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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para inducir o mejorar la reparacion del tejido conectivo
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud esta relacionada y reivindica la prioridad de la Solicitud de Patente Provisional de EE. UU. Nimero de
serie 61/272.427, presentada el 23 de septiembre de 2009.

Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a una solucién acuosa que contiene un glicosaminoglicano, un polisacarido coloidal neutro
y un oligbmero de isomaltosa para su uso en la reparacion o el tratamiento de una lesiéon o defecto del tejido
conectivo.

También se describen en el presente documento composiciones y métodos para tratar y prevenir la activacion
plaguetaria excesiva de sujetos de sangre caliente y las secuelas patofisioldgicas consecuentes, que incluyen, entre
otras, el uso de tales composiciones y métodos para inducir o mejorar la reparacion del tejido conectivo lesionado.

El alcance de la invencién esta definido por las reivindicaciones. Cualquier referencia en la descripcién a métodos de
tratamiento se refiere a los compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente invencion
para su uso en un método de tratamiento del cuerpo humano (o animal).

Antecedentes de la invencion

Las técnicas de reparacion para tendones y ligamentos parcialmente rotos, lacerados o cortados (denominados
colectivamente "cordones") varian ampliamente segun la naturaleza de la lesion y el tenddn/ligamento
particularmente afectado. Existen grandes diferencias en el tratamiento actual de los cordones lesionados,
dependiendo de la especie del sujeto (p. ej., hombres, mamiferos, aves), el grado al que se puede obtener acceso
de la manera menos perniciosa, en la cantidad de excursion del corddn, el entorno circundante, las tensiones a las
que normalmente estan sometidos los diferentes cordones y las caracteristicas de curacion de los diferentes
cordones. Ademas, a menudo no existe un consenso sobre la mejor manera general de reparar un cable
determinado. Ejemplos de cordones frecuentemente lesionados que tienen diferentes técnicas de reparacion
aceptadas son los tendones flexores de la mano humana, el ligamento cruzado anterior (LCA) de la rodilla humana y
el tendon flexor digital superficial (SDF) en el caballo.

Por ejemplo, la reparacion de un tenddn flexor largo que se ha cortado se logra tipicamente suturando los extremos
del tenddn cortado cara a cara. Histéricamente, las articulaciones a través de las cuales actia el tendén se
inmovilizaban durante tres a ocho semanas para proteger el tendén mientras sana, particularmente porque un
tendén recién suturado puede soportar solo una fracciéon de la fuerza de traccion a la que se somete un tendén sano
durante el uso normal. Sin embargo, la inmovilizacion del tendén puede provocar quemaduras y la formacion de
adherencias a lo largo del tend6n, y puede afectar negativamente al rango de movimiento del tendén,
particularmente en el caso de los tendones flexores.

Mas recientemente, se ha descubierto que los tendones flexores tienen una capacidad intrinseca de curar y que el
movimiento limitado en realidad acelerara la curacion. Las articulaciones afectadas suelen estar parcialmente
inmovilizadas para evitar la aplicaciéon inadvertida de un exceso de fuerza.

En el caso de un ligamento cruzado anterior (que conecta la parte inferior del fémur y la parte superior de la tibia),
las tensiones resultantes de las fuerzas aplicadas son mucho mayores, particularmente porque hay menos
interaccion con el tejido circundante y el hueso, la excursion del cordén es mucho menor, y las tendencias curativas
son muy diferentes. A pesar de los numerosos estudios, todavia no existe un procedimiento de reparacion
universalmente aceptado, y los procedimientos predominantes son dificiles e intrincados. El "estandar de cuidados”
actual sigue siendo la reconstruccién del LCA usando un autoinjerto de hueso-tendon-hueso (es decir, extraido del
paciente). Sin embargo, existen multiples problemas con el injerto de hueso-tendén-hueso. El LCA intacto posee
importantes capacidades mecanorreceptivas y propioceptivas. La reconstruccion del injerto sacrifica estas
capacidades. El autoinjerto implica una morbilidad considerable en el sitio donante. Para evitar la morbilidad del sitio
donante, en ocasiones se utiliza un injerto de cadaver; sin embargo, esto conlleva el riesgo de transmisién de
enfermedades.

En el caso de tendones rotos parcialmente, o en la manipulacion quirlrgica o reconstrucciéon de tendones
lesionados, a veces se usa una solucién viscosa de hialuronano (también conocido como &cido hialurénico (HA))
principalmente como lubricante dentro de la vaina del tenddn. Aunque funciona como un lubricante moderadamente
eficaz en este escenario, ensayos extensivos en caballos disefiados para demostrar una mejor curacién o una
reduccion en el tiempo de recuperacion no han demostrado ningun beneficio del HA intralesional (o0 PSGAG, otro
GAG o B-aminoproprionitrilo fumarato (BAPN), los tres comlUnmente recetados para la cojera equina) sobre el
ejercicio controlado solo (véase Dyson S, 1977 y 2004).
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En trabajos previos, y como se describe en la Patente de Estados Unidos No. 5,358,973, los presentes inventores
han demostrado que una combinacion de HA y dextrano también funciona como un lubricante eficaz, evitando la
formacion de adherencias entre superficies lesionadas opuestas, como puede ocurrir a menudo en los tendones
entre el tend6n y la vaina dentro de la cual normalmente se desliza libremente.

Con respecto a la aparicién de cicatrices no elasticas después de la regeneracion del tejido conectivo lesionado, es
bien sabido que la curacion de la piel y otros tejidos conectivos a menudo se complica por la formacién de tejido
cicatricial desorganizado y antiestético, como por ejemplo en heridas relacionadas, por ejemplo, con quemaduras,
incisiones y Ulceras. Aparte de los problemas de cicatrizacion en los tendones y ligamentos mencionados
anteriormente, y de las obvias complicaciones estéticas y funcionales de la formacion de cicatrices tdpicas (piel) e
internas después de la mayoria de las formas de cirugia invasiva, y en la cirugia plastica (por ejemplo, aumento de
senos) en particular, las composiciones descritas también se pueden aplicar para prevenir complicaciones de
cicatrices en otros tejidos, que incluyen, p. €j., la prevencién de la ceguera después de cicatrices debido a lesiones
oculares, la facilitacion de reconexiones neuronales en el sistema nervioso central y periférico mediante la
eliminacion de cicatrices gliales, y la restitucion de la funcionalidad intestinal y reproductiva normal evitando
estenosis y adherencias después de una lesion en los sistemas gastrointestinal y reproductivo.

En las indicaciones descritas anteriormente y en la reparacion del tejido conectivo en general, las plaquetas
desempefian un papel fundamental y muy temprano comun en la regulacion de la reparacion del tejido conectivo.
Esto se logra en parte por la rapida liberacién temprana (desgranulacion) de matrices de sustancias de sefializacion
celular (citocinas) que inician reacciones defensivas en cascada y en parte por su capacidad para unir (retraer) la red
de fibras de fibrina que forman la mayor parte del tap6n hemostatico cuando se producen coagulos de sangre. Por
tanto, las plaquetas regulan la retraccion, la densidad y la porosidad del coagulo de fibrina, lo que determina
parcialmente la velocidad a la que las células madre, los fibroblastos y otras células implicadas en el proceso de
cicatrizacion de heridas invaden posteriormente el coagulo hemostatico (véase, S. Neuss, 2010).

De hecho, se sabe desde hace mucho tiempo que las plaquetas desempefian un papel central en el inicio temprano
de eventos que conducen a la coagulacién de la sangre (hemostasia) y la respuesta inflamatoria. Durante la
evolucion, cuando las heridas traumaticas sucias gravemente infectadas con riesgo para la vida, a menudo con una
gran pérdida de sangre, eran eventos comunes, las plaquetas y los leucocitos jugaban un papel clave en la
supervivencia, funcionando como un sistema de defensa de alerta temprana rapida mediante el cual las plaquetas
activadas contribuian a la inmunidad no adaptativa y la inflamaciéon mediante la secrecion rapida de quimiocinas y
citocinas que atraian a los leucocitos a los sitios de lesidn bruta y sepsis potencial.

Actualmente, cuando los procedimientos quirdrgicos se realizan con instrumentos estériles en un entorno de baja
biocarga, estas cascadas tienden a sobrepasar su funcién defensiva y su utilidad y, en cambio, constituyen un riesgo
fisiopatologico para el paciente, precipitando complicaciones como una inflamacién excesiva, trombosis
postoperatoria, macro y microembolias, engrosamiento excesivo de la pared de los vasos sanguineos (hiperplasia) y
posterior reestenosis u oclusion, oclusion del catéter y desprendimiento de microembolias dafinas de plaquetas y
leucocitos, que a su vez pueden desencadenar ataques isquémicos transitorios (AlT), accidentes cerebrovasculares
o infartos de miocardio o puede ocluir o comprometer la microcirculaciéon, por ejemplo, en colgajos de piel o
musculos transpuestos durante una cirugia reconstructiva/plastica.

La formacion de agregados plaquetarios en la superficie de las placas de ateroma y la posterior organizacién de
estos trombos blancos en lesiones fibrosas de la intima oclusiva es sin duda un mecanismo por el cual las lesiones
ateroscleréticas progresan a una obstrucciéon grave y una oclusién total; la trombosis de la arteria coronaria que
conduce a un infarto de miocardio casi siempre se produce en el sitio de una placa de ateroma. La angioplastia
coronaria transhuminal percutanea (ACTP) se ha convertido en un procedimiento importante para restablecer el flujo
sanguineo al corazén a través de vasos sanguineos parcialmente ocluidos. Desafortunadamente, aproximadamente
del 30% al 40% de los pacientes que se someten a angioplastia coronaria sufren reestenosis del vaso tratado
durante los 6 meses posteriores al tratamiento; actualmente, no existe ningin método confiable para prevenir la
reestenosis vascular. Por lo tanto, a menudo se requiere un procedimiento de revascularizacién, como una cirugia
de derivacion u otro procedimiento de ACTP.

Estas complicaciones son particularmente devastadoras en la mayoria de las formas de cirugia vascular, pero
también presentan un desafio en los procedimientos vasculares menos invasivos como la PCTA (angioplastia con
balén) y en diversas afecciones médicas caracterizadas por un suministro de sangre deficiente como, p. €j., los
accidentes cerebrovasculares agudos, pancreatitis aguda, congelaciéon/gangrena, pérdida de audicién, etc. Las
plaquetas activadas no solo estan involucradas en la etiologia de estas afecciones, sino que también son
fundamentales a través de su interaccion con los leucocitos para desencadenar una "lesién por isquemia-
reperfusion”, que generalmente ocurre cuando el flujo sanguineo oxigenado se restablece al lecho vascular
isquémico después de la extraccion de una pinza, embolia u otra obstruccion del flujo como, por ejemplo, en el
trasplante de 6rganos o tejidos, lisis de un coagulo que se ocluye o en la restauracion del volumen sanguineo
después de un choque hemorrdgico. Esta "lesidn por reperfusion” posterior estd mediada generalmente por la
liberacion de radicales libres de los leucocitos que, a su vez, han sido activados por la liberacion de citocinas de las
plaquetas activadas (véase, Salter 2001).
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Asi, las interacciones entre las plaquetas activadas, por un lado, y el endotelio, leucocitos, otras células, superficies
y fibrina en la retraccion del coagulo, etc., por otro lado, inician y definen en gran medida el destino de la defensa
temprana del cuerpo contra lesiones y sepsis. La activacion/desgranulacién plaquetaria después de una lesion
tisular es generalmente el desencadenante que activa la adhesion irreversible y la adherencia de los leucocitos al
endotelio vascular y, en algunos escenarios de lesion, puede preceder al reclutamiento y la movilizacion de
leucocitos hasta en 3-5 horas, como por ejemplo en las lesiones endotoxémicas a la microcirculacién del higado
(véase, Croner, 2006). En otras situaciones, sin embargo, este lapso de tiempo puede ser solo de minutos o
segundos.

Por lo tanto, los eventos que se desencadenan en gran medida por la activacién de las plaquetas, como la activacion
de los leucocitos, la adhesién irreversible y la adherencia al endotelio de la microvasculatura después de la lesion
por isquemia-reperfusion (I/R), pueden usarse como indicadores indirectos de la activacion plaquetaria subyacente.

Por lo tanto, se especula que los sorprendentes efectos sinérgicos de la combinacion de polisacaridos y HA que se
describen a continuacion pueden tener una etiologia multifactorial que involucra varios factores sinérgicos
interrelacionados que incluyen la supresion de la activacion plaquetaria, la presencia de hialuronano y cambios
inducidos por polimeros en la morfologia, fragilidad y lisabilidad del coagulo de fibrina formado en respuesta a la
lesion aguda.

En muchos de los escenarios quirdrgicos y médicos descritos anteriormente, los polisacéaridos como el dextrano v,
hasta cierto punto, el HES (y, mas recientemente, los GAG como el HA, como se discute en la patente de EE. UU.
5,585,361) se han utilizado durante mucho tiempo para suprimir la hiperactivacion plaquetaria y sus complicaciones
inflamatorias pero a menudo las dosis necesarias para lograr una proteccion eficaz y sostenida estan por encima de
las dosis seguras recomendadas de estos agentes.

Por ejemplo, los riesgos de hemorragia significativa o complicaciones renales tanto con dextrano como con HES
estan directamente relacionados con la dosis y, en situaciones en las que se administran heparina u otros
anticoagulantes al mismo tiempo, las dosis de dextrano o HES deben reducirse u omitirse aiin mas para minimizar el
riesgo de hemorragia.

Tanto el dextrano como el HES también son expansores del volumen sanguineo eficaces. En algunos escenarios de
tratamiento, como en los accidentes cerebrovasculares o en las gangrenas graves en las que el paciente no ha
sufrido una pérdida de sangre significativa, la expansién de volumen a menudo puede ser indeseable o estar
contraindicada.

Una interaccién sinérgica entre el dextrano u otros polisacaridos y HA ofrece por tanto una importante ventaja
terapéutica en el sentido de que el efecto deseado se puede lograr mediante dosis mucho mas bajas y mas seguras
de cada uno de los componentes.

Una combinacién sinérgica eficaz de HA junto con dextrano o HES, o ambos, por lo tanto, permite una reduccion en
la dosis total de dextrano o HES sin perder la supresion beneficiosa del exceso de activacién plaquetaria, mejorando
asi radicalmente la seguridad del paciente y ofreciendo al médico una mayor flexibilidad para disefiar los regimenes
de dosificacion.

El documento W02009/064617 describe soluciones acuosas que comprenden hialuronato de sodio y dextrano, y el
uso de las mismas para mejorar la curacion corneal.

La presente invencion esta destinada a mejorar y resolver algunas de estas deficiencias conocidas dentro de la
técnica relevante discutida anteriormente.

Sumario de la invencion

La presente invencion esta definida por la reivindicacién independiente y las reivindicaciones dependientes de la
misma.

La presente invencidén proporciona composiciones y métodos para atenuar la activacion plaguetaria excesiva y las
secuelas o complicaciones fisiopatoldgicas posteriores después de una lesion tisular, que incluyen complicaciones
tales como trombogénesis, microembolia, reestenosis, lesion por isquemia-reperfusion, inflamacioén y cicatrizacion.
Las composiciones y métodos son particularmente Utiles para inducir o mejorar la reparacion del tejido conectivo sin
la formacion indebida de fibrosis y tejido cicatricial no elastico. De acuerdo con ciertos aspectos de la presente
invencion, las composiciones comprenden una combinacién sinérgica de polimeros biocompatibles en solucion
acuosa en la que las combinaciones comprenden un glicosaminoglicano (GAG) junto con un polisacarido neutro y un
oligbmero de isomaltosa.

De acuerdo con ciertas realizaciones de la presente invencion, se proporciona una composicion capaz de atenuar la
hiperactivacion plaquetaria que comprende una solucion acuosa que contiene de aproximadamente 0,1% a
aproximadamente 7,0% en peso de un glicosaminoglicano y de aproximadamente 1,0% a 25% en peso de un
polisacarido neutro y de 0,3% a 35% en peso de un oligémero de isomaltosa. El glicosaminoglicano se selecciona de
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al menos uno de hialuronano, condroitina, dermatina, queratina, heparan y heparina, mientras que el polisacarido
neutro se selecciona de al menos uno de dextrano, un almidén de hidroxietilo y fucoidan.

De acuerdo con otras realizaciones mas, el componente glicosaminoglicano puede ser hialuronano y el componente
polisacarido neutro puede ser dextrano. De acuerdo con esta realizacion, el hialuronano tiene un peso molecular
promedio en peso de aproximadamente 2 kD a aproximadamente 5000 kD, mientras que el dextrano tiene un peso
molecular promedio en peso de aproximadamente 20 kD a aproximadamente 100 kD.

En ciertos aspectos de la presente invencion, el polisacarido neutro de la composicion capaz de atenuar la
hiperactivacion plaguetaria puede ser un hidroxietil almidéon que tiene un peso molecular medio ponderado de
aproximadamente 20 kD a aproximadamente 100 kD.

De acuerdo con otros aspectos mas de la presente invencion, el oligémero de isomaltosa tiene un peso molecular
medio ponderado de aproximadamente 0,4 kD a aproximadamente 4 kD.

En una forma de la misma, el glicosaminoglicano de la composicion de la invencién capaz de atenuar la
hiperactivacion plaquetaria es un hialuronano parcialmente reticulado que tiene un grado de reticulacién que es
inferior a aproximadamente el 25%.

En otras realizaciones mas, la composiciéon capaz de atenuar la hiperactivacion plaguetaria comprende ademas al
menos uno de un antioxidante, un agente secuestrante, una citocina, un factor de crecimiento, una interleucina, un
agente de terapia génica, un agente viscoelastico y una célula madre.

Segun otra realizacién mas de la presente invencion, se proporciona un método para tratar la hiperactivacion
plaquetaria y enfermedades asociadas, afecciones o secuelas fisiopatoldgicas de la misma. De acuerdo con esta
realizacién, se administra a un sujeto una cantidad eficaz de una solucion acuosa que contiene un
glicosaminoglicano y un polisacarido neutro.

De acuerdo con ciertos aspectos ilustrativos de la presente invencion, las enfermedades, afecciones o secuelas
fisiopatologicas asociadas de la afeccion de hiperactivacion plaquetaria tratada incluyen un trastorno seleccionado
del grupo que consiste en trombosis, una complicacion tromboética de una enfermedad aterosclerética, una
complicacion trombética de una intervencion de una enfermedad aterosclerética, una complicacion trombdtica
asociada con dafo quirirgico o mecanico, una activacion plaquetaria inducida mecéanicamente, una oclusién de la
derivacion, trombosis seguida de dario vascular e inflamacion, una indicacién con un componente trombotico difuso
o consumo de plaquetas, trombosis venosa, trombosis de arteria coronaria, un efecto patolégico de la aterosclerosis
y arteriosclerosis, una agregacién plaquetaria y formaciéon de coagulos en la sangre y productos sanguineos durante
el almacenamiento, un estado cronico o agudo de capacidad hiperagregacion, una nueva oclusién de una arteria o
vena después de una terapia fibrinolitica, adhesion plaquetaria asociada con circulacion extracorpoérea,
complicaciones trombdticas asociadas con la terapia trombolitica, complicaciones trombéticas asociadas con la
angioplastia coronaria y de otro tipo, complicaciones tromboticas asociadas con los procedimientos de derivacion de
la arteria coronaria y trastornos, procedimientos 0 secuelas caracterizados por cascadas inflamatorias
desencadenadas por la desgranulaciéon plaquetaria, incluido un trastorno seleccionado entre el grupo que consiste
en una hiperplasia de la intima, ateroma y reestenosis de arterias o venas, micro y macroembolia de plaquetas-
leucocitos-fibrina, ictus, infarto de miocardio, activacion elevada de leucocitos, agregacién, adhesion y lesion de
radicales libres en asociacion con isquemia-lesion por reperfusién después de la trombolisis del coagulo,
declampacion, angioplastia, trasplante de o6rganos y tejidos, cirugia reconstructiva de recuperacion de tejido o
restauracion del volumen sanguineo en hipovolemia, trastornos inflamatorios de las articulaciones y las secuelas de
la retraccion excesiva del coagulo de fibrina, incluida la fibrosis y cicatrizacién en el tejido conectivo.

En una forma de la misma, la etapa de administrar al sujeto una cantidad eficaz de la solucién acuosa comprende al
menos uno de aplicar topicamente la solucion acuosa al sujeto o inyectar la solucidn acuosa en el sujeto. En
determinadas realizaciones, el sujeto que esta siendo tratado comprende un mamifero, como un animal de sangre
caliente, incluido un ser humano.

En otros aspectos mas de la presente invencién, un método para reparar, regenerar, tratar o inducir la reparacion de
una lesién, un defecto o una condicién de un tejido conectivo mediante la administracién a un sujeto de una solucion
acuosa que contiene de aproximadamente 0,1% a aproximadamente el 7,0% en peso de un glicosaminoglicano, se
proporciona desde aproximadamente el 1,0% hasta aproximadamente el 25% en peso de un polisacarido coloidal
neutro y desde aproximadamente el 0,3% hasta aproximadamente el 35% en peso de un polisacéarido cristaloide
subcoloidal neutro. De acuerdo con esta realizacion ejemplar, el glicosaminoglicano tiene un peso molecular medio
ponderado de aproximadamente 2 kD a aproximadamente 5.000 kD, el polisacéarido coloidal neutro tiene un peso
molecular medio ponderado de aproximadamente 20 kD a aproximadamente 100 kD y el polisacarido cristaloide
subcoloidal tiene un peso molecular medio ponderado de aproximadamente 0,4 kD a aproximadamente 4 kD.

Descripcion detallada

Las realizaciones de la presente invencion descritas a continuacion no pretenden ser exhaustivas o limitar la
invencion a las formas precisas descritas en la siguiente descripcion detallada. Mas bien, las realizaciones se eligen
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y describen de modo que otros expertos en la técnica puedan apreciar y comprender los principios y practicas de la
presente invencion.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en este documento tienen el
mismo significado que el que entiende comlUnmente cualquier experto en la técnica a la que pertenece esta
invencion, aunque cualquier método y materiales similares o equivalentes a los descritos en este documento se
pueden usar en la practica o ensayo de la presente invencién, ahora se describen los métodos y materiales
especificos.

Como se usa en el presente documento, la expresion "tejido conectivo” incluye, p. €j., tejido de ligamentos, tejido de
tendones, tejido de cartilago, piel, cérnea y tejido cicatricial.

Como se usa en el presente documento, el término "ligamento" pretende referirse tanto a las estructuras en forma de
cuerda del tejido conectivo fibroso blanco, que unen las extremidades anteriores de los huesos que interactlan,
como al tejido que define una capsula sinovial. De acuerdo con realizaciones ilustrativas y no limitantes de la
presente invencion, el ligamento puede ser un ligamento cruzado anterior, un ligamento cruzado posterior, un
ligamento colateral tibial, un ligamento colateral peroneo, un ligamento transverso, un ligamento menisco-femoral
posterior, un ligamento posterior ligamento tibiofibular superior, o ligamento colateral lateral, que es un complejo de
tres ligamentos que ayuda a sostener el lado lateral de la articulacion del tobillo.

Como se usa en este documento, el término "tenddn" esta destinado a definir la estructura del tejido conectivo, que
une el musculo al hueso, por ejemplo, e incluye, p. €j., el tenddn de Aquiles, que es un tendon formado por la unién
de dos musculos, el gastrocnemio y el s6leo, que se unen en la zona media de la pantorrilla y se conocen como el
complejo gastroc-soleal o Latissimus Dorsi Tendon, el tendén tibial posterior, el tenddn rotuliano, la unidad muasculo-
tendinosa plantar flexor y el tendén del manguito rotador.

Como se contempla en esta invencion, el implante o trasplante puede estar en el sitio de la lesién, defecto o
condicion o puede estar adyacente a dicha lesién, defecto o condicién. La diferenciacion, reparacion, regeneracion o
tratamiento se puede controlar mediante la evaluacion periddica de la formacién de tejido similar a
tendén/ligamentos, o el crecimiento y/o reparacion de tendones o ligamentos. El progreso se puede controlar
mediante métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, rayos X (TC), ultrasonidos, MRI, artroscopia y
determinaciones histomorfométricas.

La composicion de la invencion puede comprender, ademas de una proteina inductora de tendon/ligamento como
BMP-12 o VL-1 (BMP-13), otros agentes terapéuticamente Utiles que incluyen, p. ej., MP52, factor de crecimiento
epidérmico ( EGF), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (FDGF),
factores de crecimiento transformantes (TGF-a y TGF-B), factor de crecimiento de fibroblastos-4 (FGF-4), hormona
paratiroidea (PTH), factor inhibidor de la leucemia (LIF/HILDA/DIA), factores de crecimiento similares a la insulina
(IGF-1 e IGF-II), plasma rico en plaquetas (PRP) ) y células mesenquimales u otras células madre o progenitoras.
Ademas, debe entenderse y apreciarse en el presente documento que porciones de estos agentes también se
pueden usar en composiciones de la presente invencion y tales composiciones pueden ser Utiles para tratar defectos
de la articulacién embrionaria donde el tendén, los ligamentos y el hueso se forman simultdneamente en areas
anatémicas contiguas. ubicaciones, y puede ser Util para regenerar tejido en el sitio de unién del tend6n al hueso.

Se contempla que las composiciones de la presente invencion también se pueden usar en la curacion de heridas,
como la curacion de la piel y la reparacion de tejidos relacionados para evitar fibrosis o cicatrices no deseadas. Los
tipos de heridas incluyen, p. ej., quemaduras, incisiones y uUlceras.

La preparacion y formulacién de tales composiciones farmacéuticamente/fisiolégicamente aceptables, teniendo
debidamente en cuenta el pH, la isotonicidad, la estabilidad y similares, esta dentro del conocimiento de la técnica, y
los métodos de administracion incluyen topica, sistémica o localmente como un inyectable y/o implante o dispositivo.

Cuando se administra, la composicion para uso de acuerdo con la presente invencion esta, por supuesto, en una
forma fisioldgicamente aceptable, libre de pirogenos. Ademas, la composicién puede inyectarse deseablemente en
una forma viscosa para su administracion en el sitio del dafno tisular. Ademas, la administracion tépica puede ser
adecuada para la curacién de heridas y la reparacion de tejidos.

Ademas, las composiciones de la presente invencién pueden usarse junto con los tratamientos actualmente
disponibles para lesiones de tendones/ligamentos, tales como suturas (por ejemplo, suturas de vicrilo o suturas
quirdrgicas de intestino) o aloinjertos o autoinjertos de tendones/ligamentos, con el fin de mejorar o acelerar el
potencial de curacién de la sutura o injerto. Por ejemplo, la sutura, el aloinjerto o el autoinjerto pueden empaparse en
las composiciones de la presente invencion antes de la implantacion. También puede ser posible incorporar
interleucinas o terapia génica a través de vectores en la composicion de la invencién o incorporar la composicion
sobre materiales de sutura, por ejemplo, mediante liofilizacion.

Las composiciones pueden estar en un vehiculo tal como una matriz apropiada y/o un agente secuestrante. Por
ejemplo, la matriz puede soportar la composicién o proporcionar una superficie para la formacién de tejido similar a
un tenddn/ligamento y/u otra formacion de tejido. Con este fin, la eleccion de un material de soporte puede basarse
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en la biocompatibilidad, biodegradabilidad, propiedades mecanicas, apariencia cosmética y propiedades de interfaz.
La aplicacién particular de las composiciones definird la formulacién apropiada. Las matrices potenciales para las
composiciones pueden ser biodegradables y definidas quimicamente. Los materiales biodegradables, como las
peliculas de celulosa o las mallas quirlrgicas, también pueden servir como matrices. Dichos materiales podrian
suturarse en el sitio de la lesion o envolverse alrededor del tend6n/ligamento.

Las clases especificas de vehiculos de acuerdo con la presente invencion pueden incluir matrices poliméricas, tales
como polimeros de poli(acido glicélico) y copolimeros de acido lactico y acido glicélico. Estas matrices pueden estar
en forma de esponja o en forma de particulas porosas y también pueden incluir un agente secuestrante.

Componentes opcionales adicionales Utiles en la practica de la aplicaciéon al sujeto incluyen, p. ej., conservantes
antimicrobianos tales como metil y propil parabenos y alcohol bencilico; antioxidantes tales como EDTA, hidralazina,
glutatién, citrato y BHT (hidroxitolueno butilado); antibiéticos, tensioactivos tales como poli(sorbatos) y
poli(oxietilenos); y agentes viscoelasticos como AH de PM alto o muy alto para ajustar la viscosidad, etc.

Ventajosamente, las composiciones incluyen componentes adicionales, tales como materiales osteoinductivos u
osteoconductores, medicamentos, células madre o progenitoras y armazones estructurales tridimensionales.

Como se explicara con detalle a continuacioén, la presente invencién se refiere al descubrimiento sorprendente de
que las combinaciones descritas de polimeros biocompatibles, que comprenden un glicosaminoglicano (GAG) junto
con uno 0 mas polisacaridos neutros, actian sinérgicamente para inducir, potenciar o acelerar la reparacion y
regeneracion organizada de una lesion del tejido conectivo sin la formacion de tejido cicatricial indeseable, fibrosis y
cicatrices no elasticas.

De acuerdo con ciertos aspectos del presente documento, las composiciones y los métodos de la invencion se
basan en el sorprendente hallazgo de que las combinaciones de GAG y polisacaridos neutros interactian
sinérgicamente para suprimir la activacién excesiva de las plaguetas después de una lesién tisular, bloqueando o
atenuando asi una amplia gama de cascadas inflamatorias implicadas en la etiologia de muchas complicaciones
médicas y quirargicas.

Dado el papel crucial de la activacion plaquetaria excesiva en la etiologia de una amplia gama de procesos
patofisiolégicos y complicaciones, incluidos los descritos anteriormente, la regulacion de la activacion plaquetaria
excesiva por las composiciones descritas en este documento puede ser una herramienta invaluable para reducir el
riesgo de vida indeseable o las complicaciones potencialmente mortales de tratamientos quirdrgicos o médicos.

La supresion sinérgica de la activacién plaquetaria excesiva por la combinacién de polimeros actualmente descrita
afecta naturalmente a muchos otros procesos fisiolégicos y cascadas en las que la activacién plaquetaria juega un
papel clave. Un ejemplo bien documentado es la formacion y retraccién de un coagulo de sangre o trombo, que
implica una cascada compleja de eventos mediados por una serie de sustancias sefalizadoras liberadas
principalmente por plaquetas atrapadas en la red de fibras de fibrina del coagulo del coagulo o trombo. La
estabilizacion y retraccion del coagulo en particular estd mediada por plaquetas activadas que unen y acercan las
fibras de fibrina componentes, aumentando la densidad del coagulo y reduciendo la porosidad (ver Carr y Carr,
1995).

Naturalmente, cualquier supresion de la funcidon plaquetaria a este respecto afectara a estos procesos, reduciendo
las fuerzas de retraccion que unen la red de fibrina, reduciendo la densidad del coagulo y aumentando su porosidad
y penetrabilidad a las células madre mesenquimales invasoras (MSC) y los fibroblastos, los cuales secretan enzimas
fibrinoliticas que les permitira penetrar mejor en el coagulo de fibrina. No es sorprendente que la facilidad y la
velocidad a la que estas células progenitoras penetran en el coagulo sean factores importantes para acelerar la
regeneracion ordenada de las fibrillas de colageno (véase Neuss, S., 2010).

Al mismo tiempo, la polimerizacion de la fibrina para formar la red de fibras del coagulo se modifica radicalmente por
la presencia de los coloides en la composicion, ya que las fibras formadas son mucho méas gruesas pero también
menos densas y mas faciles de lisar por las CMM y las propias enzimas del cuerpo.

Este efecto adicional sobre la morfologia y la porosidad de la malla de fibrina permite una lisis y eliminacién mas
rapidas del coagulo o trombo desorganizado inicial, allanando el camino para el influjo mas temprano de fibroblastos
y otras células involucradas en la reparacion organizada. Los presentes hallazgos indican sorprendentemente que
este Ultimo aspecto puede ser particularmente importante en la reparacién de tendones o ligamentos rotos cuando
es importante que los coagulos de fibrina formados en la lesion (desgarro o lesion) por filtracién de sangre o linfa de
capilares rotos no formen tejido cicatricial no elastico desorganizado persistente, sino que sean lisados
enddgenamente en una etapa temprana para crear espacio y un entorno organizado para la neogénesis de fibrillas
de colageno alineadas principalmente coaxialmente y obtener una maxima elasticidad.

Tanto los glicosaminoglicanos (GAG) como los polisacaridos (como los dextranos o HES) son polimeros que
contienen mezclas de moléculas de diferentes tamafos, cada una compuesta de unidades basicas repetidas, que
para los polisacaridos son glucosa y para los GAG como HA son disacaridos compuestos de acido D-glucuronico y
DN-acetil-glucosamina.
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Debido a que los polimeros son polidispersos, no tienen un peso molecular exacto, pero deben definirse por pesos
moleculares promedio en peso (Mw) o promedio en numero (Mn), 0 méas precisamente por una curva de distribucion
de peso molecular. Como se usa en este documento, los términos Mw y Mn pretenden implicar los significados
definidos anteriormente. Ademas, el uso de la expresién "dextrano 60", por ejemplo, o "HES 130", etc., significara un
dextrano con un Mw de aproximadamente 60.000 Daltons (o 60 kD), asi como "HES 130" significara HES con un Mw
de aproximadamente 130.000 Daltons (o 130 kD).

Estos polimeros también son "polidispersos". Por ejemplo, aproximadamente el 80% de las moléculas en el dextrano
60 de grado clinico (es decir, Mw = 60kD o 60.000 Daltons (Da)), referido en el Ejemplo 1 a continuacién,
generalmente estara entre 14kD y 115kD pero el dextrano 60 también contiene porciones significativas (> 5%) de
dextranos pequenos en los intervalos 0,5kD - 10kD final, y una proporcion similar de moléculas muy grandes que
superan los 200 kD.

Los componentes GAG de la invencion pueden incluir, p. ej., proteoglicanos naturales y los restos
glicosaminoglicanos de proteoglicanos. Los GAG pueden estar sulfatados como condroitina, dermatina, queratina o
heparan, o pueden no estar sulfatados como hialuronano (HA) o heparina. Alternativamente, se pueden usar
analogos de glicosaminoglicanos, como sulfato de dextrano o sulfato de pentosano. De acuerdo con todavia otras
realizaciones en este documento, se puede usar hialuronano (HA). Algunos de los denominados GAG "reticulados”,
como HA reticulado (p. ej. Synvise (Genzyme)), contienen un contenido relativamente bajo de material reticulado. En
tales casos, cuando la mayoria de las moléculas existen como HA libre no unido, la preparacién se considera HA
para los propoésitos de esta invencion.

El hialuronano se degrada rapidamente en la circulacion por al menos dos formas de hialuronidasa. Por tanto, la
semivida intravascular (en plasma) de un HA de alto peso molecular (por ejemplo, que tiene un Mw de 2.000 kD) es
relativamente corta, generalmente menos de una hora, dependiendo de la dosis total administrada. A nivel celular, el
HA se degrada progresivamente por una serie de reacciones enzimaticas que generan polimeros de tamafos
decrecientes, las diversas fracciones pequefias a menudo desencadenan diferentes vias de transduccion de
sefales.

Por tanto, puede administrarse un HA de alto peso molecular mediante inyeccion parenteral y funcionar como
profarmaco para la generacion in vivo de fracciones mas pequenas como las fracciones de HA utilizadas en el
Ejemplo 1. En el Ejemplo 1 siguiente sobre los efectos de HA y polisacaridos en la activacién plaquetaria, se
investigaron los efectos de varias fracciones agudas de HA con pesos moleculares (Mw) entre 1,53 kD y 250 kD.
Aunque todas las fracciones dentro de este intervalo redujeron significativamente la activacién plaquetaria, los
efectos fueron méas pronunciados a un Mw de aproximadamente 2,67 kD.

A diferencia del HA, los dextranos normalmente no se degradan en el plasma, sino que solo los descompone el
higado, el sistema reticulo-endotelial (RES). Por tanto, las semividas intravasculares (plasmaticas) de los dextranos
son mucho mas prolongadas que las de HA, desde aprox. 30 minutos para pequenos fragmentos de dextrano de Mw
aprox. 1 kD hasta mas de 10 horas para el dextrano de 70 kD, en parte dependiendo de la funciéon renal, ya que las
moléculas mas pequefias de aprox. 20kD se excretan libremente a través de los rifiones (véase, Arfors, Buckley,
1997). La semivida plasmatica de HES depende de Mw, pero también es mucho mas larga que para HA.

Sin embargo, debe tenerse en cuenta que las semividas de tanto HA como de los polisacaridos pueden ser mucho
mas prolongadas cuando se administran en tejidos con un suministro de sangre relativamente escaso, como el tejido
conectivo (por ejemplo, cartilago, tendén, ligamento, cornea, etc.) o en compartimentos avasculares, como el
espacio sinovial (articulacion).

Por lo tanto, es posible para los expertos en la técnica ajustar las dosis y las proporciones relativas y los pesos
moleculares de cada componente en las combinaciones de polimeros descritas para hacer formulaciones "a medida”
para una duracion 6ptima del efecto en cada aplicacion y tejido especificos, y para cada tipo de tejido especifico y
alcance de la lesion.

Un componente polisacarido especifico de las composiciones descritas es el dextrano clinico que, al igual que otros
polimeros, se produce como una mezcla de moléculas de diferentes tamafos que varian en tamano desde
oligbmeros de isomaltosa con Mw de aproximadamente 0,3 kD hasta macromoléculas con Mw muy por encima de
100 kD. Las fracciones de dextrano dentro de esta amplia gama de pesos moleculares estan bien documentadas
para suprimir la activacion plaquetaria excesiva y sus secuelas fisiopatoldgicas posteriores, incluida la activacion de
leucocitos, trombogénesis, etc. (véase, Arfors, Buckley, 1997).

Como se indicé anteriormente, el peso molecular de la fraccion de dextrano utilizada determinara su semivida
plasmatica o tisular, particularmente si la mayor parte de la fraccion se encuentra por debajo del umbral renal para el
dextrano, que es aproximadamente 20 kD. Por lo tanto, moléculas muy pequefias de dextrano (p. €j., oligémeros de
isomaltosa) se eliminan rapidamente de la circulacion. Sin embargo, cuando se estudian diferentes fracciones de
dextrano a concentraciones plasmaticas equivalentes o fijas, sus efectos sobre las plaquetas y las cascadas
posteriores parecen ser esencialmente similares, al menos para las fracciones de dextrano dentro del intervalo de
Mw "clinico" aceptado (aprox. 0,5 kD a aproximadamente 110 kD).
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Steinbauer et al., 1997 y 1998, por ejemplo, no encontraron diferencias significativas entre los efectos de las
fracciones de dextrano con valores de Mw de 1 kD, 40 kD, 60 kD, 70 kD, 110 kD y 150 kD en un marcador sustituto
de activacion plaquetaria, adherencia de leucocitos, en un modelo estandar de lesién por isquemia-reperfusion de
hamster 30 minutos después de la reperfusion. Sin embargo, como se esperaba, las mediciones en puntos de
tiempo posteriores después de la reperfusion reflejaron semividas plasmaticas méas cortas de las fracciones de
dextrano mas pequefas particularmente. Asi, en el Ejemplo 1 a continuacion, se eligi6 una fraccién amplia
representativa de dextrano 60 en la que el 80% de las moléculas se encuentran entre aprox. 14 kDy 180 kD y > 5%
estan por debajo de aprox. 10 kD para representar el intervalo clinico de Mw del dextrano de 1 kD a 110 kD con
efectos especificos del dextrano sobre la activacion y desgranulaciéon de las plaquetas y la posterior adherencia de
los leucocitos 30 minutos después de la reperfusion.

El componente polisacarido de la invencion, que se utilizara en combinacién con uno o mas de los GAG anteriores,
puede constar de una o mas fracciones de un polisacarido neutro clinicamente aceptable, como un dextrano, o un
almidon sustituido como hidroxietil almidon (HES) o fracciones biocompatibles de polietilenglicol (PEG) o fucoidan.

El componente polisacarido puede ser una pequefia fraccion subcoloidal (Mw <15 kD) tal como oligdmeros de
isomaltosa (es decir, dextrano hidrolizado) o manitol. Alternativamente, puede ser una fraccion coloidal de mayor
peso molecular donde la mayoria de las moléculas de polisacarido se encuentran por encima de los umbrales renal
y capilar (> 20 kD), como Dextran 40 0 60 o HES 130 o 200. El componente polisacarido puede ser alternativamente
una mezcla farmacéuticamente aceptable de polisacaridos tanto subcoloidales como coloidales.

En otro aspecto mas de la presente invencién, el componente polisacérido es una mezcla bimodal de una fraccion
subcoloide de dextrano (también conocido como oligémeros de isomaltosa) y una fraccién coloidal de dextrano.

Las secuelas o complicaciones para las que se puede usar la composicion descrita para prevenir o tratar incluyen, p.
ej., cualquier consecuencia patofisioldgica o indeseable, activacion plaquetaria excesiva directa o indirecta, que
incluya p. ej. trombogénesis, formacién de macro y micro-embolias, hiperactivacién de leucocitos, formacion de
ateroma o hiperplasia y reestenosis, lesion por isquemia-reperfusion y retraccién excesiva del coagulo de fibrina,
incluida la curacion subdptima de las lesiones del tejido conectivo, lo que da como resultado cicatrices no elasticas o
formacion de fibrosis en los cordones, la piel o la cérnea.

En un aspecto de la presente invencion, se proporciona un método de tratamiento o profilaxis de una condicion
traumatica o isquémica en un sujeto de sangre caliente (por ejemplo, un ser humano). De acuerdo con este aspecto
de la presente invencion, el método comprende administrar a un sujeto una composicién terapéutica que contiene
acido hialurénico (HA) y un polisacarido neutro en una dosis eficaz para inhibir la activacion, adherencia y
agregacion excesivas de plaquetas dentro del sistema vascular del sujeto. En ciertos aspectos, la condicién
traumatica o isquémica es un accidente traumatico, como una lesién contusa o penetrante y puede implicar una
pérdida importante de sangre, una fractura, un tenddén o ligamento roto, un traumatismo intencional, como una
operacion quirargica, particularmente una cirugia mayor prolongada, pérdida de sangre u oclusion vascular, que
puede conducir al desarrollo de émbolos pulmonares (por ejemplo, trombosis iliofemoral, trombosis de la vena
mesentérica y sindrome de Budd-Chiari).

En una forma de la presente, la presente invencion es particularmente Gtil para tratar o prevenir trombosis o
microembolias en pacientes que no han sufrido una pérdida importante de sangre y, por lo tanto, que pueden no
tolerar grandes dosis de dextrano u otros expansores de volumen como, por ejemplo, en un accidente
cerebrovascular hemorragico. En otra forma de la presente, la afeccién isquémica es la trombosis arterial,
particularmente la trombosis de la arteria coronaria, en la que la activacion adicional de plaquetas puede ser
perjudicial.

De acuerdo con otros aspectos mas de la presente invencién, se proporciona un método para prevenir o reducir la
trombogénesis o la formacion de microembolias en un sujeto de sangre caliente con riesgo de desarrollar tales
complicaciones. De acuerdo con este aspecto de la presente invencién, a un sujeto se le administra una
composicion terapéutica que contiene acido hialurénico mas polisacarido en una dosis eficaz para inhibir la
adherencia y agregacion de plaquetas. De acuerdo con una realizacién ejemplar de este aspecto de la invencion, el
sujeto puede tener un mayor riesgo de desarrollar un trombo debido a una condicién médica que interrumpa la
hemostasia, incluyendo trombocitopenia inducida por heparina, enfermedad de las arterias coronarias,
aterosclerosis, embarazo, accidente cerebrovascular, neoplasia, obesidad, lupus eritematoso sistémico, sindrome
nefrético, policitemia vera, enfermedad inflamatoria intestinal, homocistinuria, hiperhomocisteinemia, hemoglobinuria
paroxistica nocturna, shock e insuficiencia cardiaca congestiva. En otros aspectos, el mamifero puede tener un
mayor riesgo de desarrollar un trombo o microembolia debido a un procedimiento médico, que incluye cirugia
cardiaca, derivacién cardiopulmonar, cateterismo, angioplastia coronaria transluminal percutanea y aterotomia, asi
como procedimientos que implican la colocacién de una protesis sintética o bioprotésica (por ejemplo, una valvula
cardiovascular).

Debe entenderse y apreciarse en el presente documento que de acuerdo con algunos de los aspectos descritos de
la presente invencion, la combinacién de HA y polisacérido puede administrarse sistémica o localmente. Ademas, la
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administracion de HA y polisacarido puede ocurrir antes, durante o después de un procedimiento médico o
quirdrgico, o tratamiento con otros agentes (por ejemplo, agentes tromboliticos).

En otro aspecto mas de la presente invencién, se proporciona un método para inhibir la adherencia de las plaquetas
a la superficie de un dispositivo protésico recubriendo el dispositivo con acido hialurénico mas polisacaridos en una
cantidad suficiente para inhibir la interaccién de las plaquetas con la superficie del dispositivo antes de la exposicién
del dispositivo a las plaquetas. De acuerdo con este aspecto de la invencion, el dispositivo puede estar hecho de
cualquier material biocompatible adecuado, total o parcialmente sintético; que se use comuUnmente en
procedimientos médicos. En ciertas realizaciones, el dispositivo protésico es una valvula coronaria, un injerto
vascular o un stent.

En otro aspecto mas de la presente invencion, se proporciona un método para inducir o mejorar la reparacion y
regeneracion del tejido conectivo o piel lesionados sin la formacién indeseable de tejido cicatricial no elastico. De
acuerdo con esta realizacion, la composiciéon descrita se pone en contacto con el tejido conectivo lesionado, tal
como un tenddn o ligamento, piel o cérnea.

De acuerdo con ciertas realizaciones, la invencion también proporciona métodos para tratar lesiones intra y
extraarticulares en un sujeto (por ejemplo, un mamifero) poniendo en contacto los extremos de un tejido roto del
sujeto con las composiciones de la invencién. De acuerdo con este aspecto de la presente invencion, las lesiones
intraarticulares incluyen, por ejemplo, desgarros de meniscos y ligamentos, mientras que las lesiones
extraarticulares incluyen, por ejemplo, lesiones del ligamento, tend6n o musculo.

De acuerdo con ciertos aspectos de la presente invencién, se proporciona un método para tratar la inflamacion
aguda de una articulacion como, por ejemplo, después de un traumatismo o sobrecarga aguda como en la
osteoartritis de rodilla relacionada con lesiones (deportivas) introduciendo las composiciones descritas en la
articulacién. Debe entenderse y apreciarse en el presente documento que los métodos y composiciones de la
invencion también se pueden usar de manera similar para tratar estados inflamatorios crénicos tales como trastornos
articulares artriticos reumatoides en los que recientemente se ha informado que la liberacion de citocinas de
plaquetas activadas juega un papel clave en la generacién de la inflamacion (véase, Boilard, 2010).

En este contexto, puede observarse que se ha demostrado que la inyeccion de dextrano solo (fracciones mono o
bimodales) en articulaciones inflamadas reduce la inflamacién y el dolor, segun lo informado por uno de los
presentes inventores en la patente de EE.UU. n? 5,902,800. Si bien es conocido por los expertos en la técnica que el
HA enddgeno de alto peso molecular esta presente en el liquido sinovial articular y que el ajuste de la viscosidad o
las propiedades lubricantes de la solucion de dextrano puede realizarse mediante la adicién de agentes
viscoelasticos (que podrian incluir HA), los presentes inventores no conocen ninguna ensefianza o sugerencia en la
que se dé una interaccion sinérgica especifica entre dextrano y HA en términos a sus efectos actualmente descritos,
0 con respecto a estos, en la activacion plaquetaria y sus secuelas asociadas, incluida la inflamacién, o en sus
nuevos efectos sinérgicos sobre la regeneracion del tejido conectivo lesionado.

A la luz de los nuevos efectos sinérgicos del dextrano y el HA como se describe en este documento, todo experto en
la materia podria disefiar estrategias de dosificacion mas racionales y flexibles para la enfermedad inflamatoria de
las articulaciones, particularmente cuando la expansion de volumen de la articulaciéon sinovial inducida por
polisacaridos en exceso es indeseable o esta contraindicada. En este sentido, la combinacién de HA con altas
concentraciones de moléculas muy pequeias de dextrano u oligdmeros de isomaltosa (Mw 0,3 kD - 10 kD) reducira
el exceso de expansion de volumen y los efectos secundarios asociados con dextranos de alto Mw, pero aun asi
cumplira las condiciones para la sinergia con HA, como se describe a continuacion.

Ademas, los hallazgos descritos en el Ejemplo 1 a continuacién, indican que la sinergia entre dextrano y HA es
Optima cuando HA tiene un Mw bajo (<250 kD). Dado que la degradacion enzimatica de HA de alto Mw ocurre en la
sangre circulante, la administracién intravascular de HA de alto Mw (p. ej. Mw 2.000 kD) en el torrente sanguineo
funcionard como un profarmaco para el suministro de restos de HA con Mw mas bajos al tejido inflamado.

En los compartimentos avasculares, sin embargo, como el espacio sinovial (articular), esta rapida degradacién no
ocurre. Dado que el espacio sinovial normalmente contiene HA endégeno con un Mw muy alto (> 3000 kD) y hay
poco acceso a la hialuronidasa circulante, la velocidad de degradacién (y la generacién de restos de HA <250 kD) es
sustancialmente mas lenta que en la sangre. Por tanto, la inyeccion de dextrano solo en la articulacién (es decir, su
mezcla in vivo con HA enddgeno de Mw muy alto) no creara las condiciones 6ptimas para promover la interaccion
sinérgica entre dextrano y HA ya que el Mw del HA sinovial es demasiado alto.

Aunque el Mw del HA sinovial endégeno a menudo es mas bajo en los brotes inflamatorios graves de la articulacion,
rara vez cae por debajo de 2000 kD, ain mucho mas alto que el intervalo éptimo de Mw del HA (<250 kD) para el
dextrano u otro polisacarido. Por lo tanto, de acuerdo con ciertos aspectos de la presente invencion, un método para
tratar un trastorno inflamatorio de las articulaciones en animales de sangre caliente (incluidos los humanos) puede
comprender la inyeccion intraarticular de una co-mezcla de un polisacarido neutro biocompatible, tal como dextrano,
oligbmeros de isomaltosa, HES, PEG o fucoidan y HA, que pueden tener un Mw por debajo de 2.000 kD, o mas
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especificamente por debajo de 500 kD. De acuerdo con este aspecto de la presente invencion, el Mw del dextrano
puede estar entre aproximadamente 0,3 kD y aproximadamente 110 kD.

Debe entenderse y apreciarse en este caso, sin embargo, que los métodos descritos actualmente no excluyen la
adicion de una cantidad adecuada de HA de alto o muy alto peso molecular (lineal o reticulado) u otros agentes
viscoelasticos Unicamente con el fin de ajustar la viscosidad o lubricacién como se menciona en la patente de
EE.UU. n® 5,902,800.

En ciertos aspectos especificos de la presente invencion, el componente HA de la composicidon descrita, cuando se
usa para la administracion sistémica en la sangre en la prevencién de la activacién o adhesion plaquetaria y sus
secuelas patofisiologicas, se administra en el intervalo de aproximadamente 3 mg/kg de peso corporal a
aproximadamente 600 mg/kg, en el que el componente polisacarido de la composicién para el mismo propésito se
da en el intervalo de aproximadamente 3 mg/kg a aproximadamente 2000 mg/kg.

La viscosidad de la composicién descrita de HA y polisacarido como solucion debe ser menor de 1000 centipoise y
mayor de 15 centipoise. Los pesos moleculares de los componentes tanto de HA como de polisacarido se pueden
ajustar de acuerdo con la viscosidad deseada para una concentracion especifica de HA y polisacarido.

De acuerdo con determinadas realizaciones, el peso molecular medio del HA es superior a aproximadamente 1,5
kD; mas especificamente, entre aproximadamente 2,6 kD y aproximadamente 3000 kD e incluso mas
especificamente, entre aproximadamente 100 kD y aproximadamente 2000 kD. En otras realizaciones mas, el peso
molecular medio del polisacarido estd entre aproximadamente 0,3 kD y 110 kD, mas especificamente entre
aproximadamente 0,5 kD y aproximadamente 70 kD, e incluso mas especificamente, el polisacarido tiene una
distribucion de peso bimodal obtenida mezclando un polisacarido con peso molecular muy bajo con un intervalo de
Mw de aproximadamente 500 D a aproximadamente 10 kD junto con un polisacarido de mayor peso molecular con
un intervalo de Mw de aproximadamente 20 kD a aproximadamente 75 kD.

Para la administracion local de la solucién de HA y polisacarido en el sitio de accion pretendida que previene la
activacion plaquetaria excesiva o la retraccion del coagulo, la concentracion del componente HA se encuentra entre
aproximadamente el 0,1% y aproximadamente el 7% y el componente de polisacarido se encuentra entre
aproximadamente el 1% y aproximadamente 32% y la viscosidad de la combinaciéon de HA mas polisacarido se
encuentra en el intervalo de aproximadamente 20 centipoise a aproximadamente 300.000 centipoise.

De acuerdo con ciertas realizaciones de la presente invencion, la composicién es una solucién acuosa de
biopolimeros que contiene hialuronano en una cantidad de aproximadamente 0,1% a aproximadamente 7% (p/v), y
dextrano o HES, en una cantidad de aproximadamente 1 a aproximadamente 25% (p/v), el hialuronano tiene un
peso molecular promedio en peso (Mw) dentro del intervalo de aproximadamente 1,5 kD a aproximadamente 6.000
kD, el dextrano tiene un Mw dentro del intervalo de aproximadamente 0,3 kD a aproximadamente 110 kD y el HES
tiene un Mw dentro del intervalo de aproximadamente 10 kD a aproximadamente 500 kD.

De acuerdo con otras realizaciones mas de la presente invencion, se proporcionan métodos para implantar o
inyectar la combinacién polimérica descrita anteriormente en una lesion, defecto o condicion del tejido que necesita
tal tratamiento, mientras que de acuerdo con otras realizaciones mas, las composiciones son Util para regenerar
tejido conjuntivo, y se puede administrar a un area que tiene lesioén o pérdida de tejido conjuntivo, tal como hueso,
cartilago, tenddn y ligamento.

Las ventajas y mejoras de los procesos, métodos y composiciones de la presente invencion se demuestran en los
ejemplos conocidos. Estos ejemplos son solo ilustrativos y no pretenden limitar o excluir otras realizaciones de la
presente invencion.

Ejemplo 1

Se investigaron los efectos de varias fracciones concentradas de hialuronano (HA) y dextrano con respecto a
adhesiones irreversibles y coagulos de plaguetas en la microcirculacién in vivo en un modelo estandarizado de
intestino delgado de raton mediante microscopia de fluorescencia intravital utilizando plaquetas marcadas ex vivo
con rodamina-6G infundida i.v. durante la reperfusion.

Bajo anestesia, se sometieron ratones Balb/c hembras a laparotomia de la linea media y se exterioriz6 suavemente
un segmento yeyunal; se indujeron 90 minutos de isquemia intestinal por oclusién de la arteria segmentaria
mediante microclip, seguido de reperfusion durante 30 minutos para simular la lesién por isquemia-reperfusion (I/R).
Esta lesion estandar indujo un aumento muy significativo en la adhesion irreversible de plaquetas y la adhesion al
endotelio de arteriolas y vénulas en comparacion con los controles simulados.

A otros grupos de animales se les administraron dosis intravenosas (i.v) bajas (10-30 mg/kg) de varias fracciones
concentradas (monoméricas) diferentes de HA libre de pirégenos puro, desde un Mv de 1.530D hasta un Mw de
aproximadamente 250.000D. Todos los grupos consistieron en 5 0 6 animales, valores registrados como media +/-
SEM. Tanto a los niveles de dosis de 30 mg/kg como a los de 10 mg/kg, todas las fracciones de HA redujeron
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significativamente los efectos de la lesion por I/R sobre la adhesién irreversible de plaquetas y la adhesion en las
arteriolas (p <0,05 vs. I/R).

Se obtuvieron los siguientes resultados cuando se compararon los efectos de la dosis mas baja de HA (10 mg/kg)
sobre la activacion plaquetaria con dosis muy bajas de dextrano 60 (5 mg/kg) y con combinaciones de estos mismos
polimeros en las mismas dosis en el mismo modelo.

En las arteriolas, la adherencia firme de las plaquetas se redujo de una media de 805 mm-2 en el grupo sometido a
I/R solo, a una media de 410 mm-2 en los sometidos a I/R seguido de HA (10 mg/kg). La adherencia plaquetaria
media en los que recibieron 5 mg/kg de dextrano 60 solo después de I/R fue de aproximadamente 190 mm-2. El
valor medio correspondiente para el grupo que recibié una combinacién de 10 mg/kg HA y 5 mg/kg Dextran 60
después de I/R fue 130 mm-2 (p <0,05 vs. I/R).

La adhesion irreversible de plaquetas en las arteriolas respondié a I/R, HA y Dextran 60 de una manera similar; I/R
indujo un fuerte aumento en la laminacién de plaguetas de 2 mm-1 por s/mm (simulado) a 30 mm-1/s/mm, mientras
que 10 mg/kg de HA después de I/R redujeron la adhesién irreversible a 24 mm-I/s/mm. Dextran 60 solo (a 5 mg/kg)
redujo la adhesion irreversible después de I/R a aproximadamente 21 mme-I/s/mm mientras que la combinacién de 10
mg/kg HA + 5 mg/kg Dextran 60 redujo la adhesion irreversible después de I/R a 6 mm-I/s/mm. (p <0,05 vs. I/R).

A pesar de los sorprendentes efectos antiadherentes anteriores tanto del HA como del dextrano en las arteriolas, en
el lado venular, la adhesion plaquetaria no se redujo significativamente ni con 10 mg/kg de HA ni con 5 mg de
Dextran 60.

Sin embargo, la adhesion irreversible de plaquetas en las vénulas se redujo significativamente tanto con HA solo
como con dextrano solo y en un grado mucho mayor con la combinacién de 10 mg/kg de HA + 5 mg/kg de dextrano
(los valores correspondientes para la simulacion, I/R, 10 mg/kg HA, 5 mg/kg de Dextrano y siendo la combinacion
HA/Dextrano: 3, 34, 20, 15y 10 mm-I/s/mm, respectivamente).

Por tanto, en el momento elegido (30 minutos después de la reperfusién) tanto el HA como el dextrano inyectados
por separado en dosis muy bajas redujeron significativamente la activacion plaquetaria intensa y la adherencia
inducida en 90 minutos de isquemia.

La combinacion de una dosis muy baja (5 mg/kg) de dextrano (es decir, a una dosis demasiado baja para ejercer
cualquier expansiéon de volumen, hemodilucion u otros efectos reolégicos en la circulacion) administrada junto
(simultaneamente) con HA revirtié los efectos de I/R en las plaquetas con un efecto mucho mayor que el HA o el
dextrano administrados por separado y solo; por lo tanto, exhibiendo un efecto sinérgico pronunciado.

Como se sefald anteriormente, todas las fracciones de dextrano dentro del intervalo de peso molecular "clinico” (1
kD a 110 kD) exhiben una supresion similar bien documentada de la hiperactividad plaquetaria y de cascadas
inducidas por plaquetas posteriormente, como las involucradas con la activacion y el reclutamiento de leucocitos, a
concentraciones intravasculares equivalentes. Por esta razén, una fraccion relativamente amplia de dextrano 60 en
la que aproximadamente el 80% de la distribucién de masa molar se encuentra entre 14 kD y 180 kD con fracciones
significativas (> 5%) en los intervalos de 0,5 kD - 10 kD y 190 kD-210 kD se utiliz6 como dextrano representativo en
el Ejemplo 1 anterior.

Aunque la semivida intravascular del AH es mucho mas corta que la del dextrano, deberia ser suficiente para
reforzar sinérgicamente los efectos del dextrano en la atenuacion de la activacion plaquetaria excesiva y la
desgranulacién en la fase temprana crucial después del trauma cuando se desencadenan inicialmente las cascadas
inflamatorias. La supresién de esta fase temprana en la generacion en cascada es importante si se quieren prevenir
las complicaciones posteriores del exceso de activacion plaquetaria.

Por lo tanto, una combinacion justa de AH i.v. y el dextrano no solo aseguran el maximo control del exceso de
hiperactividad plaquetaria justo en la fase inicial crucial de la activacién plaquetaria inmediatamente después del
trauma, sino que también permiten un control sostenido durante un periodo mas largo de hasta 8-10 horas (por
ejemplo, durante la noche después de la cirugia) para asegurar una éptima prevencion de complicaciones. A este
respecto, el uso de HA solo para suprimir las plaquetas hiperactivadas no es una opcién en muchos escenarios de
tratamiento.

Ejemplo 2

Como antecedentes, los tendones y ligamentos son la principal causa de sufrir un "tiempo de inactividad" en las
industrias relacionadas con los equinos. La lesion del tenddn flexor digital superficial (SDFT) en particular es a
menudo una lesién que limita la carrera con una alta incidencia de nuevas lesiones (véase, Dyson S, 2004). Estas
lesiones llevan mucho tiempo para curarse y gastan recursos valiosos con la plétora de nuevas opciones de
tratamiento generalmente ineficaces que se ofrecen en la actualidad. Aunque se han reivindicado algunos avances
limitados, como por ejemplo con las células madre autologas, el tiempo de inactividad (tiempo de convalecencia
improductivo) todavia supera los 12 meses (véase Stashak, 2092, p. 617).
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Estudios previos que emplearon hialuronano intralesional (HA) (Dyson S, 1977, 2004) concluyeron que "no parece
haber ningln beneficio en el tratamiento con hialuronano o PSGAG en comparacién con un ejercicio controlado
solo”.

Por lo tanto, se establecié un estudio para investigar si los resultados histéricos previamente deficientes en el
tratamiento de lesiones del tendon SDF con hialuronano (HA) al 1% intralesional solo podrian mejorarse mediante la
inyeccion intralesional de una combinacion de hialuronano con una mezcla de polisacaridos coloidales y
subcoloidales (GLV11 codificado, que constaba de 1% de HA (Mw aprox. 500 kD), 10% de dextrano 70 y 1,2% de
oligosacéridos de isomaltosa como se describe en la presente invencion).

La combinacién de HA y dextrano se inyect6 directamente en la lesién en el nacleo del tendén, no en la vaina o los
tejidos adyacentes, para diferenciar claramente entre sus propiedades lubricantes fisicas y su sorprendente
capacidad ahora revelada para acelerar la regeneracion del tejido conectivo lesionado en el ndcleo del tendén.

Hasta la fecha, se habian incluido en el estudio 246 caballos con evidencias ultrasénicas de lesiones agudas del
tenddén o del ligamento suspensorio. La poblacion en cuestién incluia todas las razas principales, sexo, edad y
niveles de rendimiento: 54% de razas estandar, 12% de cuarto de milla, 8% de pura sangre, 8% de caballos de
barril, 13% de cazadores y 4% de otros.

Las edades se encontraban entre los 3 y los 17 afios, siendo la edad media de 7,12 y la edad mediana de 7. El 50%
de los caballos tenian lesiones suspensorias, el 31% tenian lesiones superficiales del tenddn flexor y el 13% tenian
lesiones en el ligamento XYZ o en el ligamento sesmoideo distal. Las lesiones se encontraban entre el 1% y el 80%
en los tendones y entre el 5% y el 50% por dafo del ligamento suspensorio. De estos caballos, el 69% estaban
castrados, el 25% eran sementales y el resto yeguas.

Métodos:

Todos los caballos fueron sometidos a una ecografia entre las 24 y 48 horas posteriores a la lesion. Las areas de las
lesiones se prepararon quirirgicamente y GLV11 se inyectd asépticamente por via intralesional a una dosis de
aproximadamente 1 cc por cm cubico de tejido danado. Se aplicé un Gelocast y se cambi6é después de 48 horas. El
segundo Gelocast se retird después de 48 horas adicionales.

Cuando era posible, los caballos se sometian a terapia con agua durante los siguientes 14 dias. En el caso de que la
terapia con agua no estuviera disponible, el caballo se paseaba manualmente dos veces al dia durante 40 minutos.
Después del dia 18, el caballo volvia a un trabajo ligero durante 14 dias y luego reanudaba el entrenamiento
después de un examen con ultrasonidos de seguimiento. La mayoria de los caballos se ejercitaban 6 millas al dia al
trote extendido. A continuacién, se permitia que los caballos reanudaran la carrera o la exhibicién de acuerdo con las
decisiones de los entrenadores.

Resultados hasta la fecha: De las 246 lesiones agudas de tendones/suspensiones (ligamentos) tratadas hasta la
fecha, el 94% habian regresado a la competicion en menos de 50 dias y el 92% permanecia sano durante un
minimo de 3 meses o0 12 carreras, segun la raza.

Esto es drasticamente comparable con los 12 meses que normalmente se requieren para que un caballo vuelva al
tratamiento de carreras con HA solo. Segun la Dra. Sue Dyson, una autoridad internacional lider en lesiones de
tendones equinos, la incidencia de lesiones recurrentes en tendones de caballos tratados con 1% de HA solo
variaba de aproximadamente 20 a 57% en un estudio realizado previamente por ella en una poblacién de caballos
similar (véase, Dyson S., 2004). Otros datos historicos sobre lesiones de tendones indicaban que solo el 20-60% de
estos caballos regresan a las carreras. Alrededor del 80% se vuelven a lesionar en las carreras y el 44% de los
caballos de exhibicion también se vuelven a lesionar.

Conclusiones:

Teniendo en cuenta la amplia gama de edades, razas y variaciones de sexo de los caballos, el tiempo de retorno a
los niveles de rendimiento, dadas las distintas lesiones, fue extremadamente corto. Esta sorprendente reduccién en
el "tiempo de inactividad", junto con las tasas muy bajas de lesiones recurrentes indican que la combinaciéon de HA
con oligbmeros isomaltosa y dextrano coloidal no solo acelera la reparacién del tenddn/ligamento, sino que también
restaura la fuerza y elasticidad de estos tejidos hasta su condicion original previa a la lesion.

Los resultados exhibidos muestran de manera bastante objetiva mediante imagenes ecograficas y un retorno
temprano a la carrera normal sin tasas indebidas de nuevas lesiones que la regeneracion y la curacion sostenida de
lesiones ocurren en menos de una cuarta parte del tiempo normalmente requerido en caballos tratados
convencionalmente con un ejercicio controlado o con hialuronano, PSGAGr o BAPN solo. A este respecto, los
beneficios econémicos de reducir el "tiempo de inactividad" del rendimiento para la industria equina son muy
importantes. Los mismos beneficios en términos de reduccion del sufrimiento y los costos también se aplican a las
lesiones del tejido conectivo humano, especialmente a las lesiones de tendones y ligamentos en deportistas o
pacientes con traumatismos.
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Los resultados de los estudios equinos muestran que no solo el tiempo de recuperacion se reduce
significativamente, sino que también las tasas de nuevas lesiones, después de la reanudacion de las carreras, son
sorprendentemente bajas, lo que indica que la elasticidad y fuerza de las nuevas fibrillas de colageno regeneradas
en la lesion son bien comparables con aquellos en el tenddn no lesionado, es decir, que la regeneracion de la
mayoria de las fibrillas de colageno se ha producido en una buena alineacion coaxial con el gradiente de tensina.
Esto contrasta con el problema de la cicatrizacion no elastica desorganizada y la neogénesis de colageno subdptima
persistente, que se sabe que ocurren durante al menos 14 meses después de la lesién del tend6n cuando la lesién
se deja curar sin un tratamiento especifico (véase Williams, IF, 1985).

Con respecto a la prevencién de tejido cicatricial no elastico después de una lesion aguda del tenddn u otro tejido
conectivo, los presentes inventores especulan que otros factores o componentes de la composicion descrita también
pueden contribuir a la sorprendente sinergia observada en los ejemplos anteriores entre los componentes clave de la
composicién descrita.

Esta bien documentado, por ejemplo, que el hialuronano (HA) se encuentra en tejidos embrionarios y fetales en
concentraciones mucho mas altas que en los tejidos correspondientes en adultos. Dado que las heridas fetales
cicatrizan con una respuesta inflamatoria minima y sin cicatrices evidentes, y esto parece (véase, en el trabajo in
vitro de Olutove, O, 1997) estar relacionado con la presencia de HA, es tentador especular que el componente HA
de las presentes composiciones inventivas puede contribuir a los sorprendentes resultados descritos in vivo en este
documento. Sin embargo, otros autores (véase, Dyson, S, 1997 y 2004) no han podido mostrar ninguna mejora
significativa en la reparacion del tendén utilizando HA solo en un extenso ensayo in vivo con 219 caballos.

También esta bien documentado que la fibrina formada en presencia de polimeros de carbohidratos neutros como
dextrano, hidroxietil almidén (BBS) o fucoidina, tiende a formar fibras mucho mas gruesas durante la polimerizacion,
y el coagulo resultante es mas fragil y mas facil de lisar por las enzimas fibrinoliticas endégenas tPA (véase, Strauss
1985 Carr, 1995).
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REIVINDICACIONES

1. Una solucién acuosa que contiene de 0,1% a 7,0% en peso de un glicosaminoglicano (GAG) seleccionado de al
menos uno de hialuronano, condroitina, dermatina, queratina, heparan y heparina, de 1,0% a 25% en peso de un
polisacarido coloidal neutro seleccionado de al menos uno de dextrano, un hidroxietil almidén y fucoidan, y de un
0,3% a un 35% en peso de un polisacarido cristaloide subcoloidal neutro que es un oligdmero de isomaltosa, en el
que el glucosaminoglicano (GAG) tiene un peso molecular medio ponderado de aproximadamente 2 kD a
aproximadamente 5.000 kD, el polisacarido coloidal neutro tiene un peso molecular medio ponderado de
aproximadamente 20 kD a aproximadamente 100 kD y el polisacéarido cristaloide subcoloidal neutro tiene un peso
molecular medio ponderal de aproximadamente 0,4 kD a aproximadamente 4 kD, para su uso en la reparacion,
regeneracion, tratamiento o induccion de la reparacion de una lesion o un defecto en un tejido conectivo.

2. Una solucién acuosa para su uso segun la reivindicacion 1, en la que el tejido conjuntivo se selecciona de al
menos uno de un tenddn, un ligamento, cartilago, hueso, piel y una cornea y tejido cicatricial.

3. Una solucién acuosa para su uso segun la reivindicacion 1, en la que la solucién acuosa se implanta para
aumentar la reparacion directa del tejido conectivo.
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