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DESCRIPCION
Polvo de acido hialurénico reticulado hinchable y procedimiento para fabricarlo

La presente invencién se refiere a un polvo de acido hialurénico reticulado hinchable y a un procedimiento para la
produccién del mismo y, concretamente, versa sobre un polvo de acido hialurénico reticulado con una excelente
capacidad de inflado y un procedimiento para producirlo con facilidad.

CAMPO DE LA INVENCION

Un gel de hialuronano reticulado en el que un hialuronano se somete a un proceso de reticulado resulta excelente en
términos de biocompatibilidad y de biodegradabilidad, es decir, degradacion in vivo acaecida con el paso del tempo,
produciéndose eventualmente su desaparicion. Convencionalmente, la aplicacion del gel de hialuronano reticulado
ha sido objeto de investigacion y desarrollo activos, para poder aplicar el gel de hialuronano reticulado mediante la
utilizacidon de sus caracteristicas a un agente de prevencion de adherencias, a un agente reparador 6seo, a un
compuesto para la liberacién controlada de farmacos, a un material para la regeneracion de tejidos y asi
sucesivamente. Por ejemplo, un ejemplo tipico muy conocido de la aplicacion a un material regenerador de tejidos
es una inyeccion antiarrugas, en el campo de la cirugia estética.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Cuando el gel de hialuronano reticulado se utiliza, por ejemplo, en inyecciones anti-arrugas, el gel reticulado ha de
tener una mayor densidad y una mayor viscoelasticidad para garantizar un cierto volumen en la porcién de la
inyeccion. Asimismo, cuando el gel de hialuronano reticulado se utiliza como una preparacion para la liberacion
controlada de farmacos, es necesaria una retencion in vivo durante un periodo de tiempo prolongado para mantener
un efecto adecuado del medicamento a lo largo de un determinado periodo de tiempo. Por lo tanto, resulta deseable
disponer de un gel de hialuronano reticulado con una densidad y viscoelasticidad elevadas.

Convencionalmente, el gel de hialuronano reticulado se ha preparado mediante un proceso que incluye la disolucion
de un hialuronano sélido en agua, afiadiendo un agente reticulante y una base para conseguir una reaccion de
reticulado, y eliminando las impurezas (sobrante del agente reticulante y de la base) del gel de hialuronano
reticulado resultante (documento N° 1 de la patente).

No obstante, y dado que el hialuronano posee un elevado peso molecular, cuando se disuelve en agua, incluso a
bajas concentraciones, la viscoelasticidad de la solucidon acuosa resulta muy elevada. Por lo tanto, se requiere
mucho tiempo y un sustancial esfuerzo para disolver el hialuronano en agua a escala industrial, especialmente
cuando aumenta la concentracion del hialuronano, para obtener un gel de hialuronano reticulado de alta densidad,
ya que aumenta considerablemente la viscosidad de la fase liquida. Por lo tanto, los procesos de mezclado uniforme
del hialuronano con un agente reticulante y una base en una solucién acuosa, agitdndolos y eliminandolos mediante
dialisis o un procedimiento similar resulta muy complicado. Asi pues, se ha convertido en un problema que requiere
invertir grandes cantidades de tiempo y esfuerzo.

Asimismo, un hialuronano reticulado tiene basicamente una elevada capacidad de hincharse por efecto del agua, y
una gran viscoelasticidad, por lo que resulta problematica su manipulacién durante las etapas de almacenamiento,
preparacién del gel o inyeccién en un cuerpo vivo. Por tanto, se ha hecho necesaria la obtencién de un gel de
hialuronano reticulado en polvo, que pueda utilizarse como el gel deseado afiadiendo agua en el momento de su
utilizacion. Asimismo, desde el punto de vista de la reduccién de la carga que representa la inyeccién para el cuerpo
humano y permitir su retencién en el cuerpo vivo durante un periodo prolongado de tiempo, también se espera la
consecucion de un procedimiento para la obtencion de un hialuronano reticulado en forma de polvo e inyectar
directamente el polvo en un cuerpo vivo.

El gel de hialuronano reticulado, como el que se describe en el documento N° 1 de la Patente, se obtiene reticulando
un hialuronano disuelto en agua. Por lo tanto, para obtener un polvo de hialuronano reticulado mediante dicho
procedimiento convencional, se producia un gel de hialuronano reticulado, y posteriormente, el gel se secaba hasta
obtener el polvo. Sin embargo, el polvo del gel de hialuronano reticulado seco soltaba el agua sin hincharse, incluso
cuando se afiadia agua al polvo, y por tanto, no se vuelve a obtener un gel como el existente antes de proceder a su
secado.

Asimismo, el documento N° 2 de la patente describe un polvo obtenido mediante la reticulacion de un hialuronano en
una mezcla liquida formada por agua y acetona, seguido de un secado por calor. No obstante, el polvo de
hialuronano reticulado obtenido mediante este procedimiento también posee escasa utilidad practica como gel, a
causa de su relativamente baja capacidad de hinchamiento en agua, para obtener un estado liquido
aproximadamente viscoso.

Documento de patente N° 1: Patente japonesa N° 60-130641
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Documento de patente N° 2: Publicacion de Patente japonesa sin examinar N° 60-130641
DESCRIPCION DE LA INVENCION
PROBLEMA QUE HA DE RESOLVER LA INVENCION

La presente invencion se ha realizado teniendo en cuenta la tecnologia convencional que acaba de describirse v,
para resolver dichos problemas, se facilita un polvo de hialuronano reticulado con una excelente capacidad de
hinchado en agua, asi como un procedimiento para producirlo de forma sencilla.

MEDIOS PARA LA RESOLUCION DEL PROBLEMA

Los creadores de la presente invencion han llevado a cabo profundos estudios, teniendo en cuenta los problemas de
la tecnologia convencional descritos anteriormente y, como resultado, han llegado a la conclusién de que se puede
producir facilmente polvo de hialuronano reticulado hinchable en agua mezclando un agente reticulante con
hialuronano en polvo en dispersién en un medio liquido que contenga un alcohol monovalente de baja graduacién y
que no disuelva el hialuronano en polvo para crear una reaccion de reticulacion, y han llegado a la conclusiéon de que
el hialuronano en polvo reticulado hinchable obtenido mediante este procedimiento se hincha notablemente en agua
para convertirse en un gel de hialuronano reticulado con una viscoelasticidad excelente. De este modo se ha
realizado la presente invencién. Asi pues, el problema en torno al cual gira la presente invencion se resuelve
mediante el objeto de las reivindicaciones independientes 1y 3.

Es decir que el polvo de hialuronano reticulado hinchable conforme a la presente invencion se hincha en agua en
una proporcion del 500% o superior.

Por otra parte, el polvo de hialuronano reticulado hinchable presenta una concentracion de hialuronano del 0,1 al
20% en peso cuando el polvo se hincha por efecto del agua hasta su limite maximo.

Por otra parte, el procedimiento de obtencion del hialuronano en polvo reticulado hinchable de acuerdo con la
presente invencion se caracteriza porque comprende la mezcla de un agente reticulante con un hialuronano en polvo
en estado de dispersién en un medio liquido que contiene un alcohol monovalente que tiene entre 1 y 4 atomos de
carbono y con una solubilidad del hialuronano en polvo inferior a 0,1 g/l para producir una reaccion de reticulado.

En el procedimiento de produccion del hialuronano en polvo reticulado, el medio liquido consiste preferiblemente en
una mezcla disolvente del alcohol monovalente y agua.

En el procedimiento de produccién del hialuronano en polvo reticulado hinchable, el alcohol monovalente es
preferiblemente etanol o 2-propanol.

En el procedimiento de produccién del hialuronano en polvo reticulado hinchable, el coeficiente de mezclado del
alcohol monovalente con agua es preferiblemente de 99,9:0,1 a 65:35 como proporcion de masas.

En el procedimiento de produccién del hialuronano en polvo reticulado hinchable, el agua consiste preferiblemente
en una solucion tampén alcalina o una solucién tampén acida.

En el procedimiento de produccion del hialuronano en polvo reticulado hinchable, el agente reticulante es
preferiblemente divinil sulfona, éter diglicidico de 1,4-butanodiol y/o éter diglicidico de etileno glicol.

Adicionalmente, el procedimiento de produccién del hialuronano en polvo reticulado hinchable conforme a la
presente invencion se caracteriza porque comprende las siguientes etapas (1) y (2):

(1) mezcla de un agente reticulante con hialuronano en polvo en estado de dispersién en un disolvente que
contenga un alcohol monovalente que tenga de 1 a 4 atomos de carbono y una soluciéon tampén alcalina y que
presente una solubilidad del hialuronano en polvo inferior a 0,1 g/L, para provocar una reaccion de reticulacion; y

(2) mezcla de un agente reticulante con el producto de la etapa (1) en estado de dispersién en un disolvente que
contenga un alcohol monovalente que tenga de 1 a 4 atomos de carbono y que presente una solubilidad del
hialuronano en polvo inferior a 0,1 g/L para provocar una reaccién de reticulacion;

En el procedimiento de produccién del hialuronano en polvo reticulado hinchable, la proporcion de la mezcla del
alcohol monovalente con la solucién tampén alcalina o la solucion tampén acida, es preferiblemente de 99,9:0,1 a
65:35 como proporcién de masas.

En el procedimiento de produccion del hialuronano en polvo reticulado hinchable, el agente reticulante es
preferiblemente divinil sulfona, éter diglicidico de 1,4-butanodiol y/o éter diglicidico de etileno glicol.
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EFECTO DE LA INVENCION

De acuerdo con la presente invencién, puede obtenerse con facilidad hialuronano en polvo reticulado hinchable
mediante la ejecucion de una reaccion de reticulacién en un estado de dispersion del hialuronano en polvo, sin tener
que realizar los complicados procesos realizados con los procedimientos convencionales. Por lo tanto, resulta muy
util desde el punto de vista del tiempo y el coste. Ademas, el hialuronano en polvo reticulado obtenido mediante la
presente invencion presente una elevada capacidad de hinchado en agua cuando el polvo se hincha con agua, asi
como una excelente viscoelasticidad.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 incluye unas vistas fotograficas de las muestras de hialuronano en polvo reticulado, preparadas en los
ejemplos 1y 5 de la presente invencidn, en estado de hinchamiento, con una cantidad excesiva de agua destilada
((a): ejemplo 1, (b): ejemplo 5).

La figura 2 incluye unas vistas fotograficas de las muestras de hialuronano en polvo reticulado preparadas en los
ejemplos 1y 5 de la presente invencién, en su estado seco ((a): ejemplo 1, (b): ejemplo 5).

La figura 3 incluye unos graficos en los que se compara la viscoelasticidad dinamica del gel de hialuronano
preparado en el ejemplo 13 de la presente invencion y los geles de hialuronano obtenidos a partir de geles de
hialuronano reticulado disponibles en el comercio, elaborados a través de procedimientos convencionales ((a):
ejemplo 13, (b): ejemplo comparativo 7. (c): ejemplo comparativo 8).

La figura 4 incluye graficos en los que se compara la viscoelasticidad dinamica de los geles de hialuronano
preparados en los ejemplos 13 y 14 de la presente invencién ((a): ejemplo 13, (b): ejemplo 14).

La figura 5 incluye graficos en los que se compara la viscoelasticidad dinamica de los geles de hialuronano
preparados en los ejemplos 14 a 17 de la presente invencion ((a): ejemplo 14, (b): ejemplo 15, (c): ejemplo 16, (d):
ejemplo 17).

PROCEDIMIENTO PREFERIDO DE REALIZACION DE LA INVENCION

El hialuronano en polvo reticulado conforme a la presente invencion presenta un coeficiente de hinchado en agua del
500% o superior.

En este caso, el término “un coeficiente de hinchado en agua del 500% o superior” se refiere a que cuando una
cierta cantidad del hialuronano en polvo reticulado hinchable se hincha con una gran cantidad de agua pura para
obtener un gel de hialuronano reticulado, el peso del gel de hialuronano reticulado hinchado es del 500% o superior,
para un peso del hialuronano en polvo reticulado del 100%, o lo que es lo mismo, el polvo se hincha cinco veces o
mas.

Asimismo, la concentracién del hialuronano cuando el hialuronano en polvo reticulado hinchable se encuentra
hinchado al maximo con agua oscila entre un 0,1 y un 20% en peso. Por lo tanto, el hialuronano en polvo reticulado
hinchable conforme a la presente intencién tiene un coeficiente de hinchado de 500 a 100.000%.

El hialuronano en polvo reticulado hinchable conforme a la presente invencion puede aplicarse al sector de la
medicina, de la cosmética o similares, directamente o mezclado en una férmula adecuada. Asimismo,
concretamente, el hialuronano en polvo reticulado de acuerdo con la presente invencién puede volver a hincharse
partiendo del estado de polvo, por lo que puede aplicarse adecuadamente a un material utilizado in vivo, por
ejemplo, un material de regeneracion de los tejidos, como una inyeccién anti-arrugas, un compuesto para la
liberacidn controlada de farmacos, un agente de prevencion de las adherencias o un agente reparador 6seo.

Asimismo, el hialuronano en polvo reticulado hinchable segun la presente invencion puede hincharse en agua y
utilizarse posteriormente con las finalidades indicadas, como un gel de hialuronano reticulado.

Ademas, el procedimiento de produccién del hialuronano en polvo reticulado hinchable de acuerdo con la presente
invencién, el hialuronano en polvo en estado de dispersién en un medio liquido que contenga un alcohol
monovalente que contenga de 1 a 4 4tomos de carbono y no disuelva el hialuronano en polvo se mezcla con un
agente reticulante para llevar a cabo una reaccién de reticulacion.

El hialuronano en polvo utilizado en el procedimiento de produccién de la presente invencién es un polimero de
cadena recta en el que los residuos de N-acetil-D-glucosamina y acido D-glucurénico se acoplan alternativamente
entre si como se muestra en la formula siguiente, y el polimero de cadena recta puede utilizarse sin limitaciones
particulares, siempre que se presente en forma de polvo.
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El hialuronano puede obtenerse mediante, por ejemplo, extracciéon y aislamiento, a partir de la cresta de gallo o de
otros tejidos animales, o mediante fermentacion, utilizando microorganismos como el estreptococo. Asimismo, en la
presente invencion, puede utilizarse polvo de un derivado del hialuronano, por ejemplo, una sal metalica de un
hialuronano o una sal potasica de un hialuronano, o un derivado de hialuronano en el que el grupo hidroxilo, el grupo
carboxilo u otro grupo de un hialuronano se eterifique, esterifique, amidifique, acetalice o quetalice.

Asimismo, el hialuronano en polvo puede ser cualquiera que se encuentre disponible comercialmente. Entre los
ejemplos de hialuronano disponible comercialmente se encuentran el Biohyalo 12 (fabricado por Sisheido Co., Ltd.) y
el Hyaluronan (fabricado por Kibun Foods, Inc.).

El peso molecular del hialuronano en polvo utilizado en el procedimiento de produccion de la presente invencién no
presenta ninguna limitacion especifica, pero es preferiblemente de 100000 o superior, y mas preferiblemente, de
entre 500000 y 3000000. Por lo general, los pesos moleculares de casi todos los hialuronanos utilizados es de
100000 o superior, por lo general, pero algunos hialuronanos tienen un peso molecular especialmente bajo, de en
torno a 10000. Si se utilizase en la presente invencidon uno de dichos hialuronanos de bajo peso molecular, situado
en torno a 10000, podria no obtenerse un gel de hialuronano reticulado con la viscoelasticidad deseada cuando el
hialuronano en polvo reticulado hinchable se hinche por efecto del agua. Por lo tanto, este tipo de hialuronano no
resulta tan deseable.

Asimismo, cuando un hialuronano en polvo se disuelve en un medio liquido, la solucion resultante es un liquido
viscoso transparente. Por otro lado, cuando un hialuronano en polvo se dispersa en un medio liquido sin disolverse
en el mismo, se observa la presencia de particulas dispersas del hialuronano en polvo en el medio liquido. Ademas,
con el procedimiento de produccion de la presente invencion, dado que el hialuronano en polvo se ha dispersado en
forma de polvo, sin disolverse, en un medio liquido, se ve sometido a una reaccion de reticulacion sin que se
produzca ningun aumento en la viscosidad de la fase liquida e incluso puede tratarse con facilidad una dispersion
que contenga el hialuronano en una elevada concentracién. En el procedimiento de produccién de la presente
invencién, la concentracion del hialuronano en polvo para la reaccién de reticulacién no se encuentra sujeta a
limitaciones especiales, siempre que ello no perjudique la reaccion de reticulacién. Es posible tratar el hialuronano
en una elevada concentracién de en torno a un 5% en peso y en volumen, pero la concentraciéon oscilara
preferiblemente entre un 0,1 y un 30% en peso y volumen y, mas preferiblemente, entre un 1 y un 20% en peso y
volumen para la mezcla correspondiente a la reaccion de reticulacion.

El medio liquido utilizado en el procedimiento de produccién de la presente invencion contiene un alcohol
monovalente que tenga entre 1 y 4 atomos de carbono y no disuelva el hialuronano en polvo.

El alcohol monovalente que tiene entre y 4 atomos de carbono incluye, sin limitacién, metanol, etanol, 1-propanol, 2-
propanol, 1-butanol, 2-metil-1-propanol, 2-butanol, y 2-metil-2-propanol. Entre ellos, pueden resultar preferibles
especialmente el 1-propanol y el 2-propanol. En la presente invencion, se prefiere especialmente la utilizacion del
etanol o del 2-propanol.

Incidentalmente, en el procedimiento de producciéon de la presente invencién, por ejemplo, cuando se utiliza un
alcohol polivalente, como el etileno glicol, el medio disuelve el hialuronano en polvo, y cuando se utiliza una cetona,
como la acetona, el coeficiente de hinchado en agua del hialuronano en polvo reticulado resultante puede ser inferior
a un 500%, con lo que no se obtendria el gel de hialuronano reticulado deseado.

En la presente invencién, el término “no disuelve el hialuronano en polvo” se refiere especificamente a que la
solubilidad del hialuronano en polvo es inferior a 0,1 g/L (25° C).

Entre los ejemplos del medio liquido utilizado en el procedimiento de produccion de la presente invencion se incluye
una mezcla disolvente del alcohol monovalente mencionado anteriormente y agua. En este caso, si el coeficiente de
mezcla de agua en la mezcla de disolvente es demasiado elevado, el medio liquido disuelve el hialuronano en polvo
para aumentar la viscosidad de la fase liquida, con el consiguiente aumento en el grado de dificultad de su
manipulacion. Esto dificulta la produccién de un hialuronano en polvo reticulado hinchable. Por lo tanto, la proporcion
de masas entre el alcohol monovalente y el agua (alcohol monovalente:agua) de la mezcla de disolvente es
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preferiblemente de 99.9:0,1 a 65:35. Asimismo, la proporciéon de masas entre el alcohol monovalente y el agua
(alcohol monovalente:agua) es mas preferiblemente de 99.9:0,1 a 85:15.

El agente reticulante utilizado en el procedimiento de produccién de la presente invencién puede ser cualquier
agente que pueda reticularse entre las cadenas de polimeros del hialuronano mediante enlaces quimicos. Pueden
utilizarse como agente reticulante del hialuronano diversos compuestos polifuncionales que tengan dos o mas
grupos funcionales que formen enlaces covalentes al reaccionar con los grupos funcionales reactivos de la molécula
del hialuronano, como un grupo carboxilo, un grupo hidroxilo o un grupo acetamida. Entre los ejemplos del agente
reticulante utilizado en la presente invencion se incluyen compuestos diepoxi alquilo, como el diepdéxido de 1,3-
butadieno, 1,2,7,8-diepoxooctano, y diepdxido de 1,5-hexadieno; compuestos de diglicidil éter, como el diglicidil éter
de etileno glicol, el diglicidil éter de 1,4-butanodiol, y el diglicidil éter de bisfenol A; sulfona de divinilo; y apicloridrina.
Entre ellos, preferiblemente pueden utilizarse la sulfona de divinilo, el diglicidil éter de 1,4-butanodiol, y el diglicidil
éter de etileno glicol. Asimismo, en la presente invencion puede utilizarse una combinacion arbitraria de dos o0 mas
agentes de reticulacion.

Por otra parte, en el procedimiento de producciéon de la presente invencion, la cantidad mezclada del agente
reticulante no esta sujeta a especiales limitaciones, pero especificamente, oscila preferiblemente entre un 0,1 y un
10% en peso y volumen, y mas preferiblemente, entre un 0,5 y un 5% en peso y volumen en la mezcla dispuesta
para la reaccion de reticulacion.

Ademas, en el procedimiento de produccion de la presente invencion, para mejorar la reactividad del hialuronano a
lo largo de la reaccién de reticulacion, el pH de la mezcla puede ajustarse adecuadamente afiadiendo a la misma un
acido, como &cido clorhidrico o sulfurico, una base como hidroxido sddico o hidréxido potasico, o una solucion
tampon adecuada, como un fosfato o amonio cuaternario para la reaccion de reticulacion, si bien la reaccion de
reticulacion puede llevarse a cabo en condiciones alcalinas o acidas.

Por ejemplo si la reaccién de reticulacion se lleva a cabo en condiciones alcalinas, utilizando una soluciéon tampon
alcalina 0,001 a 0,1 N en lugar de agua como medio liquido, el grupo hidroximetilo de la molécula del hialuronano
formara un enlace de éter con el agente reticulante, para conseguir la reticulacion.

Asimismo, si la reaccién de reticulacion se lleva a cabo en condiciones de acidez, utilizando una solucién tampén
acida 0,001 a 0,1 N en lugar de agua como medio liquido, el grupo carboxilo de la molécula del hialuronano formara
un enlace de éster con el agente reticulante, para conseguir la reticulacion.

En un hialuronano en polvo reticulado hinchable preparado mediante la reacciéon de reticulacion en condiciones
acidas o basicas, el coeficiente de hinchado cuando el polvo se hincha por efecto del agua es incluso mayor que el
de un polvo preparado utilizando agua como medio liquido, y el gel de hialuronano reticulado obtenido presenta una
viscoelasticidad excelente. Asimismo, la viscoelasticidad del gel de hialuronano reticulado también varia en funcién
de la concentracién de cada una de las soluciones tampén, y en general, se da una tendencia a que la pérdida del
modulo elastico disminuya cuando se produce un incremento en la concentracion de alcali, para obtener de este
modo un gel con unas excelentes propiedades de conservacion de la forma. Por lo tanto, durante la produccién del
hialuronano en polvo reticulado hinchable conforme a la presente invencion, puede obtenerse un gel de hialuronano
reticulado cuyas caracteristicas de viscoelasticidad y capacidad de hinchado se ajustan a la finalidad u objetivo, o
pueden conseguirse controlando las condiciones de acidez o de alcalinidad durante la reaccién de reticulacion.

Asimismo, en el procedimiento de produccion de la presente invencion, ademas de los componentes esenciales
mencionados anteriormente, pueden afiadirse previamente a la mezcla para la reaccion de reticulacién componentes
habitualmente utilizados en aplicaciones de medicina o cosmética, en una gama de concentraciones que no afecta a
la finalidad ni a los efectos de la presente invencion. Entre los ejemplos de los componentes que pueden afiadirse se
incluyen los agentes humectantes, como el acido ascérbico y sus derivados, y la glicerina, asi como los agentes
antiinflamatorios, como el retinol y sus derivados, y el acido salicilico.

En el procedimiento de produccién de la presente invencion, el tiempo de reaccion de la reaccion de reticulacion
varia, por ejemplo, en funcién de las cantidades mezcladas del hialuronano en polvo utilizado como materia prima,
asi como del agente reticulante y de las propiedades fisicas del hialuronano en polvo reticulado que pretende
obtenerse, y suele oscilar entre 30 minutos y 100 horas, y més preferiblemente, entre 1 hora y 72 horas.

Asimismo, en el procedimiento de produccién de la presente invencién, la reaccion de reticulacion puede ser
realizada en presencia de calor para acortar el tiempo de reaccion, al acelerar la misma. La temperatura de reaccion
puede ajustarse entre 20 y 120° C, pero es mas preferiblemente de entre 25° y 90° C. Asimismo, con posterioridad a
la reaccion de reticulacion, puede obtenerse un gel de hialuronano reticulado en polvo llevando a cabo una
separacion sdlidos-liquido mediante un procedimiento conocido, como el centrifugado o filtrado, y lavando y secando
a continuacién el polvo resultante mediante cualquier procedimiento conocido.

Asimismo, en el procedimiento de produccion de la presente invencion, las propiedades fisicas, como el coeficiente
de hinchado en agua y la viscoelasticidad del hialuronano en polvo reticulado hinchable resultante pueden
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modificarse variando la temperatura de reaccion, el tiempo de reaccién, los tipos y las concentraciones del
hialuronano en polvo y el agente reticulante utilizado, y asi sucesivamente. Por lo tanto, estas condiciones pueden
determinarse adecuadamente en funcién de las propiedades fisicas del hialuronano en polvo reticulado hinchable
que se pretende obtener.

Asimismo, el procedimiento de produccién de acuerdo con la presente invencion incluye un procedimiento para
producir un hialuronano en polvo hinchable con doble reticulado, como otra de sus realizaciones.

En este documento, el término “doble reticulado” se refiere a que tanto el grupo hidroxi como el grupo carboxilo de
una molécula de hialuronano se aplican a la reaccion de reticulacion con un agente reticulante.

En la presente invencién, el hialuronano en polvo hinchable con doble reticulado puede producirse mediante las
siguientes etapas (1) y (2):

(1) mezcla de un agente reticulante con hialuronano en polvo en estado de dispersién en un disolvente que
contenga un alcohol monovalente que tenga de 1 a 4 atomos de carbono y una soluciéon tampén alcalina y que
presente una solubilidad del hialuronano en polvo inferior a 0,1 g/L para provocar una reaccion de reticulacion; y

(2) mezcla de un agente reticulante con el producto de la etapa (1) en estado de dispersion en un disolvente que
contenga un alcohol monovalente que tenga de 1 a 4 atomos de carbono y una solucién tampén acida y que
presente una solubilidad del hialuronano en polvo inferior a 0,1 g/L para provocar una reaccién de reticulacion;

La etapa (1) indica que la reaccion de reticulacion se lleva a cabo en condiciones de alcalinidad para obtener
entrecruzamientos de éteres en la molécula de hialuronano, y la etapa (2) indica que la reaccion de reticulacion se
lleva a cabo en condiciones de acidez para formar entrecruzamientos de ésteres en la molécula de hialuronano.

Por lo tanto, en las etapas (1) y (2), por ejemplo, el hialuronano en polvo, el disolvente y el compuesto relativo a la
reaccion de reticulacion pueden ajustarse a lo anteriormente descrito.

Los agentes de reticulacion de las etapas (1) y (2) son preferiblemente el mismo, y pueden utilizarse preferiblemente
un diglicidil éter, como la sulfona de divinilo, el diglicidil éter de 1,4-butanodiol, o el diglicidil éter de etileno glicol.

A continuacién se explicara un ejemplo de un procedimiento de produccién de hialuronano hinchable en polvo con
doble reticulado, si bien constituye tan sélo un ejemplo y no limita la presente invencion.

(ejemplo de produccion de hialuronano en polvo reticulado hinchable)

Se mezcla un agente reticulante con un disolvente liquido preparado mezclando un alcohol monovalente que tenga
de 1 a 4 atomos de carbono y una solucidn acuosa de hidréxido sédico 0,01 a 0,1 N con una relacién de masa de
99,9:0,1 a 65:35. A continuacion se afade hialuronano en polvo para su dispersion, seguido de una reaccién de
reticulacion en unas condiciones apropiadas. Tras la reaccion de reticulacion, el hialuronano en polvo se recoge
mediante centrifugado, filtrado o similar, y se lava y se seca mediante un procedimiento conocido para obtener un
hialuronano en polvo reticulado hinchable

A continuacién el hialuronano en polvo reticulado hinchable se afiade a una mezcla liquida formada por un agente
reticulante y un disolvente liquido preparado mezclando un alcohol monovalente que tenga de 1 a 4 atomos de
carbono y una solucién acuosa de 4cido clorhidrico 0,01 a 0,1 N con una relacion de masa de 99,9:0,1 a 65:35 para
su dispersion, realizandose de nuevo una reaccion de reticulacion en las condiciones adecuadas. Igualmente, tras la
reaccion de reticulacion, el hialuronano en polvo se recoge mediante filirado, y se lava y seca para obtener un
hialuronano en polvo hinchable con doble reticulado.

La propiedad de conservacion de la forma del gel de hialuronano reticulado hinchado con agua tiende a aumentar
gracias a la doble reticulacion, en comparacion con el caso en el que el reticulado se lleva a cabo en condiciones de
acidez o alcalinidad. Ademas, la viscoelasticidad del gel puede ajustarse mediante el control de la concentraciéon de
la solucion tampédn alcalina y acida, y en general, una concentraciéon basica més elevada aporta un gel con una
mayor elasticidad.

Dicho hialuronano en polvo hinchable con doble reticulaciéon y el gel obtenido a partir del polvo presentan unas
propiedades fisicas que son similares a la llamada elasticidad de la piel, por lo que resultan especialmente
adecuadas para su utilizacién como un material regenerador de tejidos, como una inyeccién contra arrugas.

Casualmente, cuando la reaccién de reticulacion en condiciones alcalinas se efectia tras la reaccion de reticulacion
en condiciones de acidez, existe una tendencia a que el entrecruzamiento del éster previamente formado se
hidrolice a causa de la exposicion a las condiciones alcalinas y, al mismo tiempo, se impida la formacién de
entrecruzamientos de éter en el grupo hidroxilo. El hialuronano en polvo obtenido de este modo y el gel obtenido a
partir del polvo tienen una baja viscolasticidad y capacidad de hinchamiento, por lo que no resultan adecuados para
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su utilizacion como material de regeneracion de los tejidos, pero por otra parte, se espera que se utilicen como un
agente humidificador en cosmética.

Dado que un procedimiento convencional para producir un gel de hialuronano reticulado utiliza el agua como medio
liquido, la viscosidad es muy elevada, aun cuando la concentracion de la solucién acuosa de hialuronano sea baja.

Por otra parte, en el procedimiento de la presente invencion, teniendo en cuenta que el hialuronano en polvo se
encuentra en dispersion en un medio liquido, al tiempo que mantiene su forma en polvo sin que se produzca su
disolucion, no se produce un aumento de la viscosidad de la fase liquida. Por lo tanto, la dispersion puede mezclarse
y agitarse facilmente con un agitador magnético, una varilla agitadora, un agitador o similares. Asimismo, al no
producirse tampoco un aumento de la viscosidad de la fase liquida, es posible tratar una dispersion del hialuronano
a elevadas concentraciones.

Asimismo, de acuerdo con el procedimiento de produccion de la presente invencion, la etapa de disolucion del
hialuronano en agua, que por lo general precisa mucho tiempo, ya no es necesaria. Ademas, y dado que el
hialuronano reticulado que se ha generado puede separarse con facilidad, por ejemplo mediante centrifugado o
filtrado, las etapas para la eliminacién del agente reticulante, del acido, de la base, etc. pueden simplificarse
enormemente en comparacion con las del procedimiento convencional. Por lo tanto, y de acuerdo con el
procedimiento de produccién de la presente invencion, es posible producir con gran facilidad un hialuronano
reticulado, en comparacioén con el procedimiento convencional, utilizando una solucién acuosa de hialuronano, por lo
que se reducen significativamente el tiempo y los costes de fabricacién.

Asimismo, en el procedimiento convencional de produccion, el hialuronano reticulado se obtiene como un gel que
contiene agua. Cuando el hialuronano en polvo reticulado obtenido mediante el secado del gel mediante un
procedimiento conocido se introduce de nuevo en agua, el polvo libera el agua o se disuelve en el agua sin volver a
hincharse.

Por otra parte, el hialuronano en polvo reticulado hinchable obtenido mediante el procedimiento de la presente
invencion tiene un coeficiente de hinchado notablemente elevado, del 500% o mas. Es decir, de acuerdo con la
presente invencion, puede obtenerse un hialuronano en polvo reticulado “hinchable”, lo que era convencionalmente
imposible de obtener.

EJEMPLOS

A continuacion se describira mas detalladamente la presente invencion haciendo referencia a ejemplos especificos,
aunqgue no se limita a estos ejemplos.

Los inventores de la presente invencion han tratado en primer lugar de preparar un hialuronano en polvo reticulado
hinchable mezclando un agente reticulante con un hialuronano en polvo en estado de dispersién en una mezcla
disolvente formada por alcohol monovalente de baja graduacion y agua.

Ejemplos 1y 2

Se afadié un hialuronano en polvo (Biohyalo 12, peso molecular: 1200000, fabricado por Shiseido Co., Ltd.)
procediéndose a su dispersion para obtener una concentraciéon del 3.3% en peso y volumen en una solucién de
reaccion preparada mezclando 10 partes de una solucién acuosa de hidroxido sédico 0.1 N, 87 partes de etanol, y 3
partes de un agente reticulante (éter diglicidico de etileno glicol: Denacol EX-810P, fabricado por Nagase Chemicals
Co., Ltd.) para llevar a cabo una reaccion de reticulacién a temperatura ambiente (ejemplo 1) o a 45° C (ejemplo 2)
durante 16 horas. Una vez completada la reaccion, el hialuronano en polvo se recogid por filtrado y posteriormente
se lavo con etanol y se seco. El hialuronano en polvo reticulado resultante se hinché con un exceso de agua
destilada para obtener unos geles de hialuronano reticulado transparentes y entre incoloros y blancos, tanto en
condiciones de temperatura ambiente (ejemplo 1) como en presencia de calor, a 45° C (ejemplo 2). En esta ocasion,
el coeficiente de hinchado (en peso) de cada hialuronano en polvo reticulado era del 500% o mas.

La figura 1(a) muestra una vista fotografica del hialuronano en polvo reticulado, hinchado mediante un exceso de
agua destilada, preparado en condiciones de temperatura ambiente en el ejemplo 1, y la figura 2(a) es una vista
fotogréfica del mismo en estado seco. El tamafo del gel de hialuronano en polvo reticulado en estado hinchado fue
de entre 2y 7 mm.

Ejemplo 3
Se tratd de preparar un hialuronano en polvo reticulado como en los ejemplos 1 y 2 precedentes en condiciones de
temperatura ambiente, con la excepcion de que se utilizaron 3 partes de divinil sulfona como agente reticulante, en

lugar de las 3 partes de éter diglicidico de etileno glicol. El hialuronano en polvo reticulado resultante se hinché con
un exceso de agua destilada para obtener un gel de hialuronano reticulado transparente y entre incoloro y blanco. El
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tamano del gel de hialuronano en polvo oscilaba entre 1 y 5 mm. Ademas, el coeficiente de hinchado (en peso) de
cada hialuronano en polvo reticulado era del 500% o mas.

Ejemplo 4

Se traté de preparar un hialuronano en polvo reticulado como en los ejemplos 1 y 2 precedentes, en condiciones de
temperatura ambiente, con la excepcion de que se utilizaron 3 partes de éter diglicidico de 1,4-butanodiol como
agente reticulante, en lugar de las 3 partes de éter diglicidico de etileno glicol. El hialuronano en polvo reticulado
resultante se hinch6 con un exceso de agua destilada para obtener un gel de hialuronano reticulado transparente y
entre incoloro y blanco. El tamafo del gel de hialuronano en polvo oscilaba entre 2 y 8 mm. Ademas, el coeficiente
de hinchado (en peso) de cada hialuronano en polvo reticulado era del 500% o mas.

Ejemplos 5y 6

Se traté de preparar un hialuronano en polvo reticulado como en los ejemplos 1 y 2 precedentes, con la excepcion
de que se utilizaron 10 partes de agua destilada en lugar de las 10 partes de una solucién acuosa de hidréxido de
sodio 0,1 N. El hialuronano en polvo reticulado resultante se hinché con un exceso de agua destilada para obtener
unos geles de hialuronano reticulado transparentes y entre incoloros y blancos, tanto en condiciones de temperatura
ambiente (ejemplo 5) como en presencia de calor, a 45° C (ejemplo 6). En esta ocasion, el coeficiente de hinchado
(en peso) de cada hialuronano en polvo reticulado era del 500% o mas.

La figura 1(b) muestra una vista fotografica del hialuronano en polvo reticulado, en estado de hinchamiento con un
exceso de agua destilada, preparada en condiciones de temperatura ambiente en el ejemplo 5, y la figura 2(b) es
una vista fotografica del mismo en estado seco. Las dimensiones del gel de hialuronano reticulado en estado de
hinchamiento era de entre 0,1 a 0,5 mm.

Las materias primas utilizadas en los ejemplos 1 a 6 precedentes, las condiciones de la reaccion y los resultados de
la misma se muestran en la siguiente tabla 1.

Tabla 1
Ejemplos
1 2 3 4 5 6
Acido Hialurénico 3,3 3,3 3,3 3,3 3,3 3,3
Solucién acuosa de hidroxido sédico 0,1 N 10 10 10 10 - -
Agua destilada - - - - 10 10
Etanol 87 87 87 87 87 87
Diglicidil éter de etileno glicol 3 3 - - 3 3
Sulfona de divinilo - - 3 - - -
Eter de 1,4-butanodiol - - - 3 - -
Temperatura de la reaccion TA | 45°C TA TA TA | 45°C
Produccién de gel de acido hialurénico reticulado (c|oeficien|te de hir|10hado (|1el 500°/|0 o) supe|rior)
o 0] 0] 0] O O

Si se observan los ejemplos 1 a 6 precedentes, es evidente que puede obtenerse un hialuronano en polvo reticulado
hinchable con un coeficiente de hinchado en agua del 500% utilizando una mezcla disolvente formada por etanol y
agua (etanol: agua = 10.3:89.7) y efectuando una reaccién de reticulacién en el estado de dispersion del hialuronano
en polvo en la mezcla disolvente en condiciones de temperatura ambiente, en presencia de calor a 45°C, y utilizando
cada uno de los agentes de reticulacion.

Ademas, en los ejemplos 1 a 6 precedentes, teniendo en cuenta que el hialuronano en polvo no se disolvid en el
medio liquido durante la reaccién de reticulacion, no se produjo un aumento de la viscosidad de la fase liquida, el
tratamiento, como la agitacion, resulté muy sencillo, el producto pudo separarse con facilidad mediante filtrado.

Asimismo, se confirmd, en las figuras 1 y 2, que con el polvo del ejemplo 1, al que se ha afiadido una base, podia
obtenerse un gel formado por particulas de gran tamafio, desarrollando una reaccién de reticulacién (figuras 1(a) y
2(a)). Por otra parte, con el polvo del ejemplo 5, al que no se ha afiadido una base, se obtuvo un gel de hialuronano
reticulado de particulas diminutas. Dado que cada una de dichas particulas se hinché con agua pura, se confirmé la
formacion de reticulados en el interior de la particula (figuras 1(b) y 2(b)). Ademas, la concentracién del hialuronano
cuando este hialuronano en polvo reticulado se hinché al maximo en agua oscilé entre 0.1 y 20% en peso, y es
evidente que pudo obtenerse un gel de hialuronano reticulado con unas excelente propiedades de hinchado y
viscolasticidad.
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Ejemplos 7y 8

Se tratd de preparar geles de hialuronano reticulado como en los ejemplos 1 y 2 precedentes, con la excepcion de
que se utilizaron 87 partes de isopropanol en lugar de las 87 partes de etanol. El hialuronano en polvo reticulado
resultante se hinchdé con un exceso de agua destilada para obtener unos geles de hialuronano reticulado
transparentes y entre incoloros y blancos, tanto en condiciones de temperatura ambiente (ejemplo 7) como en
presencia de calor, a 45° C (ejemplo 8). En esta ocasion, el coeficiente de hinchado (en peso) de cada hialuronano
en polvo reticulado era del 500% o mas.

Ejemplos 9y 10

Se tratd de preparar geles de hialuronano reticulado como en los ejemplos 5 y 6 precedentes, con la excepcion de
que se utilizaron 87 partes de isopropanol en lugar de las 87 partes de etanol. El hialuronano en polvo reticulado
resultante se hinchdé con un exceso de agua destilada para obtener unos geles de hialuronano reticulado
transparentes y entre incoloros y blancos, tanto en condiciones de temperatura ambiente (ejemplo 9) como en
presencia de calor, a 45° C (ejemplo 10). En esta ocasion, el coeficiente de hinchado (en peso) de cada hialuronano
en polvo reticulado era del 500% o mas.

Ejemplo comparativo 1

Se tratd de preparar un gel de hialuronano reticulado como en el precedente ejemplo 2, con la excepcién de que se
utilizaron 87 partes de etileno glicol en lugar de las 87 partes de etanol. Como resultado, el hialuronano en polvo se
disolvié en la mezcla disolvente, imposibilitando la mezcla por agitacion. Por tanto, finalizé el tratamiento.

Ejemplo comparativo 2

Se traté de preparar un gel de hialuronano reticulado como en el ejemplo 2 precedente, con la excepcién de que se
utilizaron 87 partes de acetona en lugar de las 87 partes de etanol. El hialuronano en polvo reticulado resultante se
hinché con un exceso de agua destilada con lo que el medio de la dispersién se coloreé de amarillo, lo que sugeria
la degradacioén del hialuronano. Por lo tanto, finalizé el tratamiento. Ademas, el hialuronano en polvo reticulado en
agua liber6 el agua, y el coeficiente de hinchado (en peso) fue de menos de un 500%.

Las materias primas utilizadas en los ejemplos 7 a 10 precedentes y en los ejemplos Comparativos 1 y 2, las
condiciones de la reaccion y los resultados de la misma se muestran en la siguiente tabla 2.

Tabla 2
Ejemplos Ejemplos comparativos

7 8 9 10 1 2
Acido Hialurénico 3,3 3,3 3,3 3,3 3,3 3,3
Solucién acuosa de hidroxido soédico 0,1 N 10 10 - - 10 10
Agua destilada - - 10 10 - -
Isopropanol 87 87 87 87 - -
Etileno glicol - - - - 87 -
Acetona - - - - - 87
Agente reticulante 3 3 3 3 3 3
Temperatura de la reaccion TA 45°C TA 45°C | 45°C | 45°C
Produccién de gel de acido hialurénico reticulado (coeficient|e de hinlchado dr;l 500%|o superi|or)

o o o o X X

Resulta evidente, a partir de los ejemplos 7 a 10 precedentes, que puede obtenerse un hialuronano en polvo
reticulado hinchable con un coeficiente de hinchado en agua del 500% utilizando una mezcla disolvente de
isopropanol/agua (isopropanol : agua = 10.3:89.7) tanto en condiciones de temperatura ambiente como en presencia
de calor a 45° C, como se muestra en los ejemplos 1 a 4, en los que se utilizé la mezcla disolvente formada por
etanol/agua.

Por otra parte, como se muestra en el ejemplo comparativo 1, cuando se utilizé una mezcla disolvente formada por
etileno glicol/agua, que es un alcohol polivalente, y agua, el hialuronano en polvo se disolvié en ella, lo que dificultd
su mezcla por agitacion. Por lo tanto, el gel de hialuronano reticulado no se produjo con facilidad. Asimismo, como
en el caso del ejemplo comparativo 2 precedente, cuando se utilizé como disolvente una mezcla de acetona y agua,
aunque el hialuronano en polvo no se disolvio durante el proceso de produccion, el medio de la dispersién se colored
de amarillo. Por lo tanto, no se obtuvo un hialuronano en polvo reticulado de alta calidad. Ademas, el polvo del
ejemplo comparativo 2 apenas se hinchd en agua, y su coeficiente de hinchado era también inferior al de los
ejemplos 7 a 10.
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Posteriormente, los inventores de la presente invencion han tratado de preparar un hialuronano en polvo reticulado
hinchable como en el ejemplo 2 precedente, alterando arbitrariamente la relacion de masa etanol/agua para
investigar la proporcién de mezcla de un alcohol monovalente de baja graduacion con agua.

Ejemplo 11

Se trat6 de preparar un hialuronano en polvo reticulado como en el ejemplo 2 precedente, con la excepcion de que
se utilizaron 20 partes de agua destilada y 77 partes de etanol. El hialuronano en polvo reticulado resultante se
hinché con un exceso de agua destilada para obtener un gel de hialuronano reticulado transparente y entre incoloro
y blanco, con un coeficiente de hinchado del 500% o mas con respecto al polvo.

Ejemplo 12

Se tratd de preparar un hialuronano en polvo reticulado como en el ejemplo 2 precedente, con la excepcién de que
se utilizaron 30 partes de agua destilada y 67 partes de etanol. El hialuronano en polvo reticulado resultante se
hinché con un exceso de agua destilada para obtener un gel de hialuronano reticulado transparente y entre incoloro
y blanco, con un coeficiente de hinchado del 500% o mas con respecto al polvo.

Ejemplo comparativo 3
Se tratd de preparar un hialuronano en polvo reticulado como en el ejemplo 2 precedente, con la excepcion de que
se utilizaron 40 partes de agua destilada y 57 partes de etanol. Como resultado, el hialuronano en polvo se disolvio

en la mezcla disolvente, imposibilitando la mezcla por agitacion. Por tanto, finaliz el tratamiento.

Las materias primas utilizadas en los ejemplos 11 a 12 precedentes, asi como en el ejemplo comparativo 3, las
condiciones de la reaccion y los resultados de la misma se muestran en la siguiente Tabla 3.

Tabla 3
Ejemplos Ejemplos comparativos

2 11 12 3
Acido Hialurénico 3,3 3,3 3,3 3,3
Agua destilada 10 20 30 40
Etanol 87 77 67 57
Agente reticulante 3 3 3 3
Etanol : Agua (Relacion de masa) 89,7:10,3 | 79,4:20,6 | 69,1:30,9 58,8:41,2
Temperatura de la reaccion TA TA TA TA
Produccion de gel de acido hialurénico reticulado (coeficiente dT hinchado d|e| 500% o s|uperioi') |

O o O o

En la tabla 3 puede apreciarse que es evidente que cuando se utiliza una mezcla disolvente de etanol/agua con una
relacion de masa de aproximadamente 90:10 a 70:30, la solubilidad del hialuronano en el disolvente es de 0,1 g/L
para obtener un hialuronano reticulado hinchable en forma de polvo. Adicionalmente se confirmé que los tamafios de
particula de los geles de hialuronano reticulado preparados mediante hinchamiento del polvo precedente con agua
aumentaron en proporcion a la cantidad de agua (ejemplo 2 < ejemplo 11 < ejemplo 12).

No obstante, como puede apreciarse en el Ejemplo Comparativo 3, la viscosidad de la fase liquida aumenté cuando
la proporcion de agua supero el 40%, lo que dificulté la mezcla por agitacion. Por lo tanto, no pudo producirse un
hialuronano reticulado en polvo.

Los inventores de la presente invencion han profundizado en sus investigaciones y han confirmado que el
hialuronano en polvo no se disuelve en una mezcla disolvente hasta que la proporcidon de masas entre el alcohol
monovalente y el agua (alcohol monovalente:agua) se sitia en torno a 65:35 y puede producirse con facilidad el
hialuronano reticulado hinchable en polvo.

Los inventores de la presente invencion compararon los geles de hialuronano reticulado preparados a partir del
polvo obtenido en el ejemplo 2 precedente, para investigar la capacidad de hinchamiento de los hialuronanos
reticulados en forma de polvo preparados mediante los distintos procedimientos. Los resultados se muestran en la
tabla 4 a continuacion.
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Ejemplo comparativo 4

Se liofilizoé un gel de hialuronano reticulado disponible comercialmente (Restylane, fabricado por Q-Med AB, Suecia)
para reducirlo a polvo. El polvo resultante se combiné con un exceso de agua destilada para que volviese a
hincharse. El polvo solté el agua y no se consiguié un gel de hialuronano reticulado como el original.

Ejemplo comparativo 5

Se liofilizé un gel de hialuronano reticulado disponible comercialmente (Hylaform, fabricado por Genzyme Corp.
EE.UU.) para reducirlo a polvo. El polvo resultante se combind con un exceso de agua destilada para que volviese a
hincharse. El polvo solté el agua y no se consiguié un gel de hialuronano reticulado como el original.

Ejemplo comparativo 6

El hialuronano reticulado en polvo preparado en el ejemplo 2 se hinchd con un exceso de agua destilada para
obtener un gel hialuronano reticulado. El gel se liofilizd para reducirlo a polvo. El polvo resultante se mezclé con un
excesote agua destilada para que volviese a hincharse. El polvo solté el agua y no se consiguié un gel de
hialuronano reticulado como el original.

Tabla 4
Ejemplo 2 | Ejemplo comparativo4 | Ejemplo comparativo 5 | Ejemplo comparativo 6
Produccion de gel de acido hialurénico reticulado (coeficiente de hinchado del 500% o superior)
o | X | X | X

Como puede apreciarse en la tabla 4 precedente, resulta evidente que no puede obtenerse un gel de hialuronano
reticulado volviendo a hinchar el polvo obtenido mediante secado de un gel de hialuronano reticulado. Por lo tanto, el
procedimiento de produccion de la presente invencion es adecuado para obtener un hialuronano reticulado
“hinchable” en polvo con un coeficiente de hinchado de 500% o superior.

Se evalud la viscoleasticidad dinamica de los geles de hialuronano reticulado que se muestran en el siguiente
ejemplo y en los ejemplos comparativos. Los resultados se muestran en la figura 3 (figura 3(a): ejemplo 13, (b):
ejemplo comparativo 7, (c): ejemplo comparativo 8).

(Medida de la viscoelasticidad dinamica)

Se midieron el médulo elastico de almacenamiento G' (Pa) y el mdédulo elastico de pérdida G" (Pa) dentro del rango
de frecuencias angulares situado entre 0.1 y 100 (1/s) con un reémetro de tensién controlada (AR1000-N) fabricado
por TA Instruments.

Ejemplo 13

Se afiadié hialuronano en polvo (Biohyalo 12, peso molecular: 1200000, fabricado por Shiseido Co., Ltd.),
dispersandose para obtener una concentracion del 3.3 % en peso y volumen en 10 partes de una solucion acuosa
de hidroxido de sodio 0.1 N y 87 partes de etanol, afiadiéndose 3 partes de un agente reticulante (Diglicidil éter de
etileno glicol: Denacol EX-810P, fabricado por Nagase Chemicals Co., Ltd.) y mezclandose con la dispersion para
llevar a cabo una reaccion de reticulacion a 90° C durante 1 hora. Una vez completada la reaccion, se recogio el
polvo de hialuronano y se lavé con etanol, secandose para obtener hialuronano reticulado en polvo hinchable. El
polvo se afiadié a una solucion fisiolodgica salina en una concentracion del 2% en peso para que se hinchase. El gel
de hialuronano reticulado resultante se utilizé para medir la viscoelasticidad.

Ejemplo Comparativo 7

Se utilizé un gel de hialuronano reticulado disponible comercialmente (Restylane, fabricado por Q-Med AB, Suecia)
para la medicion de la elasticidad.

Ejemplo Comparativo 8

Se utilizé un preparado de hialuronano disponible comercialmente (Hylaform, fabricado por Genzyme Corp. EE.UU.)
para la medicion de la viscolasticidad.

Como se observa en la figura 3, el gel de hialuronano reticulado (ejemplo 13) obtenido a través del procedimiento
conforme a la presente invencién presenta una excelente viscolasticidad, situada en una posicion intermedia entre
los geles de hialuronano reticulado comercialmente disponibles (Ejemplos Comparativos 7 y 8) que se utilizan como
inyecciones anti-arrugas.
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Se ha sugerido que los geles de hialuronano reticulado de los ejemplos comparativos 7 y 8 se obtienen mediante
una reaccion de reticulacion en una solucién acuosa de hialuronano y se forman directamente sin pasar por su
formato en polvo.

De los anteriores resultados se observa claramente que el hialuronano reticulado hinchable en polvo obtenido a
través del procedimiento conforme a la presente invenciéon puede hincharse para convertirse en un gel que posee
una excelente viscolasticidad y que puede utilizarse como material para la regeneracion de los tejidos. El polvo
presenta una excelente elasticidad, que no depende de cada frecuencia, y que por tanto, se piensa que resulta
adecuado, concretamente, como inyeccion antiarrugas.

Posteriormente se midid la viscolasticidad dinamica de los geles de hialuronano reticulado que se muestran en el
ejemplo 13, descrito anteriormente, y el ejemplo 14, descrito a continuacion, para comparar las caracteristicas. Los
resultados se muestran en la figura 4 (figura 4(a): ejemplo 13, (b): ejemplo 14). La viscoelasticidad dinamica se midié
de acuerdo con el procedimiento precedente.

Ejemplo 14

Se afadié hialuronano en polvo (Biohyalo 12, peso molecular: 1200000, fabricado por Shiseido Co., Ltd.) y se
dispers6 hasta obtener una concentracion del 3.3 % en peso y volumen en 10 partes de una solucion acuosa de
hidréxido de sodio 0.001 N y 87 partes de etanol y se afiadieron 3 partes de un agente reticulante (Diglicidil éter de
etileno glicol: Denacol EX-810P, fabricado por Nagase Chemicals Co., Ltd.), mezclandose con la dispersion para
llevar a cabo una reaccién de reticulacion a 90° C durante 1 hora. Una vez completada la reaccion, se recogi6 el
polvo de hialuronano por filtrado y se lavd con etanol, secandose para obtener hialuronano reticulado en polvo
hinchable. El polvo se afiadié a una solucion fisiolégica salina en una concentracion del 2% en peso para que se
hinchase. El gel de hialuronano reticulado resultante se utilizé para medir la viscoelasticidad.

Como se muestra en la figura 4, los geles de hialuronano reticulado de los ejemplos 13 y 14, preparados a partir del
hialuronano reticulado en polvo hinchable conforme a la presente invencion mostraron una excelente
viscoelasticidad. Concretamente, la dependencia de la frecuencia en lo que respecta al médulo elastico de
almacenamiento (G') y el médulo elastico de pérdida (G") del gel del ejemplo 13, en el que la concentracion alcalina
en el sistema de produccion era elevada, fue inferior a la del gel del ejemplo 14.

De cuanto antecede se observa claramente que el hialuronano reticulado en polvo obtenido mediante la utilizacion
de un medio liquido que contenga una solucién tampén alcalina 0.001 a 0.1 N con el procedimiento de produccion
conforme a la presente invencidon permite obtener un gel de hialuronano reticulado con una excelente
viscoelasticidad. Concretamente, con una mayor concentracion alcalina durante la reaccién de reticulacion se puede
obtener un gel con unas mejores propiedades elasticas frente a la deformacion.

Ademas, se midi6 la viscoelasticidad dinamica de los geles de hialuronano reticulado mostrados en el ejemplo 14
anterior y los ejemplos 15 a 17 que figuran a continuacidon para comparar las caracteristicas. Los resultados se
muestran en la figura 5 (figura 5(a): ejemplo 14, (b): ejemplo 15, (c): ejemplo 16, (d): ejemplo 17). La viscoelasticidad
dinamica se midioé de acuerdo con el procedimiento mencionado anteriormente.

Ejemplo 15

Se afiadié hialuronano en polvo (Biohyalo 12, peso molecular: 1200000, fabricado por Shiseido Co., Ltd.) y se
dispers6 para conseguir una concentracion del 3.3% en peso y volumen en 10 partes de una solucion acuosa de
acido clorhidrico 0.001 N y 87 partes de etanol, afiadiéndose 3 partes de un agente reticulante (Diglicidil éter de
etileno glicol: Denacol EX-810P, fabricado por Nagase Chemicals Co., Ltd.) y mezclandose con la dispersién para
llevar a cabo una reaccion de reticulacion a 90° C durante 1 hora. Una vez completada la reaccién, se recogio el
polvo de hialuronano por filtrado y se lavd con etanol, secandose para obtener hialuronano reticulado en polvo
hinchable. El polvo se afiadid a una solucion fisiolégica salina en una concentracion del 2% en peso para que se
hinchase. El gel de hialuronano reticulado resultante se utilizé para medir la viscoelasticidad.

Ejemplo 16

Se afiadié hialuronano en polvo (Biohyalo 12, peso molecular: 1200000, fabricado por Shiseido Co., Ltd.) y se
dispers6 para conseguir una concentracion del 3.3% en peso y volumen en 10 partes de una solucion acuosa de
acido clorhidrico 0.001 N y 87 partes de etanol, ahadiéndose 3 partes de un agente reticulante (Diglicidil éter de
etileno glicol: Denacol EX-810P, fabricado por Nagase Chemicals Co., Ltd.) y mezclandose con la dispersiéon para
llevar a cabo una reaccioén de reticulacion a 90° C durante 1 hora. Una vez completada la reaccion, se filtré la mezcla
para recoger el residuo, el cual se lavé posteriormente con etanol y se dejo secar para obtener un hialuronano
reticulado en polvo.

A continuacion, Se afadio el hialuronano reticulado en polvo y se dispers6 hasta obtener una concentracion del 3.3
% en peso y volumen en 10 partes de una solucioén acuosa de acido clorhidrico 0.001 N y 87 partes de etanol y se
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afnadieron 3 partes de un agente reticulante (Diglicidil éter de etileno glicol: Denacol EX-810P, fabricado por Nagase
Chemicals Co., Ltd.), mezclandose con la dispersion para llevar a cabo una reaccién de reticulaciéon a 90° C durante
1 hora. Una vez completada la reaccion, se recogié el polvo de hialuronano por filtrado y se lavd con etanol,
secandose para obtener hialuronano reticulado en polvo hinchable. El polvo se afiadié a una solucion fisiologica
salina en una concentracion del 2% en peso para que se hinchase. El gel de hialuronano reticulado resultante se
utiliz6 para medir la viscoelasticidad.

Ejemplo 17

Se afadié hialuronano en polvo (Biohyalo 12, peso molecular: 1200000, fabricado por Shiseido Co., Ltd.) y se
dispers6 para conseguir una concentracion del 3.3% en peso y volumen en 10 partes de una solucion acuosa de
acido clorhidrico 0.001 N y 87 partes de etanol, afiadiéndose 3 partes de un agente reticulante (Diglicidil éter de
etileno glicol: Denacol EX-810P, fabricado por Nagase Chemicals Co., Ltd.) y mezclandose con la dispersion para
llevar a cabo una reaccién de reticulacion a 90° C durante 1 hora. Una vez completada la reaccion, se filtré la mezcla
para recoger el residuo, el cual se lavé posteriormente con etanol y se dejo secar para obtener un hialuronano
reticulado en polvo.

A continuacion, se afadié el hialuronano reticulado en polvo y se dispersé hasta obtener una concentracion del 3.3
% en peso y volumen en 10 partes de una solucién acuosa de hidréxido de sodio 0.001 N y 87 partes de etanol y se
afadieron 3 partes de un agente reticulante (Diglicidil éter de etileno glicol: Denacol EX-810P, fabricado por Nagase
Chemicals Co., Ltd.), mezclandose con la dispersién para llevar a cabo una reaccién de reticulacion a 90° C durante
1 hora. Una vez completada la reaccién, se recogié el polvo de hialuronano por filtrado y se lavd con etanol,
secandose para obtener hialuronano reticulado en polvo hinchable. El polvo se afiadié a una solucion fisiologica
salina en una concentracion del 2% en peso para que se hinchase. El gel de hialuronano reticulado resultante se
utilizé para medir la viscoelasticidad.

Como se muestra en la figura 5, los geles hinchados por efecto del agua de los dos hialuronanos reticulados en
polvo del ejemplo 14, en el que la reticulacion se llevé a cabo en condiciones alcalinas, y el hialuronano reticulado en
polvo del ejemplo 15, en el que se llevé a cabo un entrecruzamiento de ésteres en condiciones de acidez, mostraron
una excelente viscoelasticidad, sin que ello dependiese de la frecuencia angular. Asimismo, el gel hinchado con
agua procedente del hialuronano en polvo con doble reticulado preparado en el ejemplo 16, en el cual se llevo a
cabo el entrecruzamiento de los ésteres tras el entrecruzamiento de los éteres, también presentd una elevada
viscoelasticidad, pero se observo que el médulo elastico de pérdida (G") era inferior al de los ejemplos 14 y 15.

Por otra parte, en el ejemplo 17 en el que se llevd a cabo el entrecruzamiento de los éteres con posterioridad al
entrecruzamiento de los ésteres, la viscoelasticidad disminuyd notablemente en funcién de la frecuencia angular.

En base a cuanto antecede, resulta evidente que el hialuronano reticulado en polvo hinchable preparado mediante la
reaccion de reticulacién en condiciones de acidez o alcalinidad a través del procedimiento de produccién conforme a
la presente invencion proporciona un gel de hialuronano reticulado con una excelente viscoelasticidad. Ademas, el
hialuronano reticulado en polvo hinchable preparado mediante la realizacion de una reaccion de reticulacion en
condiciones alcalinas, llevando a cabo otra vez posteriormente una reaccion de reticulacion en condiciones de
acidez, permite facilitar un gel con unas notables propiedades elasticas frente a la deformacion.

Asimismo, por ejemplo, cuando el gel de hialuronano reticulado se utiliza cono agente antiarrugas, se considera que

el hialuronano en polvo doblemente reticulado resulta més ventajoso desde el punto de vista de la resistencia a la
degradacion enzimédtica in vivo, ademas de tener una mayor viscoelasticidad.
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REIVINDICACIONES

1. Hialuronano reticulado en polvo hinchable con un coeficiente de hinchamiento en agua del 500% o superior, y que
puede obtenerse mediante mezclado de:

(a) hialuronano en polvo,

(b) un medio liquido que contenga un alcohol monovalente conteniendo de 1 a 4 atomos de carbono y con una
solubilidad del hialuronano en polvo inferior a 0,1 g/L y

(c) un agente reticulante, para provocar una reaccién de reticulado, y

estando el hialuronano en polvo en estado de dispersion en el medio liquido durante la etapa de mezclado.

2. Hialuronano reticulado hinchable en polvo conforme a la reivindicacién 1, cuya concentraciéon de hialuronano
oscila entre 0,1 y 20% en peso cuando el polvo se hincha al maximo con agua.

3. Procedimiento para producir un hialuronano reticulado en polvo hinchable, que comprende la mezcla de:

(a) hialuronano en polvo,

(b) un medio liquido que contenga un alcohol monovalente que tenga de 1 a 4 a4tomos de carbono y con una
solubilidad del hialuronano en polvo inferior a 0,1 g/L y

(c) un agente reticulante, para provocar una reaccioén de reticulado, y

estando el hialuronano en polvo en estado de dispersion en el medio liquido durante la etapa de mezclado.

4. Procedimiento para producir hialuronano reticulado en polvo hinchable conforme a la reivindicacion 3, siendo el
medio liquido una mezcla disolvente compuesta por el alcohol monovalente y agua.

5. Procedimiento para producir hialuronano reticulado en polvo hinchable conforme a las reivindicaciones 3 o 4,
donde el alcohol monovalente es etanol o 2-propanol.

6. Procedimiento para producir hialuronano reticulado en polvo hinchable conforme a cualquiera de las
reivindicaciones 3 a 5, donde la proporcidon de mezcla del alcohol monovalente y el agua es de 99,9:0,1 expresada
como relacién de masa.

7. Procedimiento para producir hialuronano reticulado en polvo hinchable conforme a cualquiera de las
reivindicaciones 3 a 6, donde el agua es una solucidon tampdn alcalina o una solucién tampén &cida.

8. Procedimiento para producir hialuronano reticulado en polvo hinchable conforme a cualquiera de las
reivindicaciones 3 a 7, donde el agente reticulante es divinil sulfona, éter diglicidico de 1,4-butanodiol y/o éter
diglicidico de etileno glicol

9. Procedimiento para producir hialuronano reticulado en polvo hinchable conforme a la reivindicacién 3, que
comprende

(1) mezclado de

(a) hialuronano en polvo.

(b) un medio liquido que contenga un alcohol monovalente que tenga de 1 a 4 atomos de carbono y una solucion
tampodn alcalina con una solubilidad del hialuronano en polvo inferior a 0,1 g/L y

(c) un agente reticulante, para provocar una reaccion de reticulado, donde el hialuronano en polvo se encuentra en
estado de dispersion en el medio liquido durante la etapa de mezclado, y

(2) mezclado de

(a) un producto obtenido en la etapa (1)

(b) un medio liquido que contenga un alcohol monovalente que tenga de 1 a 4 4tomos de carbono y una solucion
tampon acida con una solubilidad del hialuronano en polvo inferior a 0,1 g/L y

(c) un agente reticulante, para provocar una reaccién de reticulado,

y donde el producto obtenido en la etapa (1) se encuentra en estado de dispersion en el medio liquido durante la
etapa de mezclado.

10. Procedimiento para producir hialuronano reticulado en polvo conforme a la reivindicacién 9 la proporciéon de
alcohol monovalente respecto de la solucion tampon alcalina o la solucién tampon acida es de 99.9:0.1 a 65:35
expresada como relacién de masa.

11. Procedimiento para producir hialuronano reticulado en polvo conforme a las reivindicaciones 9 o 10, donde el
agente reticulante es divinil sulfona, éter diglicidico de 1,4-butanodiol y/o éter diglicidico de etileno glicol.
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Figura 1

Ejemplo 1

(a)

Ejemplo 5
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Figura 2

(a)

Ejemplo 5

(b)
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION
La lista de referencias citada por el solicitante lo es solamente para utilidad del lector, no formando parte de los

documentos de patente europeos. Aun cuando las referencias han sido cuidadosamente recopiladas, no pueden
excluirse errores u omisiones y la OEP rechaza toda responsabilidad a este respecto.

Documentos de patente citados en la descripcion

» JP 3094074 B [0009] * JP 60130641 A [0009]
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