento fisico (toser, estornudar, hacer
ejercicio) y/o a la urgencia o la pérdida de cantidades grandes en momentos inesperados, incluido el suefio. Todos
los tipos de incontinencias se pueden tratar usando una composicion segun la invencién independientemente de
la edad del paciente. La continencia depende de un depésito flexible y una eficiencia del esfinter que tiene dos
componentes: (i) el musculo liso involuntario en el cuello de la vejiga; y (ii) el misculo esquelético voluntario del
esfinter externo. Por lo tanto, se puede afiadir una composiciéon segun la invencién para localizar la compresion al
musculo esfinteriano o la uretra, reduciendo asi el tamafio del lumen a través de una o mas inyecciones de la
composicion segun la invencion y asi reducir sustancialmente o eliminar la incontinencia urinaria por estrés. En
estos casos, una composicion segun la invencién se puede insertar por inyeccién en el tejido uretral o periuretral.
Asi, un procedimiento tipico implica inyectar una composicién segun la invencién con la ayuda de un citoscopio en
los tejidos alrededor del cuello de la vejiga creando un volumen de tejido aumentado, y la coaptacién posterior del
lumen uretral. Una composicién segun la invencién afiade volumen y ayuda a cerrar la uretra para reducir la
incontinencia por estrés. La inyeccion puede repetirse tipicamente periédicamente para unos resultados 6ptimos.

[0035] En una forma de realizacion, una composicion segun la invencidon se usa como un producto de relleno o
como un implante para controlar el reflujo gastrico (para tratar una deficiencia del esfinter pilérico). La enfermedad
por reflujo gastroesofagico (ERGE) implica la regurgitacion del acido gastrico del estémago y otro contenido en el
esofago o el diafragma. El 70% de los episodios de reflujo ocurren durante las relajaciones espontaneas del esfinter
esofagico inferior, o debido a una relajacion prolongada después de la deglucion. EI 30% ocurren durante periodos
de baja presion del esfinter. El sintoma principal es la acidez estomacal (de 30 a 60 minutos después de las
comidas). Las manifestaciones atipicas de la ERGE incluyen: asma; tos crénica; laringitis; dolor de garganta; y
dolor de pecho no relacionado con el corazén. La ERGE es una enfermedad de por vida que requiere
modificaciones del estilo de vida, asi como la intervencién médica. Por lo tanto, una composicion segun la invencion
se puede inyectar para afadir volumen y localizar la compresion al esfinter esofagico inferior. Asi, un procedimiento
tipico implica inyectar una composicion segun la invencion con la ayuda de un endoscopio en los tejidos alrededor
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del esfinter esofagico inferior creando un volumen de tejido aumentado, y la coaptacion posterior, normalizando la
presion del esfinter. Una composicién segun la invencion afiade volumen y ayuda a cerrar el esfinter para reducir
el reflujo. La inyeccion se puede repetir anualmente para unos resultados 6ptimos. Una composiciéon segun la
invencion se puede inyectar usando anestesia local.

[0036] En una forma de realizacion, una composicion segun la invencion se usa como un producto de relleno o
como un implante para tratar la disfuncion eréctil (DE) que puede afectar a hombres de todas las edades. Una
composicion segun la invencion se puede usar para tratar la DE. Un procedimiento tipico implica la inyeccion de
una composicién segun la invencion directamente en la fascia profunda a lo largo de toda la longitud del cuerpo
cavernoso.

[0037] En una forma de realizacion, una composicion segun la invencion se usa como un producto de relleno o
como un implante para tratar las cuerdas vocales. Una composicion segun la invencién se puede usar para
inyecciones intracordales del generador de voz laringeo cambiando la forma de esta masa de tejido blando.

[0038] La invencion provee ademas para el uso de una composicidbn segun la invencién en una aplicacién
cosmeética, preferiblemente una aplicacion para el aumento de tejido, mas preferiblemente una aplicaciéon como un
implante dérmico o relleno dérmico.

[0039] En este documento y en sus reivindicaciones, el verbo "comprender" y sus conjugaciones se usan en su
sentido no limitante para significar que los articulos que siguen a la palabra estan incluidos, pero los articulos no
especificamente mencionados no estan excluidos. Ademas, la referencia a un elemento por el articulo indefinido
"una" o "un" no excluye la posibilidad de que mas de uno del elemento esté presente, a menos que el contexto
requiera claramente que haya uno y solo uno de los elementos. El articulo indefinido "un" o "una" significa por lo
tanto normalmente "al menos uno/a".

[0040] La palabra "aproximadamente" cuando se usa en asociacion con un valor numérico (por ejemplo
aproximadamente 10) preferiblemente significa que el valor puede ser el valor dado (de 10) mas o menos un 10%
del valor.

[0041] La presente invencién es descrita adicionalmente por los ejemplos siguientes, que no deberian interpretarse
como limitativos del alcance de la invencion.

Referencias
[0042]

Wang et al (2007); Arch Dermatol Vol 143, 155-163; In vivo Stimulation of De novo Collagen Production
Caused by Cross-linked Hyaluronic Acid Dermal Filler Injections in Photodamaged Human Skin.

Gui et al (2010); Tissue Engineering: Part A, Volume 17, Numbers 9 and 10, 1191-1200; Development of
Novel Biodegradable Polymer Scaffolds for Vascular Tissue Engineering.

Mukherjee et al (2010); Journal of Biomedical Materials Research Part B: Applied Biomaterials, 92-102 Effect
of 3D-Microstructure of Bioabsorbable PGA:TMC Scaffolds on the Growth of Chondrogenic Cells.

Bat et al (2010); Journal of Biomedical Materials Research A | 1 DEC 2010 VOL 95A, ISSUE 3, 940-949.
looss et al (2001); Biomaterials 22, 2785-2794; A new injectable bone substitute combining
polytscaprolactone) microparticles with biphasic calcium phosphate granules.

Chen et al (2000); Polymer degradation and Stability 67, 455-459; Polycaprolactone Microparticles and their
Biodegradation.

Suvarna KS et al (2018); Bancroft's Theory and Practice of Histological Techniques, 82 ed por Kim S Suvarna,
Christopher Layton y John D. Bancroft.

Junqueira LC at al (1979); Histochem J 1979, 11(4):447-55; Picrosirius staining plus polarization microscopy,
a specific method for collagen detection in tissue sections.

Alves A et al (2015); Microsc Res Tech 2015,78(10):900-7; Computerized histomorphometric study of the
splenic collagen polymorphism: A control-tissue for polarization microscopy. Lattouf R et al (2014); J
Histochem Cytochem 2014, 62(10):751-758; Picrosirius Red Staining: A Useful Tool to Appraise Collagen
Networks in Normal and Pathological Tissues.

Whittaker P et al (2005); Braz J Morphol Sci 2005, 22(2):97-104; Collagen and Picrosirius Red Staining: A
Polarized Light Assessment of Fibrillar Hue and Spatial Distribution.

Breve descripcion de las figuras

[0043]

La figura 1 representa la evaluacion histomorfométrica del colageno; se da una microfotografia representativa
de la ubicacién de la region estandarizada de interés (seccion tefiida con Picrosirius red).
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La figura 2 representa el porcentaje del contenido de colageno total en el area implantada después de 4 y
12 semanas de implantacion subcutanea en conejos. La cuantificacion a las 12 semanas no se realiz6 para
el articulo de prueba 1y el comparador de HA 2 debido a razones técnicas.

La figura 3 representa microfotografias representativas del articulo de prueba después de 4 semanas (A) y
12 semanas (B) de implantacion subcutanea en conejos y el producto comparador a base de HA después de
4 semanas (C) y 12 semanas (D) de implantacion subcutanea en conejos. Se us6 Picrosirius red para la
tincion de las secciones histoldgicas. M: musculo cutaneo; T: articulo de prueba; HA: comparador a base de
HA.

La figura 4 representa la cuantificacion del indice de remodelacién de colageno en el area implantada
después de 4 y 12 semanas de implantacién subcutanea en conejos. Los valores IRC bajos, proximos a 1,
indican una mayor madurez y una organizacion y remodelacion en curso de las fibras de colageno de tipo IlI
a tipo I

La figura 5 representa microfotografias representativas de la evaluacion de la madurez del colageno después
de 4 semanas (A) y 12 semanas (B) de implantacion subcutanea en conejos con articulo de prueba. Las
secciones tefidas de Picrosirius red fueron analizadas bajo luz polarizada. El color del colageno indica una
madurez y un grosor de las fibras crecientes de verde a rojo anaranjado.

La figura 6 representa la degradacioén del articulo de prueba 4 (solo portador de gel) - Se determiné el area
de la superficie total después de 4 y 12 semanas de implantaciéon subcutanea en conejos.

La figura 7 representa microfotografias representativas del articulo de prueba 4 (portador de gel) después
de 4 semanas (A) y 12 semanas (B) de implantacion subcutanea en conejos. Se usé safranina-hematoxilina-
eosina para la tincién de las secciones histologicas. La degradacién completa del portador de gel se observa
después de 4 semanas de implantacién. M: musculo cutaneo.

Ejemplos
Ejemplo 1 Estimulacion de la produccién de colageno natural de novo por una composicion segun la invencién

[0044] Objetivo: el objetivo de este estudio es evaluar el potencial de un producto de relleno dérmico que
comprende microesferas de PTMC representativas conforme a la invencion para estimular la produccion de
colageno natural de novo después de la inyeccion en un modelo animal.

[0045] Medida de resultado principal: andlisis histolégico de la sintesis de novo de colageno, por ejemplo
colageno de tipo | y de tipo llI.

[0046] Materiales: un producto de relleno dérmico segun la invencion (producto de prueba), un producto de relleno
dérmico de HA disponible comercialmente, un portador de gel segun la invencién (control 1) y solucién salina
(control 2). Animales: el estudio se realiza en un total de tres conejos (neozelandeses blancos). Materiales de
prueba, comparadores y de control se inyectan en el mismo animal.

[0047] Sitios de inyeccion: se investigan inyecciones subdérmicas. Las inyecciones se realizan en ambos lados
de la columna vertebral del modelo animal. Materiales de prueba, comparadores y de control se inyectan en el
mismo animal; dos inyecciones por material (una a cada lado), 10 inyecciones por animal. Las inyecciones se
realizan para crear un bolo de 0,2 mL.

[0048] Puntos de tiempo de evaluacion: las evaluaciones se realizan en la semana 4, la semana 12 y la semana
36 después de la inyeccidn, en las que se somete a eutanasia un conejo por punto temporal por inyeccién
intravenosa de pentobarbital sodico. Cada una de las areas de inyeccion se explantan y se procesan
inmediatamente para el analisis histolégico.

[0049] Tincion y andlisis histoldgicos: las secciones histologicas se tifien con los colorantes rutinarios
hematoxilina y eosina (1). Tincién tricrémica (2) y/o de Picro-Sirius red (3) se realizan para la deteccion especifica
de colageno.

[0050] Resultados: el producto de relleno dérmico conforme a la invencion estimula la produccion de colageno
natural significativamente mejor que el producto comparador y de control.

(1): Combinacién de colorantes de uso general mas ampliamente usada e importante. Se puede usar después
de cualquier fijacién excepto la fijacion con tetroxido de osmio. La hematoxilina, un producto colorante natural,
actua como un colorante basico que tifie de azul o negro. La heterocromatina nuclear tifie de azul y el
citoplasma de las células rico en ribonucleoproteina se tifie también de azul. El citoplasma de las células con
cantidades minimas de ribonucleoproteina tiende a ser de color lavanda. El colorante anilinico, la eosina, es
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un colorante acido que tifie el citoplasma, el musculo y los tejidos conjuntivos de varios tonos de rosa y
naranja.

(2): la tincion tricromica (tincion de tejido conjuntivo) se destina al uso en la visualizacién de fibras de tejido
conjuntivo de colageno en secciones de tejido.

(3): la tincién de Picro-Sirius Red se destina al uso en la visualizacion histoldgica de fibras de colageno 1 y Il
ademas de musculo en secciones de tejido. La tincién PSR se puede ver usando microscopia éptica estandar
o luz polarizada dando como resultado la birrefringencia de las fibras de colageno para distinguir entre el tipo
|y el tipo IIl.

Ejemplo 2 Estimulacion de la produccién de colageno natural de novo por tres composiciones segtn la invencién
Objetivo

[0051] El objetivo de este estudio fue demostrar el potencial de un producto de relleno dérmico segun la invencion
que comprende microesferas de poli(trimetileno carbonato) (PTMC) para estimular la produccién natural de novo
de colageno cuando se compara con productos a base de acido hialurénico (HA) disponibles comercialmente,
después de la administracién subcutanea de las composiciones por inyeccion en conejos.

Materiales y métodos

[0052] Los articulos de prueba 1-3 de productos de relleno dérmicos se prepararon mezclando microesferas de
PTMC con un portador de gel acuoso hecho de carboximetilcelulosa (CMC) a una concentracion del 3,9% en
solucioén salina tamponada con fosfato pH 7,4, para obtener un gel claro con una viscosidad minima de 50.000
mPa.s. Las microesferas de PTMC se prepararon por un método de extraccion de solvente tal como se describe
en looss et al (2001). Tipicamente, los polimeros de PTMC de peso molecular medio en nimero de 100.000 g/mol
(articulo de prueba 1), 250.000 g/mol (articulo de prueba 2) y 490.000 g/mol (articulo de prueba 3) se disolvieron
en diclorometano con concentraciones de 5,0%, 3,5% y 1,9%, respectivamente. Un total de 100 mL de la solucion
polimérica se emulsiond luego en 1L de agua que contenia alcohol polivinilico al 3% (p/p) bajo agitacion mecanica
continua a 750 rpm. Después de la extraccion del solvente, las microesferas formadas se filtraron para recoger las
particulas con un diametro que varia entre 20 y 200 ym para la irradiacion gamma a 100 kGy. Después de la
irradiacion, las microesferas de PTMC se lavaron, se mezclaron en el portador de gel a una concentracion del 30%
(v/v) y se rellenaron jeringas con el producto resultante. El articulo de prueba 4 consistia en el portador de gel solo,
es decir, sin las microesferas de PTMC.

[0053] Dos productos de relleno dérmicos a base de HA disponibles comercialmente se usaron en este estudio:
comparador de HA 1, Juvéderm® Ultra 3 (Allergan Laboratories, EE. UU.) y comparador de HA 2, Restylane®
Defyne (Galderma Laboratories, EE. UU.). Juvéderm® ULTRA 3 es un gel reticulado de HA no animal con una
concentracion de 24 mg/mL en tampon fosfato pH 7,2, y 3 mg/mL de hidrocloruro de lidocaina. Restylane® Defyne
contiene hialuronato de sodio reticulado no animal con una concentracion de 20 mg/mL en suero salino tamponado
con fosfato a pH 7, y 3 mg/mL de hidrocloruro de lidocaina.

Diseno del estudio

[0054] Dos conejos, uno por punto temporal, cada uno recibié diez inyecciones subcutaneas de 200 pl de los
articulos de prueba o comparadores, dos sitios por articulo de prueba y un sitio por producto comparador. Después
de 4 y 12 semanas de implantacion, la evaluacion cuantitativa del contenido de colageno total (CCT) y el indice de
remodelacion de colageno (IRC) se realizé a través de un analisis histomorfométrico. También se obtuvo un
analisis histopatolégico cualitativo y semicuantitativo de los efectos locales en los tejidos, incluida la respuesta
inflamatoria en los sitios de inyeccion. Este estudio se realizé en adaptacion a la ISO 10993-6, Evaluacion bioldgica
de productos sanitarios. Parte 6 (2016): Ensayos relativos a los efectos locales después de la implantacion. Al final
de cada periodo de observacion, se anestesié al conejo asignado y se administré una inyeccion subcutanea de
200 pL de cada articulo en la piel del dorso del animal para obtener una linea base para la caracterizacion
histolégica y el analisis de degradacion (sitios T0). Los animales fueron sacrificados por un barbiturico inyectable,
y los sitios implantados se extirparon (muestras de aproximadamente 2x2 cm, abarcando la piel y la capa
intradérmica), se fijé con formol y se incluyd en parafina y se procesoé para una histologia. Para todos los articulos
y el TO correspondiente, se cortaron cuatro secciones centrales con un microtomo (4-7 uym de grosor) y se tifieron
con tricomico de Masson modificado, safranina-hematoxilina-eosina (SHE), azul alcian y Picrosirius red,
respectivamente. SHE y azul alcian proporcionaron informacién sobre la organizacion celular y la estructura de la
matriz extracelular. La tincion tricrémica y de Picrosirius red destacan el contenido de colageno con tinciones de
color azul y rojo, respectivamente (Suvarna KS et al, 2018). Los portaobjetos tefidos con Picrosirius red se
analizaron adicionalmente bajo luz polarizada para confirmar la remodelacion del colageno. Bajo luz polarizada, la
madurez del colageno y el grosor de las fibras se indican mediante diferencias en el color: las fibras
inmaduras/delgadas aparecen de color verde/amarillo y las fibras maduras/gruesas aparecen de color naranja/rojo
(Junqueira LC et al, 1979, Alves A et al, 2015).
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[0055] Para el analisis histomorfométrico, una regién de interés (ROIl) estandarizada se defini6 manualmente en el
centro del sitio inyectado (aproximadamente sobre 10 mm) para abarcar el material implantado (imagen
representativa en la figura 1). Todas las secciones se examinaron usando un microscopio de escaneo de
portaobjetos digital (AxioScan.Z1, ZEISS, Francia) y el sistema de analisis de imagenes CALOPIX version 3.2.0
(TRIBVN, Francia).

Resultados
Analisis histomorfométrico - Evaluacioén de colageno

[0056] La fase de curacion secundaria a la implantacion prostética o la creacion de heridas esta asociada a la
remodelacion de colageno: las fibras de colageno inmaduras delgadas (tipo Ill) depositadas durante la fase
temprana son sustituidas progresivamente por fibras de colageno maduras gruesas (tipo ).

[0057] El colageno es especificamente coloreado por la tinciéon de Picrosirius red que permite la cuantificacion del
contenido de colageno total. Ademas, tras la tincion de Picrosirius red y usando la microscopia de polarizacion
cruzada, las fibras de colageno son altamente birrefringentes y presentan un tono variable en funcién de la cantidad
de colageno de tipo | y lll, el grosor y empaquetamiento de las fibras, y la organizacion molecular del colageno
(Junqueira LC et al, 1979). Las fibras delgadas inmaduras y dispuestas libremente aparecen de color verde
mientras que las fibras maduras empaquetadas densamente aparecen de color rojo anaranjado (Alves A et al,
2015). La proporcion de fibras verdes respecto a las de color rojo-anaranjado a nivel del tejido en cicatrizacion se
puede cuantificar y se considera que es indicativa del proceso de remodelacion de la matriz de colageno (Lattouf
R et al, 2014). Una seccion tefiida con Picrosirius red de un érgano linfoide (bazo de rata) preparado bajo las
mismas condiciones se usd como un control positivo para definir el angulo de polarizacion en funcion de la red de
colageno de la capsula esplénica y las trabéculas, como se ha descrito en otro lugar (Whittaker P et al, 2005).

Contenido de colageno total (CCT)

[0058] Se examinaron secciones tefiidas con Picrosirius red digitalizadas con un microscopio de campo claro para
calcular el CCT a las 4 y las 12 semanas de implantacion. Los resultados se expresaron como el porcentaje de
area de la superficie de colageno medida en la ROI seleccionada y se resumen en la figura 2. Las microfotografias
representativas de las secciones tefidas histolégicas usadas en esta evaluacion se muestran en la figura 3.

[0059] Después de 4 semanas de implantacion, el porcentaje de coladgeno determinado en los sitios de implante
ya estaba aumentado aproximadamente dos veces para los articulos de prueba 1 a 3 en comparacién con los
productos de relleno dérmicos a base de HA. El articulo de prueba 4, el portador de gel solo, estaba degradado
completamente después de 4 semanas de implantacién, y el contenido de colageno no se cuantifico (figura 6).
Estos resultados indican que la estimulacién para producir colageno nativo se debe, de hecho, a la presencia de
las microesferas de PTMC. Después de 12 semanas, el porcentaje de colageno total permanecié superior en los
articulos de prueba 2 a 3 en comparacion con el de los productos de relleno dérmicos a base de HA implantados.
El contenido de colageno total para el producto 1 y el comparador de HA 2 no se determin6 debido a razones
técnicas durante la preparacion histoldgica.

Indice de remodelacion del colégeno (IRC)

[0060] Usando la microscopia de polarizacion cruzada, se examinaron secciones tefiidas con Picrosirius red
digitalizadas de los articulos de prueba para determinar la madurez del coldgeno presente en el area implantada
alas 4 y las 12 semanas de implantacion. Bajo luz polarizada, el color de las fibras de colageno indica un grosor
y una madurez de las fibras crecientes de verde a rojo anaranjado. Por consiguiente, se calculd la proporcion de
las areas de la superficie de color verde (colageno de tipo Il inmaduro) respecto a las de color rojo-anaranjado
(colageno de tipo | maduro) en la ROI seleccionada y se presenta como el IRC. Los resultados se resumen en la
figura 4, y las microfotografias representativas se muestran en la figura 5.

[0061] Después de 4 semanas, los valores de IRC para los articulos de prueba 1, 2 y 3 fueron 0,86, 1,06 y 0,95,
respectivamente, lo que indica que se observaron fibras con una birrefringencia similar, es decir, no habia una
diferencia distinta en la madurez del colageno y el grosor de las fibras en el area implantada. Después de 12
semanas, al menos para el articulo de prueba 2, el andlisis de las imagenes de luz polarizada mostré un aumento
en la cantidad de fibras de colageno de color rojo-anaranjado, lo que sugiere que se inicié la remodelacion, la
organizacion y la deposicion de las fibras de colageno de tipo 1 maduras y gruesas.

Degradacion del articulo de prueba 4 (portador de gel)
[0062] Al final de cada periodo de tiempo, la cantidad de portador de gel se cuantificé a través de la evaluacion

histomorfométrica del area de la superficie de una ROI dada en las secciones SHE en comparacion con los sitios
TO correspondientes.
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[0063] Los resultados mostraron, después de cuatro semanas de implantacién subcutédnea en el dorso de los
conejos, que el portador de gel ya se habia degradado completamente. Por consiguiente, no se detectd ningun
producto después de 12 semanas de implantacioén (figura 6, microfotografias representativas en la figura 7).

Evaluacion histopatolégica - Efectos locales sobre los tejidos:

[0064] Se llevo a cabo una evaluacion histopatolégica de los efectos locales sobre los tejidos, incluida la respuesta
inflamatoria en los sitios de inyeccion en adaptacion a la norma (ISO 10993-6) sobre las secciones SHE y azul
alcian.

[0065] Con el tiempo, tras la inyecciéon subcutanea en el conejo, los articulos de prueba 1 a 3 mostraron sefales
de leves a moderadas de degradacion sin inducir efectos secundarios locales. El grado de inflamacioén local
observado con los articulos de prueba 1 a 3 (moderado) estaba asociado con la presencia de las microesferas
poliméricas, ya que el material portador (articulo de prueba 4), completamente degradado, generé solo una
inflamacion local residual leve. En comparacion con los articulos 1 a 3, el comparador 1y el 2 provocaron sefiales
inferiores de inflamacién local.

[0066] Las observaciones macroscopicas de los sitios de implante no revelaron ninguna sefal de edema, eritema
0 escara para ninguno de los articulos del dia 0 a la semana 12.

Conclusién

[0067] Este estudio estaba dirigido a investigar el potencial de neocolagénesis de las microesferas de PTMC
suspendidas en un portador de gel de CMC en comparacién con productos de relleno dérmicos a base de HA
comercializados actualmente, tras la administracion subcutanea en un modelo animal.

[0068] Los resultados demuestran que la composicion de las microesferas de PTMC segun la invencion
desencadena una reaccién a cuerpos extrafios en el tejido local caracterizada por una mayor estimulacién de la
sintesis de novo y la deposicién de colageno nativo en comparacion con productos comparadores a base de HA,
que resulta en hasta una cantidad dos veces mayor de colageno sintetizado ya a las 4 semanas tras la
implantacion. Ademas, se observo que la proporcion de colageno (de tipo 11l) inmaduro respecto a colageno estable
maduro (de tipo I) cambia a lo largo del tiempo a favor del colageno de tipo | maduro, que es indicativo de una
restauracion estructural de la red de la matriz extracelular con la reconstitucién de moléculas de colageno en su
estructura fibrilar nativa.
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REIVINDICACIONES

1. Composicién reabsorbible in vivo que comprende un polimero poli(1,3-trimetilencarbonato) (PTMC) no cristalino
y un portador de gel reabsorbible, donde el portador de gel esta en forma de un gel polisacarido acuoso, donde el
PTMC esta en forma de microparticulas con un diametro que oscila entre 1 y 200 ym, y donde las microparticulas
tienen un contenido y una densidad homogéneos en toda la microparticula, son esencialmente redondas y tienen
superficies lisas.

2. Composicién reabsorbible in vivo segun la reivindicacion 1, donde el portador de gel comprende la caracteristica
viscoelastica de comportamiento pseudoplastico.

3. Composicién reabsorbible in vivo segun la reivindicacion 1 o 2, donde el portador de gel comprende un
polisacarido seleccionado del grupo que consiste en un polisacarido derivado de la celulosa, un almidén, una
quitina, un quitosano, un &acido hialurénico, un polisacarido modificado hidrofébicamente, un alginato, un
carragenano, un agar, una agarosa, un complejo intramolecular de un polisacarido, un oligosacarido y un
polisacarido macrociclico.

4. Composicion reabsorbible in vivo segun la reivindicacion 3, donde el portador de gel polisacarido comprende un
polisacarido derivado de la celulosa, seleccionado preferiblemente del grupo que consiste en carboximetilcelulosa,
carboximetilcelulosa sddica, agar metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, etilcelulosa, celulosa microcristalina y
celulosa oxidada, mas preferiblemente el portador de gel de polisacarido reabsorbible comprende
carboximetilcelulosa sédica.

5. Composicién reabsorbible in vivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde el PTMC es un
homopolimero, un polimero lineal, un polimero ramificado, un copolimero, un terpolimero, una mezcla o un
compuesto de diferentes tipos de homo/co/terpolimeros, o un polimero reticulado.

6. Composicion reabsorbible in vivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde el PTMC tiene un peso
molecular medio en numero (Mn) de aproximadamente 500 a aproximadamente 600.000 g/mol, mas
preferiblemente aproximadamente 100.000 a aproximadamente 600.000 g/mol.

7. Composicion reabsorbible in vivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde el PTMC esta presente
en una concentracion de aproximadamente un 1 a aproximadamente un 40 por ciento en volumen (v/v).

8. Composicion reabsorbible in vivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde el material portador de
gel esta presente en una concentracion de aproximadamente un 0,2 a aproximadamente un 20 por ciento en peso

(p/p)-

9. Composicion reabsorbible in vivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde la composicion tiene
una viscosidad de aproximadamente 5.000 a aproximadamente 5.000.000 mPa.s a temperatura ambiente.

10. Composicién reabsorbible in vivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde esta presente una
sustancia adicional, preferiblemente una sustancia activa, preferiblemente un anestésico.

11. Composicién reabsorbible in vivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, donde la composicion es
una composicién farmacéutica.

12. Composicién reabsorbible in vivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, donde la composicion es
una composicion cosmética o estética.

13. Composicion reabsorbible in vivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, donde la composicion es
una composicion para el aumento de tejido, preferiblemente el tejido blando, preferiblemente un implante o relleno
para uso intradérmico, dérmico profundo, subdérmico o subcutaneo.

14. Composicién reabsorbible in vivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, para el uso como un
medicamento, preferiblemente para tratar una anomalia o desfiguracién de la piel, para controlar la funcion de la
vejiga, para controlar el reflujo gastrico, para tratar la disfuncion eréctil y/o la eyaculacién precoz, para tratar las
cuerdas vocales y/o para el tratamiento de enfermedades de las articulaciones y del cartilago.

15. Uso de una composicién reabsorbible in vivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 para la
preparacion de un medicamento para tratar una anomalia o desfiguracion de la piel, para controlar la funcién de la
vejiga, para controlar el reflujo gastrico, para tratar la disfuncion eréctil y/o la eyaculacidon precoz, para tratar las
cuerdas vocales y/o para el tratamiento de enfermedades de las articulaciones y del cartilago.
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Fig. 5A
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Fig. 5B
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