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Descripcion
Geles viscoelasticos en cirugia oftalmica
Campo de la invencion
La presente invencion se refiere a geles viscoelasticos para aplicaciones en cirugia oftalmica.
Antecedentes tecnolégicos

El humor acuoso es un liquido transparente, producido por el cuerpo ciliar; él humedece las estructuras internas del ojo,
las lubrica y nutre parcialmente, y, junto con el humor vitreo, mantiene el globo ocular "hinchado". Después se drena por
diversos mecanismos, el mas importante de los cuales es el flujo de salida trabecular; la malla trabecular es una
estructura esponjosa situada a lo largo de toda la circunferencia del ojo, en el espacio entre la parte mas externa de la
cornea y la parte mas externa del iris.

Las otras rutas de drenaje son el flujo uveoescleral y el flujo posterior (resorcion a través de un sistema de bomba por el
humor vitreo, la retina y el epitelio pigmentario de la retina). Una vez producido, el humor acuoso fluye adentro de la
camara posterior (el espacio entre el iris y los lentes) y desde ahi, a través de la pupila, pasa adentro de la camara
anterior (el espacio entre el iris y la cérnea), para alcanzar el &ngulo de la camara y la malla trabecular.

El humor vitreo y el humor acuoso contribuyen a generar la tension interna del ojo y, como el humor vitreo no cambia de
volumen en la vida del individuo, las oscilaciones en la presion ocular dependen principalmente del balance entre la
produccioén y el drenaje del humor acuoso. La presion ocular por lo tanto aumenta como un resultado de la produccion
aumentada y el flujo de salida disminuido del humor acuoso, pero es el Gltimo caso el que tiene la mayor importancia
clinica.

El glaucoma se puede definir como "una enfermedad degenerativa del nervio éptico con un origen multifactorial”, porque
existen diversas formas de glaucoma. La mas comun involucra un aumento en la presion intraocular; en otras formas, el
factor desencadenante es debilidad en el nervio 6ptico debido a causas vasculares o estructurales.

El nervio 6ptico consiste de 1,200,000 fibras que salen del globo ocular a través de una abertura circular en el fondo de
0jo. En este punto, las fibras se doblan por 90°, y la tensidén ocular aumentada puede facilmente empujarlas y apretarlas
hacia los bordes del foramen escleral. La estrangulacion de las fibras causa que fallen, y para cada grupo de fibras
interrumpidas, un area correspondiente de sensibilidad visual mas baja aparece en el campo de vision.El nervio éptico
se desgasta desde el interior, y su excavacion central se agranda. Cuando la presion ocular alta lleva a la erosion del
nervio optico y la aparicion de un campo de visién dafiado, el trastorno se llama la enfermedad glaucomatosa o
glaucoma.

La clasificacién de los diversos tipos de glaucoma es compleja, pero se puede hacer una distincién basicamente entre el
glaucoma de angulo cerrado y el glaucoma de angulo abierto.

En el glaucoma de angulo cerrado, la presion ocular se eleva repentinamente de los valores normales (por debajo de 18
mmHg) a valores muy altos valores (40-50 mmHg y por encima), mientras en el glaucoma de angulo abierto el aumento
en la presién es lento y gradual; en el primer caso, los sintomas son evidentes (dolor en el ojo, ojo rojo y reducida
agudeza visual, globo ocular con una textura muy dura, pedregosa), mientras en el segundo, el paciente esta
practicamente asintomatico.

Cuando se trata un ataque agudo de glaucoma, es importante reducir la presion rapidamente con un tratamiento local
(por ejemplo con gotas para los ojos que contienen bloqueadores -beta, agonistas alfa-adrenérgico o colinérgico
basados en pilocarpina) y el tratamiento sistémico (infusion de manitol) para aliviar la compresion del nervio optico;
ademas es esencial descongestionar el globo ocular con cortisona y antiinflamatorios.

La iridectomia con laser de argén y la iridectomia con laser YAG son tratamientos paraquirdrgicos ambulatorios que
abren una brecha en el iris, asi crean una ruta alternativa para la circulaciéon del humor acuoso adicional al paso normal
a través de foramen pupilar. La trabeculoplastia con laser de argén (ALT) y su variante trabeculoplastia con laser
selectivo (SLT) crea agujeros en la malla trabecular para facilitar el paso del humor acuoso a través de dicha malla.

Hay dos tipos de tratamiento quirargico de glaucoma: cirugia perforante y no-perforante, y operaciones para colocar
implantes de drenaje.

La cirugia perforante (trabeculectomia) involucra crear una brecha/fistula en la pared del ojo que permita el paso directo
del humor acuoso desde la camara anterior al espacio subconjuntival. Una iridectomia basal se realiza ademas en la
fistula quirdrgica. Este tipo de cirugia muy frecuentemente involucra eventos adversos, que pueden ser Serios y su éxito
depende de la permeabilidad de la fistula y la creacién de una ampolla de filtrado conjuntival. Sin embargo, el proceso
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de curacidn excesivo, incorrecto del tejido afectado frecuentemente perjudica el resultado de la operacion, y el area
esclerdtica en que se realiza la operacion (especificamente la abertura quirtrgica y el espacio subconjuntival) debe
necesariamente pre-tratarse con antimetabolitos tales como 5-fluorouracilo o mitomicina C (MMC) para reducir la
proliferacién de fibroblastos y células vasculares, que de otra forma obstruirian la brecha quirdrgica, requiriendo asi
cirugia adicional (tal como la puncién de la ampolla).

El 5-fluoroacilo y la mitomicina-C son potencialmente farmacos anti-tumorales téxicos; muchas complicaciones post-
operatorias se atribuyen a ellos, tales como hipotonia ocular, toxicidad epitelial (del fluorouracilo), toxicidad al cuerpo
ciliar (de MMC) y finalmente, un aumento del riesgo de endoftalmitis postoperatoria.

La cirugia no-perforante se usa para aumentar el mecanismo de filtracion controlado. La viscocanalostomia se disefia
para restaurar el flujo de salida a través de las rutas naturales (el canal de Schlemm, canales colectores y venas
episclerales), mientras en la esclerectomia profunda, la filtracion ademéas se crea en el espacio subconjuntival. En la
cirugia de glaucoma, se usan normalmente sustancias disefiadas para mantener los espacios de filtracion permeables;
en la trabeculectomia, viscocanalostomia y esclerectomia, polimeros tales como el acido hialurénico de alto-peso
molecular (HA), posiblemente combinado con colageno, se inyectan, colocados bajo el colgajo escleral para mantener la
camara/ampolla de descompresién permeable, y promover la filtracion subconjuntival.

El &cido hialurénico (HA) es un heteropolisacarido que consiste de residuos alternos de acido D-glucurénico y N-acetil-
D-glucosamina. Es un polimero de cadena lineal con un peso molecular en el intervalo entre 50,000 y 13 x 10° Da, en
dependencia de la fuente de la que se obtiene y de los métodos de preparacion usados. Esta presente en la naturaleza
en geles pericelulares, en la sustancia fundamental del tejido conjuntivo de los vertebrados, en el humor vitreo y en el
cordén umbilical.

El HA juega una papel importante en los organismos biolégicos como soporte estructural y mecanico para los tejidos, y
como un componente activo en la fisiologia celular de tejidos tales como la piel, los tendones, los musculos y el
cartilago.

El HA ademas juega un papel crucial en el proceso de reparacion de tejidos, desde el punto de vista estructural y como
una sustancia que estimula / regula una amplia gama de procesos fisioldgicos en las que dicho polisacarido esta
implicado directamente y/o indirectamente. Se conoce que el acido hialurénico se usa no solamente en la cicatrizacién
del tejido, sino ademas como un relleno en la cirugia estética de la piel y como un viscosuplemento en el tratamiento de
la osteoartritis, porque es inmunolégicamente inerte, no toxico, biodegradable y bioreabsorbible.

Los productos que se encuentran actualmente en el mercado para usar en la cirugia de glaucoma descrita
anteriormente se basan en HA no modificado (Healon 5, Pharmacia) y HA reticulado con BDDE (1,4-butanodiol diglicidil
éter) (HEALA-row®, ANTEIS, US20100069938). Los dos productos han demostrado igual eficacia cuando se usan y
comparan en la cirugia de glaucoma combinada con mitomicina C (MMC) (Foscarini B. y otros, ARVO 2012 Annual
Meeting Abstracts).

La presente invencion se refiere a geles viscoelasticos para aplicaciones en cirugia oftalmica que comprenden HA
reticulado en diferentes formas, para conferir in vivo una capacidad antifibrética y tiempo de descompaosicién mayores
que aquel de los productos de referencia especificados anteriormente.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a geles viscoelasticos formados por la mezcla de dos derivados de HA reticulados en
formas diferentes pero complementarias (ACP y HBC), previamente conocidos como rellenos para usar en
dermocosmetologia (EP2470230), para usar en cirugia oftalmica, particularmente en todos los tipos de cirugia de
glaucoma, ya sea perforante o no-perforante, en la técnica llamada "la puncion de la ampolla” (lo cual es necesario en el
caso de fibrosis post-quirdrgica), o para la colocacion de los implantes de drenaje.

Los geles viscoelasticos de la invencién garantizan:

. la permeabilidad de los canales de drenaje y la ampolla de filtracién de humor acuoso llenados quirdrgicamente
por dichos geles, ya que sus tiempos de degradacién in vivo probaron ser muy largos, y mas largos que
aquellos de los geles de HA reticulados con BDDE comparativos;

. la funcion de filtracion correcta de dichos canales y ampolla de filtracién, ya que los geles que resultan de
mezclar dichos derivados de HA son geles viscoelastico de una sola fase cuyas caracteristicas reoldgicas el
Solicitante demuestra mas abajo, y que son completamente comparables a aquellos de los productos basados
en HA reticulado con 1,4-butanodiol diglicidil éter (BDDE) usados en la cirugia de glaucoma;

. una reduccién en la fibrosis del area esclerética sometida a cirugia oftalmica, particularmente colateral a la
cirugia de glaucoma, ya que ellos reducen significativamente (en comparacién con geles HA reticulado con
BDDE) la proliferacion de las células en el area esclerética afectada, pero sin ser citotoxicos, lo que permite al
cirujano usar dicho geles sin tratar simultaneamente la zona quirdrgica con farmacos antiproliferativos, o en
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cualquier caso permite reducirlos en las formas y por las cantidades necesarias para lograr el resultado
deseado.

Dichos geles viscoelasticos (como se describe en EP2470230) estan formados por:

. acido hialurénico autoreticulado (ACP) mezclado con
. acido hialurénico reticulado con BDDE (HBC).

El ACP usado en la presente invencién, preparado como se describe enEP0341745, tiene un grado promedio de
reticulacion en el intervalo de 4 hasta 5%, y se prepara preferentemente con HA que tiene un promedio ponderado de
peso molecular (MW) de 200 KDa. Cuando se hidrata, se presenta como un gel autoreticulado, sin moléculas extrafias
para el polisacarido nativo, ya que esta basado en el enlace éster entre los grupos carboxilo e hidroxilo de la misma
cadena de olisacarido y/o de las cadenas adyacentes. Por lo tanto carece de inmunotoxicidad, es tan biocompatible
como el HA nativo, altamente hidratante, y facilmente degradable por hialuronidasa.

A la inversa, el HA reticulado con BDDE (una molécula que contiene grupos epoxi para la formacion de éteres en los
hidroxilos primarios de HA) contiene la molécula de reticulacién, y por lo tanto es mas resistente a la degradacion
enzimatica ya que posee enlaces éter que estabilizan el polisacarido, lo que da al producto obtenido un largo tiempo de
permanencia in situ.

El HBC de acuerdo con la invencion tiene una relacion molar BDDE/HA que cae en el intervalo de 2 hasta 7 moles de
BDDE por 100 moles (2% - 7% moles/mol) del dimero de HA (es decir acido D-glucurénico y N-acetil-D-glucosamina),
preferentemente desde 4% hasta 5% moles/mol del dimero, y se prepara como se describe en EP2470230
(preferentemente de acuerdo con el proceso de preparacion B) y Ejemplos 1-3.

El HA usado en la presente invencion para preparar los derivados descritos anteriormente preferentemente toma la
forma de sales de sodio, se puede obtener de cualquier fuente, tales como la extraccion a partir de crestas de gallo
(EP0138572) o fermentacion (por ejemplo a partir de Streptococcus equi, como se conoce por los expertos), o por
medios tecnoldgicos (por ejemplo a partir de Bacillus, WO2012/032154), y tiene un promedio ponderado de peso
molecular (MW) (determinado por el método del Numero de viscosidad limite: Terbojevich y otros, Carbohydrate
Research, 1986, 149:363-377) en el intervalo de 400 hasta 3x10°Da, preferentemente desde 1x 10°Da hasta 1x 10°Da,
con la maxima preferencia desde 200,000 hasta 750,000 Da.

La cantidad total de HA presente en los geles de la invencion, en la forma de ambos ACP y HBC, puede estar en el
intervalo de 10 hasta 40 mg/ml, preferentemente desde 20 hasta 30 mg/ml, preparados en la forma de un gel
viscoelastico con portadores y/o excipientes farmacéuticamente aceptables (tales como salina y soluciones fisiologicas
gue consisten de NaCl y/o sales fosfato; dichos geles son consecuentemente hidrogeles), ya que ellos mantienen la
osmolaridad y el valor de pH deseados (generalmente entre 5.5y 7).

La naturaleza quimicamente heterogénea del gel viscoelastico (ACP+HBC) permite modular las propiedades del
producto final por la variacién adecuada de la relaciéon de peso entre los integrantes. Los dos HAs se pueden mezclar en
una relacion de peso ACP:HBC en el intervalo de 5:95 hasta 50:50, preferentemente desde 5:95 hasta 25:75, con
mayor preferencia puede ser 25:75 de ACP:HBC; la relacién de peso se seleccionara de acuerdo con la viscosidad final
deseada, que dependera del tipo de cirugia oftalmica realizada.

La mezcla de los las dos sustancias reticuladas lleva a la formacion de un gel viscoelastico de una sola fase, con
caracteristicas de biocompatibilidad comparable con aquella del acido hialurénico nativo, pero con una
biodegradabilidad diferente de forma que, cuando se implantan in vivo, su tiempo de permanencia in situ es mucho mas
largo que aquel del HA no modificado o los geles formados por el HA reticulado con BDDE usados actualmente en
cirugia oftalmica, como se muestra en la Figura 1 de la presente invencién, y como se describe y demuestra
enEP2470230.

Como se planted previamente, el éxito de la cirugia de glaucoma (ya sea perforante o no-perforante) se debe al hecho
de que limita la fibrosis del area esclerética y conjuntiva, y mantiene la permeabilidad (y consecuentemente la capacidad
de filtracion) de las rutas de filtracion y de la ampolla de filtracion/descompresion creada en la esclerética y/o en el
espacio subconjuntival.

El uso de geles basado en HA reticulado actualmente contribuye al éxito quirargico, pero la aplicacién del HA reticulado
con BDDE (HEALA-row®) no ha probado ser (til en limitar/reducir significativamente la administracion de MMC durante
la cirugia de glaucoma (Roy S. y otros, Eur J Ophthalmol, 2012, 22(1):70).

El Solicitante perfeccion6 el uso del gel viscoelastico de una sola fase/hidrogel ACP:HBC para usar en cirugia oftalmica,
particularmente en cirugia de glaucoma, porque (como se demuestra en las Figuras 2 y 3 mas abajo) descubrié que
dicho gel tiene un efecto significativo (comparado con geles basados en HA y BDDE usados como controles) en reducir
la fibrosis después de ambas cirugias de glaucoma perforante y no-perforante, y estd completamente desprovisto de
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citotoxicidad (como se indica por la Figura 4), permitiendo asi la eliminacion del tratamiento con anti-metabolitos (o al
menos limitarlo).

Este resultado es particularmente importante en vista de las conocidas complicaciones post-operatorias asociadas con
el uso de antimetabolitos (como se describié anteriormente), porque el uso de los geles produce la misma eficacia anti-
fibrosis que dichos medicamentos, sin sus efectos tdxicos.

Finalmente, el Ejemplo 14 mas abajo muestra que los geles viscoelasticos de una sola fase de la invencion garantizan la
correcta funcién de filtracion de los canales tratados, ya que ellos tienen caracteristicas reolégicas completamente
comparables con aquellas de los productos basados en HA reticulado con BDDE actualmente en el mercado.

La presente invencion por lo tanto reivindica los geles viscoelasticos de una sola fase/hidrogeles formados por acido
hialurénico autoreticulado (ACP) mezclado con acido hialurénico reticulado con BDDE (HBC) en una relacion de peso
ACP:HBC en el intervalo de 5:95 hasta 50:50, preferentemente desde 5:95 hasta 25:75, con la mayor preferencia una
relacion de peso ACP:HBC de 25:75, para usar como geles anti-fibrosis para aplicaciones en cirugia oftalmica,
particularmente en todos los tipos de cirugia de glaucoma (ambas perforante y no-perforante), en la técnica conocida
como "puncién de la ampolla" o para la colocacién de implantes de drenaje.

La presente invencion por lo tanto se refiere a una composicién farmacéutica que contiene geles viscoelasticos de una
sola fase/hidrogeles formados por acido hialurénico autoreticulado (ACP) mezclado con acido hialurénico reticulado con
BDDE (HBC) en una relacion de peso ACP:HBC en el intervalo de 5:95 hasta 50:50, preferentemente desde 5:95 hasta
25:75, con la mayor preferencia una relacién de peso ACP:HBC de 25:75, que contiene portadores y/o excipientes
farmacéuticamente aceptables, para usar como composiciones anti-fibrosis para aplicaciones en cirugia oftalmica,
particularmente para aplicaciones en cirugia de glaucoma, opcionalmente combinados con antiinflamatorios,
antibidticos, antimetabolitos, anestésicos locales, o farmacos capaces de normalizar la presién ocular.

Algunos ejemplos de preparaciones de geles viscoelasticos de la invencién se exponen mas abajo:
Ejemplo 1: Sintesis de HBC (4.5%) 25 mg/ml

0.01 moles de sales de sodio de HA con un promedio ponderado MW en el intervalo de 500 hasta 750 KDa se
dispersaron en 30 ml de 0.25M NaOH que contenia 0.196 ml de BDDE (10% en moles comparado con el dimero GIcUA
- GIcNAc). La mezcla se calentd a 42°C y se dejo reaccionar por 4.5 horas. El gel resultante después se hidraté a
temperatura ambiente por 24 horas con 75 ml de HCI 0.1M y 55 ml de agua que contiene 1.0 g de NacCl, y el pH se
ajusté a 5-6 con HCI 0.1M.Después de agitar, se produjo un gel homogéneo (volumen final: 160 ml), y se analizd por
NMR. La Figura 5 muestra el espectro de'H NMR (Bruker Advance 300 MHz) en DMSO-d6, procesado con el software
XWinNMR. Resultado: 4.5% moles/mol de BDDE por dimero GIcUA - GlcNAc (1/16,521x3H/4H x 100).

Ejemplo 2: Sintesis de HBC (2.4%) 25 mg/ml

0.01 moles de sales de sodio de HA con un promedio ponderado MW en el intervalo de 500 hasta 750 KDa se
dispersaron en 30 ml de NaOH 0.25M que contenia 0.098 ml de BDDE (5% en moles comparado con el dimero GIcUA -
GIcNAc). La mezcla se calentdé a 42°C y se dejé reaccionar por 4.5 horas. El gel resultante después se hidraté a
temperatura ambiente por 24 horas con 75 ml de HCI 0.1M y 55 ml de agua que contiene 1.0 g de NacCl, y el pH se
ajustd a 5-6 con HCI 0.1M.Después de agitar, se produjo un gel homogéneo (volumen final: 160 ml), y se analiz6 por
NMR. La Figura 6 muestra el espectro de’"H NMR (Bruker Advance 300 MHz) en DMSO-d6, procesado con el software
XWinNMR. Resultado: 2.4% moles/mol de BDDE por dimero GIcUA - GIcNAc (/4H x 100).

Ejemplo 3: Sintesis de HBC (6.18%) 25 mg/ml

0.01 moles de sales de sodio de HA con un promedio ponderado MW en el intervalo de 500 hasta 750 KDa se
dispersaron en 30 ml de NaOH 0.25M que contenia 0.294 ml de BDDE 15% en moles comparado con el dimero GIcUA
- GIcNAc). La mezcla se calenté a 42°C y se dejé reaccionar por 5 horas. El gel resultante después se hidraté a
temperatura ambiente por 24 horas con 75 ml de HCI 0.1M y 55 ml de agua que contiene 1.0 g de NacCl, y el pH se
ajustd a 5-6 con HCI 0.1M.Después de agitar, se produjo un gel homogéneo (volumen final: 160 ml), y se analizé por
NMR. La Figura 7 muestra el espectro de'H NMR (Bruker Advance 300 MHz) en DMSO-d6. Procesado con el software
XWInNMR. Resultado: 6.18% moles/mol de BDDE por dimero GIcUA - GIcNAc (/4H x 100).

Ejemplo 4: Preparacion del gel ACP

6.5 gramos (10 milimoles) de sal de tetrabutilamonio de acido hialurénico, preparada a partir de sal de sodio de HA
como se describe en EP216453, se solubilizaron en 260 ml de N-metil-2-pirrolidona (NMP) a temperatura ambiente. 1.4
ml (10 milimoles) de trietilamina se afiadieron, y la solucidn resultante se agité6 por 30 minutos. Se afiadieron 0.256
gramos de yoduro de 2-cloro-1-metil-piridinio (CMPJ), iguales a 10% de los moles iniciales de HA, disueltos en 2.5 ml de
NMP. La soluciéon se mantuvo bajo agitaciéon por 4 horas a temperatura ambiente, después se mezcl6 con una solucion
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salina 2.5% de NaCl en agua (p/). La mezcla resultante se vertié lentamente en 750 ml de etanol 95% y se mantuvo
bajo agitacion continua. El precipitado formado se filtr6 y se lavo tres veces con 100 ml de etanol/agua (9:1 relacion), y
dos veces mas con 100 ml de acetona, y finalmente se seco bajo alto vacio por 24 horas a 30°C. Asi se obtuvieron 3.9
gm del producto deseado, con reticulacion de 4.5-5%.

Ejemplo 5: Preparacion del gel ACP:HBC en la relacion 25:75, con una concentracion total de HA de 25 mg/ml

0.0033 moles de polvo de ACP, preparado como en el Ejemplo 4, se hincharon durante la noche en 53 ml de solucién
salina. Ellos después se mezclaron con 160 ml de HBC (4.5%) 25 mg/ml preparados como se describe en el Ejemplo 1,
por 3 horas a temperatura ambiente, y el gel homogéneo asi obtenido se filtr6 a través de cartuchos de 100 pm.
Finalmente, las muestras asi preparadas se distribuyeron en jeringas de cristal de 1 ml y se esterilizaron en la autoclave
con un ciclo de FO=13 a 121.5°C. El gel resultante es un gel de una sola fase con una viscosidad de cizallamiento cero
de 2418 Pas.

El analisis se llevo a cabo en un redémetro Thermo Haake Mars Il a 25°C por medio del uso de un cono/placa (placa de 6
cm de diametro y 1° de angulo), que rota desde 1000 hasta 0.0005 s™. El BDDE residual fue menos de 2 ppm (el
analisis se llevé a cabo por GC contra un estandar).

Ejemplo 6: Preparacion del gel ACP:HBC en la relacién 50:50, con una concentracion total de HA de 25 mg/ml

0.0033 moles de polvo de ACP, preparado como en el Ejemplo 4, se hincharon durante la noche en 53 ml de solucién
salina. EI ACP después se mezclo con 53 ml de HBC (4.5%) 25 mg/ml preparado como se describe en el Ejemplo 1, por
3 horas a temperatura ambiente, y el gel homogéneo asi obtenido se filtrd a través de cartuchos de 100 pm. Finalmente,
la muestra distribuida en jeringas de cristal de 1 ml, se esterilizé en la autoclave con un ciclo de FO=13 a 121.5°C. El
producto obtenido es un gel de una sola fase con un contenido de BDDE de menos de 2 ppm (el andlisis se llevé a cabo
por GC contra un estandar).

Ejemplo 7: Preparacion del gel ACP:HBC en la relacion 5:95, con una concentracion total de HA de 25 mg/mi

0.00052 moles de polvo de ACP, preparado como en el Ejemplo 4, se hincharon durante la noche en 8.4 ml de solucion
salina. EI ACP después se mezcl6 con 160 ml de HBC (4.5%) 25 mg/ml preparados como se describe en el Ejemplo 1,
por 3 horas a temperatura ambiente, y el gel homogéneo asi obtenido se filtr6 a través de cartuchos de 100 pm.
Finalmente, la muestra distribuida en jeringas de cristal de 1 ml, se esterilizaron en la autoclave con un ciclo de FO=13 a
121.5°C. La preparacion obtenida es un gel de una sola fase con una viscosidad de cizallamiento cero de 3566 Shp (el
andlisis se llevé a cabo como se describe en el Ejemplo 5), y un contenido BDDE de menos de 2 ppm (el analisis se
llevé a cabo por GC contra un estandar).

Ejemplo 8: Preparacion del gel ACP:HBC en la relacion 5:95, con una concentracion total de HA de 25 mg/mi

0.00052 moles de polvo de ACP, preparado como en el Ejemplo 4, se hincharon durante la noche en 8.4 ml de solucién
salina. El ACP después se mezclé con 160 ml de_ HBC (6.18%) 25 mg/ml preparados como se describe en el Ejemplo 3,
por 3 horas a temperatura ambiente, y el gel homogéneo asi obtenido se filtr6 a través de cartuchos de 100 pum.
Finalmente, la muestra, distribuida en jeringas de cristal de 1 ml, se esterilizé en la autoclave con un ciclo de FO=13 a
121.5°C. El producto obtenido es un gel de una sola fase con un contenido de BDDE de menos de 2 ppm (el analisis se
llevé a cabo por GC contra un estandar).

Ejemplo 9: Preparacion del gel ACP:HBC en la relacion 5:95, con una concentracion total de HA de 15 mg/mi

96 ml de HBC (4.5%) 25 mg/ml, preparado como se describié en el Ejemplo 1, se mezclaron con 64 ml de salina durante
la noche a temperatura ambiente, hasta que se obtuvieron 160 ml de un gel a la concentracion de HA de 15mg/ml.
0.00031 moles de polvo de ACP, preparado como en el Ejemplo 4, se hincharon durante la noche en 8.4 ml de solucién
salina. EI ACP después se mezcl6 por 3 horas a temperatura ambiente con 160 ml de dicho HBC, y el gel homogéneo
asi obtenido se filtr6 a través de un cartucho de 100 pum. Finalmente, la muestra, distribuida en jeringas de cristal de 1
ml, se esterilizd en la autoclave con un ciclo de FO=13 a 121.5°C. El producto obtenido es un gel de una sola fase con
un contenido de BDDE de menos de 2 ppm (el analisis se llevé a cabo por GC contra un estandar).

Ejemplo 10: Preparacion del gel ACP:HBC (6.18%) en la relacion 5:95, concentracion total de HA 25 mg/ml, con 3 mg/ml
de lidocaina, en amortiguador fosfato pH 7.0

0.005 moles de sales de sodio de HA con un promedio ponderado MW en el intervalo de 500 hasta 750 KDa se
dispersaron en 15 ml de NaOH 0.25M que contenia 0.147 ml de BDDE (15% en moles comparado con el dimero GIcUA
- GIcNAc). La mezcla se calent6 a 42°C y se dejé reaccionar por 4.5 horas. El gel después se hidraté a temperatura
ambiente por 24 horas con 37 ml de HCI 0.1M y 28 ml de H2O que contenia 0.27 gm de cloruro de lidocaina, 0.47 gm de
NaCl, 0.042 gm de Na;HPO412H,0 y 0.0076 mg de NaH,PO, 2H0, se ajusté el pH a 5-6 con HCI 0.1M. Después de
agitar, el gel homogéneo (con un volumen final de 80 ml) asi obtenido se mezclé con 4.2 ml del gel de ACP (obtenido
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por hinchar 0.00025 moles de polvo de ACP, preparado como se describe en el Ejemplo 4, en 4.2 ml de H,O por 10
horas), y se dej6 a 70°C por 7 horas para eliminar el contenido de BDDE. El producto asi preparado después se mezclo,
filtré a través de cartuchos de 100 um y finalmente se distribuy6 en jeringas de 1 ml y se esterilizé en la autoclave con
un ciclo de F0=13 a 121.5°C. La muestra final es un gel viscoelastico de una sola fase con un contenido de BDDE de
menos que 2 ppm (el analisis se llevd a cabo por GC contra un estandar).

Ejemplo 11

Prueba de irritacion del ojo de acuerdo con las directrices (ISO 10993-10) sobre dos productos de HA reticulados con
BDDE mezclado con ACP, tales como:

1. ACP:HBC en la relacion 25:75 preparado en salina, como se describe en el Ejemplo 5;
2. ACP:HBC en la relacion 5:95 preparado en amortiguador fosfato pH 7.0, como se describe en el Ejemplo 10.

La prueba de irritacién del ojo se llevé a cabo en los Laboratorios del Centro de Pruebas PRIMM srl (Dosson di Casier
(TV), ltalia), por la administracién ocular de dichos 2 productos, cada producto se evalla en 3 animales.

La prueba se realizé en conejos de laboratorio NZW (el conejo NZW se considera el modelo animal mas adecuado para
la administracion intraconjuntiva del producto con accion ocular).

Los dos productos de prueba se administraron intraconjuntivamente; el ojo de los animales tratados se examind una
hora después de la administracion y 24, 48 y 72 horas después de eso, y se compar6 el ojo contralateral no tratado que
actu6 como control de referencia.

Las observaciones llevadas a cabo fueron:

a) estado clinico de la conjuntiva,
b) estado clinico del iris y la cérnea.

Resultados: Para cada animal y cada periodo de observacion, las evaluaciones llevadas a cabo dieron una indicacion
macroscopica de tolerabilidad clinica excelente, y no indicaron ninguna diferencia del control no tratado.

Ejemplo 12: Relleno cutaneo y tiempo de permanencia del gel ACP:HBC en el modelo de administracion intradérmica en
el conejo.

El proposito del experimento fue evaluar el relleno cutdneo y el tiempo de permanencia totalin situ determinado por el
gel ACP:HBC preparado como se describido en el Ejemplo 5, inyectado en el tejido intradérmico del conejo, por
comparacion con el gel de referencia que consiste de HA reticulado con iguales cantidades de BDDE (gel contral).

Para dicha evaluacion, los geles probados se administraron intradérmicamente a conejos machos NZW-KBL que
pesaban 1.8-2.3 kg.

Disefio del experimento

Los animales se anestesiaron por administracion intravenosa de ketamina y xilazina. 3 animales se usaron para cada
muestra probada.

Dia 0: TO

. Inyeccion de las muestras (1 ml de gel por muestra) después de afeitar la espalda de los conejos;
. Medicién del hinchamiento en todos los conejos y observaciones macroscoépicas para eventos adversos.

Dia 28y 85: T28 y T85
. Medicién del volumen de hinchamiento y observaciones macroscopicas para eventos adversos.

El volumen de hinchamiento se calculé con la férmula:

23x1)x(r1)x(r2) x(r3)

en donde: (rl), (r2) y (r3) representan el ancho, longitud y altura del hinchamiento respectivamente, medido con un
calibrador.

Resultados
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El gel viscoelastico ACP:HBC no caus6 ningun evento inflamatorio en la dermis tratada; los resultados del tiempo de
permanencia in situ se muestran en la Figura 1; el tamafio del hinchamiento inicial (expresado como mm3) demostro que
el gel de acuerdo con la invencién es capaz de inducir un volumen de hinchamiento mayor que el gel control, que
permanece significativamente alto incluso después de 28 y 85 dias. Como se demostré previamente enEP2470230, este
efecto se puede atribuir a la presencia del derivado de ACP que, en vista de las caracteristicas quimicas/reolégicas,
probd ser esencial para promover el relleno cutaneo inmediato y estable.

Ejemplo 13: Evaluacion de la eficacia anti-fibrosis del gel ACP:HBC

El propdsito de la prueba fue evaluar la eficacia antifibrética de los geles de acuerdo a la invencién, probar al mismo
tiempo su citotoxicidad.

El gel ACP:HBC producido como se describe en el Ejemplo 5 se us6 para este propdésito, por comparacion con el
producto de referencia representado por el gel formado por HA reticulado con iguales cantidades de BDDE, ambos
probados a la misma concentracion total de HA.

Procedimiento de la operacion

Para probar la actividad de los geles descritos anteriormente in vitro, las pruebas de viabilidad/proliferacion se realizaron
con células de tejido conectivo humano sembradas en pozos (100,000 células/pozo) incubadas con las muestras
ACP:HCB y HCB a las concentraciones de 125 pl y 250 ul de gel/ml de medio, para tiempos de incubacion de 2y 5
dias, en una incubadora a 37°C.

Preparacion de cultivos celulares: brevemente, el tejido conectivo humano obtenido de biopsias, después de varios
lavados en PBS (Solucién Amortiguada con Fosfato) con la adicion de antibiéticos, se corta en tiras pequefias que se
digieren con tripsina por 10-20 minutos a 37°C. Al final del tratamiento las células se extrajeron por centrifugacion y se
sembraron en un medio de cultivo que consiste de DMEM suplementado con suero fetal bovino 20%, P/S 1%
(penicilina/estreptomicina) y 1% glutamina.

Después de 2 y 5 dias de tratamiento, la prueba de MTT se llevd a cabo para evaluar el efecto de las muestras sobre la
proliferacién/viabilidad.

Prueba de MTT

La prueba de MTT mide cuantitativamente la presencia de actividad succinato deshidrogenasa en los cultivos celulares.
La actividad de esta enzima, que esta presente solamente en la mitocondria de las células viables, se usa normalmente
como un marcador para investigar la actividad metabdlica, viabilidad y/o crecimiento de cultivos celulares. La prueba se
basa en la conversién del compuesto quimico MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolium), un
colorante azoico amarillo, a sales de formazan azul, por la succinato deshidrogenasa mitocondrial. La cantidad de
formazan determinada espectroscopicamente es proporcional a la presencia de dicha enzima en el cultivo celular, y es
por lo tanto directamente proporcional al nimero de células viables. Las células se incuban con solucién de 0.5 mg/ml
MTT por 3 horas. Al final de la incubacién el colorante se extrae de las células viables con una solucién de extraccion
que consiste de isopropanol 90% y DMSO 10%. El colorante después se lee a una longitud de onda, D.O., de 540 nm.

RESULTADOS

Los resultados demuestran claramente que después de 2 dias de tratamiento, el gel ACP:HBC inhibi6 la proliferacion
celular en casi el 40% contra el control no tratado (a la concentracion mas alta), mientras el gel HBC determin6 una
respuesta de poco mas de 10% de inhibicién. Después de 5 dias de tratamiento el % de inhibicién aumenté a 50% del
control, mientras el gel de referencia permanecié alrededor del 30%.

Finalmente, la Figura 4 muestra que dichos geles carecen completamente de citotoxicidad, aun a las mayores dosis
probadas; aun después de 5 dias de tratamiento, la viabilidad de las células permanece sin cambio, mientras su
capacidad proliferativa se inhibe.

Estos descubrimientos confirman lo que se planted previamente: los geles viscoelasticos de acuerdo con la invencion
reducen significativamente (contra geles comparativos que contienen HA reticulado con BDDE) la proliferacién celular
en el area esclerética (es decir las células del tejido conectivo) sometida a cirugia oftalmica, pero sin ser citotéxicos, lo
gque permite al cirujano usar dichos geles sin simultdneamente tratar el area afectada con farmacos antiproliferativos, o
al menos permitir una reduccion en la cantidad usada.

Ejemplo 14: Propiedades reoldgicas
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Los geles viscoelasticos de la invencion garantizan la correcta funcion de filtracion de los canales tratados y la ampolla
de filtracion creada, porque ellos poseen caracteristica reolégicas completamente comparables con aquellas de los
productos basados en HA reticulado con BDDE actualmente en el mercado para la cirugia de glaucoma.

HA exhibe ambas propiedades viscosa y elastica que principalmente dependen de su peso molecular. Dichas
caracteristicas viscoelasticas se pueden cuantificar por la mediciéon de sus moédulos: el primer médulo se llama G 'o
moédulo de elasticidad, porque representa la energia almacenada cuando el polisacarido se somete a una
tensién/deformacion, y el segundo médulo se llama G "o médulo de viscosidad, porque representa la energia disipada
cuando la molécula se somete a una tension.

Las mediciones de G'y G" se tomaron a 25°C con un redmetro Thermo Haake Mars Il (cono/placa) equipado con un
cono de 6 cm de didmetro y un angulo de 1°. Las mediciones se tomaron en modo oscilatorio, en un intervalo de
frecuencia medido desde 0.001 hasta 1000 rad/s. Las muestras se procesaron con el software Haake Rheowin Job
Manager 4.0.

RESULTADOS
ACP:HBC, preparado y esterilizado como se describe en el Ejemplo 5, a una concentracion final de 25 mg/ml en HA:

G' a 0,628 rad/s = 31,4 Pa
G”a0,628 rad/s = 12,9 Pa

HBC, preparado y esterilizado como para HBC en la muestra anterior, a la misma concentracién de 25 mg/ml en HA:

G’ a 0,628 rad/s = 32,82 Pa
G” a 0,628 rad/s = 11,95 Pa

Los resultados obtenidos prueban que los dos médulos del gel ACP:HBC son comparables con aquellos del gel control
(representativo del producto basado en HA reticulado con BDDE actualmente en el mercado para el glaucoma), lo que
demuestra asi que los geles tienen la misma viscosidad y elasticidad, y por lo tanto la misma capacidad de filtracion.

Basicamente, estos descubrimientos confirman que la combinacion del gel ACP y el gel HBC aumentan el tiempo de
permanencia in situ de dicho gel pero especialmente reducen la fibrosis en el area tratada y mantienen sin cambio la
eficiencia de filtracién del gel de la invencion.
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Reivindicaciones

10.

11.

12.

13.

14.

Geles viscoelasticos e hidrogeles hechos de acido hialurénico autoreticulado (ACP) mezclado con acido hialurénico
reticulado con 1,4-butanodiol diglicidil éter, BDDE (HBC) en una relacion de peso desde 5:95 hasta 50:50, para usar
en cirugia oftalmica como geles antifibréticos.

Geles viscoelasticos e hidrogeles para usar de acuerdo con la reivindicacién 1 para aplicaciones en cada tipo de
cirugia de glaucoma, ambas penetrante y no-penetrante, y en "puncién de la ampolla" o para la colocacion de
implantes de drenaje.

Geles viscoelasticos e hidrogeles para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2, preferentemente
en una relacion ACP:HBC de peso desde 5:95 hasta 25:75, con la mayor preferencia de 25:75.

Geles viscoelasticos e hidrogeles para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el
acido hialurénico usado para la preparacion de los derivados de ACP y HBC es preferentemente una sal de sodio
de acido hialurénico y tiene un promedio ponderado de peso molecular desde 400 hasta 3x10°Da, preferentemente
desde 1x 10°Da hasta 1x 10°Da, con la mayor preferencia desde 200,000 hasta 750,000 Da.

Geles viscoelasticos e hidrogeles para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4 en la relacion de
peso ACP:HBC de 25:75, en donde el acido hialurénico tiene un promedio ponderado de peso molecular desde
200,000 hasta 750,000 Da.

Geles viscoelasticos e hidrogeles para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde ACP
tiene un grado de reticulacion medio desde 4% hasta 5%, y se prepara con acido hialurénico que tiene un
promedio ponderado de peso molecular de 200 KDa.

Geles viscoelasticos e hidrogeles para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde HBC
tiene una relacion molar BDDE/acido hialurénico desde 2% hasta 7% moles/mol de dimero de &cido hialurénico,
preferentemente desde 4% hasta 5% moles/mol del dimero.

Geles viscoelasticos e hidrogeles para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde el
acido hialurénico tiene una concentracién total desde 10 hasta 40 mg/ml, preferentemente desde 20 hasta 30
mg/ml.

Geles viscoelasticos e hidrogeles para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5-8, en la relacion de
peso ACP:HBC de 25:75, en donde ACP posee un grado de reticulacion desde 4% hasta 5% y se prepara
comenzando a partir de un acido hialurénico que tiene un promedio ponderado de peso molecular de 200 KDa,
HBC tiene una relacién molar BDDE/acido hialurénico desde 4% hasta 5% moles/mol de dimero de &acido
hialurénico, y la concentracion total de acido hialurénico esta en el intervalo de 20 hasta 30 mg/ml, para usar en
aplicaciones en todo tipo de cirugia de glaucoma como geles antifibroticos.

Composiciones farmacéuticas que comprenden geles viscoelasticos e hidrogeles hechos de acido hialurénico
autoreticulado (ACP) mezclado con acido hialurénico reticulado con BDDE (HBC) en una relaciéon de peso desde
5:95 hasta 50:50, preferentemente desde 5:95 hasta 25:75 con la mayor preferencia de 25:75, que contienen
portadores y/o excipiente farmacéuticamente aceptables, para usar en cirugia oftdlmica como composiciones
antifibroticas.

Composiciones farmacéuticas para usar de acuerdo a la reivindicacion 10, para usar especificamente en cirugia de
glaucoma como composiciones antifibréticas.

Composiciones farmacéuticas para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10-11, combinadas con
farmacos antiinflamatorios, antibiéticos, antimetabolitos, anestésicos locales o farmacos que regulan la presién
ocular.

Composiciones farmacéuticas para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10-12 en la forma de
hidrogeles viscoelasticos en donde los portadores y/o excipientes farmacéuticamente aceptables son salina y
soluciones fisioldgicas de NaCl y/o sales fosfato.

Composiciones farmacéuticas para usar de acuerdo con la reivindicacion 13, que tienen un pH en el intervalo de
5.5 hasta 7.
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