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DESCRIPCION
Hidrogeles reticulados de polisacarido y proteina-polisacarido para aumento de tejido blando
Fundamento

Se han desarrollado varios productos de relleno dérmico inyectables para tratar o corregir imperfecciones faciales,
por ejemplo, arrugas y pérdida de volumen debido a los efectos naturales del envejecimiento. Los “rellenos
dérmicos” inyectables restauran temporalmente una apariencia mas lisa, mas joven.

De forma ideal, los rellenos dérmicos son de apariencia duradera, suave, lisa y natural cuando se introducen en o
por debajo de la piel. Ademas, estos productos son preferiblemente faciles de introducir en un paciente usando una
aguja de calibre fino y una baja fuerza de extrusiéon de manera que sera minima la molestia para el paciente.

Los rellenos de tejido blando basados en colageno se desarrollaron hace unos 20 afos, y por algun tiempo, los
rellenos basados en colageno bovino fueron los unicos rellenos dérmicos aprobados por la Administracion de
Alimentos y Farmacos (FDA) de EE.UU. Porque estos tempranos rellenos dérmicos estaban basados en bovinos,
una de las principales desventajas a su uso ha sido el potencial de reaccioén alérgica en los pacientes.

En febrero de 2003, las composiciones de relleno de colageno derivado de seres humanos recibié la aprobacion de
la FDA. Estos colagenos proporcionan la ventaja de un riesgo significativamente reducido de reacciones alérgicas.
Desafortunadamente, dichas composiciones de relleno de colageno derivado de seres humanos tienden
rapidamente a degradarse poco después de la inyeccion.

En diciembre de 2003, se aprobd el primer relleno dérmico basado en acido hialurénico (AH) por la FDA. Esto fue
seguido rapidamente por el desarrollo de muchos otros rellenos dérmicos basados en AH.

El AH, también conocido como hialuronano, es un polisacarido soluble en agua, que se da de forma natural,
especificamente un glucosaminoglucano, que es un componente principal de la matriz extra-celular y esta
ampliamente distribuido en los tejidos animales. El AH tiene excelente biocompatibilidad y no provoca reacciones
alérgicas cuando se implanta en un paciente. Ademas, el AH tiene la capacidad de unirse a grandes cantidades de
agua, haciéndolo un excelente voluminizador de tejidos blandos.

El desarrollo de rellenos basados en AH que muestran propiedades in vivo ideales ademas de usabilidad quirdrgica
ideal se ha probado dificil. Por ejemplo, los rellenos basados en AH que muestran propiedades de estabilidad
deseables in vivo, pueden ser tan altamente viscosos que la inyeccion a través de agujas de calibre fino es dificil.
Por el contrario, los rellenos basados en AH que se inyectan relativamente facilmente a través de agujas de calibre
fino a menudo tienen propiedades de estabilidad relativamente inferiores in vivo.

Las estrategias de sintesis de hidrogel actuales desarrollan el reticulado de AH bajo condiciones basicas usando
pequefias moléculas para unir las respectivas cadenas. Sin embargo, bajo estas condiciones las cadenas de AH
hidrolizan en fragmentos mas cortos y se introducen uniones de molécula pequefia en el hidrogel.

El documento US 2007/0203095 describe un gel de AH reticulado en donde las reticulas incluyen N-acilurea y/u O-
acil-isourea.

El documento WO 2009/026158 describe una composicion que comprende un polimero hidrofilo y un resto de union
a ligando unido de forma covalente al polimero.

El documento US 2009/0263447 ensefia el reticulado de AH por activacion del AH usando un agente de
acoplamiento y la reaccion del AH activado con un agente de reticulado que comprende un oligopéptido o un
polipéptido.

Es un objetivo de la presente invencion proporcionar rellenos de tejido blando estables, elasticos, con propiedades
reoldgicas mejoradas.

Compendio

La presente invencion se refiere a rellenos de tejido blando, por ejemplo, composiciones de relleno dérmico y sub-

dérmico, en adelante, a veces, denominado de forma intercambiable como “rellenos dérmicos”, “rellenos de tejido
blando” o “rellenos”.

Un aspecto de la invencion es un hidrogel que comprende al menos un polimero biocompatible reticulado que tiene
restos reticulados de longitud cero, en donde el al menos un polimero biocompatible reticulado se selecciona de
acido hialuroénico reticulado y una sal de acido hialurdnico reticulado. En algunas realizaciones, la composicion
comprende ademas al menos un ingrediente activo distinto incorporado en el polimero biocompatible reticulado.
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El hidrogel puede formarse haciendo reaccionar al menos un polimero biocompatible reticulable con al menos un
agente de reticulado de longitud cero a pH neutro. Por ejemplo, el pH neutro puede estar entre 6,0 y 8,0, entre 6,5y
7,5, o aproximadamente 7,0.

En algunas realizaciones, el polimero biocompatible reticulable es acido hialurénico (AH) y el agente de reticulado de
longitud cero es 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC).

En algunas realizaciones, el agente de reticulado de longitud cero se hace reaccionar con el AH en presencia de N-
hidroxisuccinimida (NHS), sulfo-NHS (o sulfonil-NHS) o 4-dimetilaminopiridina (DMAP).

En algunas realizaciones, el hidrogel incluye ademas al menos un segundo polimero biocompatible reticulado. El
segundo polimero biocompatible reticulado puede ser, por ejemplo, una proteina tal como elastina.

En algunas realizaciones, el hidrogel puede incluir un agente activo seleccionado del grupo que consiste en
inhibidores de enzima, agentes anestésicos, neurotoxinas medicinales, antioxidantes, agentes anti-infecciosos,
agentes anti-inflamatorios, agentes bloqueantes de la luz ultravioleta (UV), tintes, hormonas, inmunosupresores y
combinaciones de los mismos.

La presente invencion proporciona ademas un método para fabricar un hidrogel para el aumento de tejido blando. El
método incluye proporcionar al menos un polimero biocompatible reticulable; disolver el al menos un polimero
biocompatible reticulable en una disolucién tamponada que mantiene un pH de 6,0 a 8,0; afiadir al menos un agente
de reticulado de longitud cero a la disolucién tamponada para formar una mezcla de reaccion; y dejar reposar la
mezcla de reaccion durante un tiempo apropiado para formar un hidrogel que comprende al menos un polimero
biocompatible reticulado que tiene restos reticulados de longitud cero, en donde el al menos un polimero
biocompatible reticulable se selecciona de acido hialurénico y una sal de acido hialurénico.

Las reacciones del método de la invencién pueden incluir uno o mas de la disolucion tamponada que es una
solucion salina tamponada con fosfato que tiene un pH de entre 6,5y 7,5, y el al menos un agente de reticulado de
longitud cero que es EDC.

En algunas realizaciones, la NHS se incluye en la etapa de adicion.
En algunas realizaciones, el método incluye una etapa de dializado después de la etapa de adicion.

En algunas realizaciones, el método incluye el uso de al menos un segundo polimero biocompatible reticulable. El
segundo polimero biocompatible reticulable puede ser, por ejemplo, una proteina tal como elastina.

En una realizacién, el método incluye anadir un agente activo. El agente activo puede ser un agente activo
seleccionado del grupo que consiste en inhibidores de enzimas, agentes anestésicos, neurotoxinas medicinales,
antioxidantes, agentes anti-infecciosos, agentes anti-inflamatorios, agentes de bloqueo de luz ultravioleta, tintes,
hormonas, inmunosupresores y combinaciones de los mismos.

En una realizacion especifica de la invencion, se proporciona un método para fabricar un hidrogel para el aumento
de tejido blando que comprende las etapas de proporcionar una solucién salina tamponada con fosfato 0,1M (PBS)
que tiene un pH entre 6,5y 7,5; disolver de 20 a 80 mg/mL de AH y de 2 a 20 por ciento en peso de elastina soluble
en el PBS para formar una mezcla de polimero; afiadir 5 a 30 por ciento en moles de EDC y NHS a la mezcla
polimérica para formar una mezcla de reaccioén; dejar a la mezcla de reaccion reaccionar durante 12 a 48 horas a
22° a 60°C para formar un gel; dializar el gel frente a PBS para formar un gel purificado; y ajustar el tamafio del gel
purificado para formar un hidrogel para el aumento de tejido blando. En algunas realizaciones, el método incluye
afadir un agente activo seleccionado del grupo que consiste en inhibidores de enzimas, agentes anestésicos,
neurotoxinas medicinales, antioxidantes, agentes anti-infecciosos, agentes anti-inflamatorios, agentes bloqueantes
de luz ultravioleta, tintes, hormonas, inmunosupresores y combinaciones de los mismos.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 ilustra graficamente la elasticidad y viscosidad de AH y AH-elastina reticulados con EDC/NHS de
acuerdo con una realizacién de la invencion.

La Figura 2 ilustra graficamente la resistencia del AH y AH-elastina a la degradacion enzimatica.

La Figura 3 ilustra graficamente la fuerza de extrusion de AH y AH-elastina reticulados con EDC/NHS de acuerdo
con una realizacion de la invencion.

Descripcion detallada

Donde la definicion de términos como se usa en la memoria se sale del significado normalmente usado del término,
el solicitante intenta utilizar las definiciones proporcionadas en esta memoria, a menos que se indique
especificamente.
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La presente descripcion generalmente se refiere a rellenos de tejido blando, por ejemplo, rellenos dérmicos o
subdérmicos, basados en polimeros biocompatibles reticulados. En un aspecto, las composiciones descritas en esta
memoria incluyen hidrogeles que comprenden acido hialurénico biocompatible reticulado y/o una sal del mismo que
tiene restos reticulados de longitud cero y opcionalmente al menos un ingrediente activo distinto incorporado en el
polimero biocompatible reticulado. Los actuales hidrogeles basados en AH tienen reologia (es decir, caracteristicas
de flujo), elasticidad y persistencia mejoradas respecto a hidrogeles basados en AH conocidos. Los métodos o
procedimientos de preparacion de dichas composiciones también se proporcionan, ademas de productos fabricados
por dichos métodos o procedimientos.

Una ventaja sorprendente de las composiciones y los métodos de la presente descripcion es que el peso molecular
de las cadenas poliméricas permanece alto y los hidrogeles resultantes han mejorado las propiedades reoldgicas
mientras al mismo tiempo tienen bajas fuerzas de extrusion. Los hidrogeles con dureza y elasticidad bien afinadas
son beneficiosos para el desarrollo de biomateriales adecuados para el aumento de tejido blando.

Lo basado en AH como se usa en esta memoria se refiere a composiciones que incluyen AH reticulado y
composiciones que incluyen AH reticulado mas uno mas polimeros reticulados distintos. Ademas, el AH puede
referirse a acido hialurénico y cualquiera de sus sales de hialuronato, que incluyen, aunque no estan limitadas a,
hialuronato sédico (NaAH), hialuronato de potasio, hialuronato de magnesio, hialuronato de calcio y combinaciones
de los mismos. El uso de mas de un polimero biocompatible no esta excluido especificamente de la presente
descripcion. Los hidrogeles de la presente descripcion pueden incluir mas de un polimero biocompatible, tal como,
por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas polimeros biocompatibles. Los polimeros biocompatibles adecuados
incluyen polisacaridos (por ejemplo, AH, quitosano, sulfato de condroitina, alginato, carboximetilcelulosa),
poli(etilenglicol), poli(acido lactico), poli(hidroxietiimetacrilato), poli(metilmetacrilato) y proteinas (por ejemplo, elastina
y colageno).

Generalmente, la concentracion de AH en el hidrogel es preferiblemente al menos 10 mg/mL y hasta 100 mg/mL.
Por ejemplo, la concentracion de AH en alguna de las composiciones esta en un intervalo entre 15 mg/mL y 80
mg/mL, o 15 mg/mL a 30 mg/mL. En algunas realizaciones, la concentracion de AH es aproximadamente 26 mg/mL.

Generalmente, los agentes de reticulado de longitud cero se acoplan a polimeros sin afiadir ningtin atomo de brazo
espaciador adicional y por lo tanto los agentes de reticulado de longitud cero no se incorporan a la matriz polimérica
reticulada. Los agentes reticulados de longitud cero adecuados incluyen carbodiimidas tal como EDC. Las
carbodiimidas no solubles en agua incluyen diciclohexilcarbodiida (DCC) y diisopropilcarbodiimida (DIC), que
también pueden ser adecuadas.

El acoplamiento mediado por carbodiimida entre carboxilatos y grupos funcionales alcohol o amina continua
facilmente a temperatura ambiente, pH neutro y bajo condiciones acuosas. El pH neutro puede estar, por ejemplo,
entre 6,0 y 8,0, entre 6,5 y 7,5 o aproximadamente 7,0. Tipicamente en agua, la EDC puede usarse para mediar la
esterificacion entre carboxilatos y alcoholes o la amidacién entre carboxilatos y aminas. Asi, el AH reticulado se
forma explotando los grupos reactivos presentes en AH (por ejemplo, carboxilato y alcohol). Ademas, tomando
ventaja de la alta reactividad de grupos amina en proteinas, la amidacion entre cadenas laterales de lisina de
proteinas con grupos carboxilato de AH se alcanza para formar hidrogeles reticulados de AH-proteina. Los agentes
de reticulado y polimeros no reaccionados pueden eliminarse por dialisis.

En algunas realizaciones, la EDC se usa en conjunto con NHS o sulfonil-NHS (sulfo-NHS), denominado de forma
colectiva como “NHS” en esta memoria. La NHS estabiliza los intermedios de reactivo formado por EDC; asi, la
adicion de NHS puede aumentar la eficiencia de acoplamiento de EDC. De forma alternativa, puede usarse 4-
dimetilaminopiridina (DMAP) para catalizar la reaccion de acoplamiento.

Sin estar limitado a esto, las composiciones basadas en AH de acuerdo con la presente descripcion incluyen
composiciones basadas en AH reticulado y al menos composiciones basadas en AH reticulado parcialmente. EI AH
no reticulado como se usa en esta memoria se refiere tanto a cadenas de AH realmente no reticulado (por ejemplo,
“libre”) ademas de cadenas ligeramente reticuladas y fragmentos de las mismas que estan generalmente en forma
liquida soluble.

Los rellenos de tejido blando de la presente invencion pueden incluir un agente activo seleccionado del grupo que
consiste en inhibidores de enzimas, agentes anestésicos, neurotoxinas medicinales (por ejemplo, toxina botulinica y
toxina clostridium), antioxidantes, agentes anti-infecciosos (por ejemplo, antibidticos), agentes anti-inflamatorios,
agentes de bloqueo de luz UV, tintes, hormonas, inmunosupresores y combinaciones de los mismos.

Ademas, los rellenos de tejido blando de la presente invencion pueden incluir uno o mas agentes anestésicos en una
cantidad efectiva para mitigar el dolor experimentado por inyeccion de la composicion. El anestésico local puede
seleccionarse del grupo de ambucaina, amolanona, amilocaina, benoxinato, benzocaina, betoxicaina, bifenamina,
bupivacaina, butacaina, butambeno, butanilicaina, butetamina, butoxicaina, carticaina, cloroprocaina, cocaetileno,
cocaina, ciclometicaina, dibucaina, dimetisoquina, dimetocaina, diperodona, diciclonina, ecgonidina, ecgonina,
cloruro de etilo, etidocaina, betaeucaina, euprocina, fenalcomina, formocaina, hexilcaina, hidroxitetracaina, p-
aminobenzoato de isobutilo, mesilato de leucinocaina, levoxadrol, lidocaina, mepivacaina, meprilcaina,
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metabutoxicaina, cloruro de metilo, mirtecaina, naepaina, octacaina, ortocaina, oxetazaina, paretoxicaina,
fenacaina, fenol, piperocaina, piridocaina, polidocanol, pramoxina, prilocaina, procaina, propanocaina, proparacaina,
propipocaina, propoxicaina, pseudococaina, pirrocaina, ropivacaina, alcohol salicilico, tetracaina, tolicaina,
trimecaina, zolamina y sales de los mismos. En una realizacion, el agente anestésico es lidocaina, tal como en
forma de HCI de lidocaina. Las composiciones descritas en esta memoria pueden tener una lidocaina u otro
anestésico en una concentracion de entre 0,1% y 5% en peso o entre 0,2% y 1,0% en peso de la composicion. En
una realizacion, la composicion tiene una concentracion de lidocaina de aproximadamente 0,3% en peso (% en p/p)
de la composicion. La concentracion de lidocaina en las composiciones descritas en esta memoria puede ser
terapéuticamente efectiva, lo que significa que la concentracion es adecuada para proporcionar un beneficio
terapéutico.

La presente invencion también proporciona métodos para fabricar hidrogeles. La etapa inicial de proporcionar
materia prima de AH puede ser en forma de fibras secas de AH o polvo. La materia prima de AH puede ser AH, sus
sales y/o mezclas de los mismos. El material de AH puede comprender, por ejemplo, fibras de Na-AH o polvo de
NaAH de fuente bacteriana. En algunos aspectos de la presente descripcion, el material de AH puede derivarse de
animales. El material de AH puede ser una combinacién de materias primas que incluyen AH y al menos algun otro
polisacarido, por ejemplo, glucosaminoglucano (GAG).

En algunas realizaciones, el material de AH en las composiciones comprende o consiste casi enteramente de AH de
alto peso molecular. Esto es, casi el 100% del material de AH en las presentes composiciones puede ser AH de alto
peso molecular. En otras realizaciones, el material de AH en las composiciones comprende una combinacion de AH
de alto peso molecular y AH de bajo peso molecular.

El material de AH de las composiciones puede comprender entre 5% y 95% de AH de alto peso molecular con el
equilibrio del material de AH incluyendo AH de bajo peso molecular. En una composicion tipica, la relacion de AH de
alto peso molecular a bajo peso molecular es al menos 2 (p/p = 2), con el AH de alto peso molecular teniendo un
peso molecular de mas de aproximadamente 1,0 MDa.

Se apreciara por los expertos en la técnica que la seleccién de material de AH de alto y bajo peso molecular y sus
porcentajes relativos o relaciones es dependiente de las caracteristicas deseadas, por ejemplo, fuerza de extrusion,
moddulo elastico, médulo viscoso y persistencia del producto final basado en AH. Para informacion adicional que
puede ser Util para entender este y otros aspectos de la presente descripcion, véase la Publicacion de Solicitud de
de Patente de EE.UU. nim. 2006/0194758.

Los geles basados en AH pueden prepararse segun la presente invencion limpiando primero y purificando la materia
prima o seca de AH que tiene una relacion de peso molecular alto/bajo deseado. Estas etapas implican
generalmente hidratar las fibras de AH secas o polvo en la relacion de peso molecular alto/bajo deseado, por
ejemplo, usando agua pura, Yy filtrar el material para eliminar materias extrafias grandes y/u otras impurezas. El
material hidratado, filtrado, se seca entonces y se purifica. El AH de peso molecular alto y bajo puede limpiarse y
purificarse de forma separada, o puede mezclarse, por ejemplo, en la relacién deseada, justo antes del reticulado.

El método de la presente invencion incluye la etapa de disolucion del polimero biocompatible reticulable en una
disolucién tamponada mantenida a un pH entre 6,0 y 8,0, tal como entre 6,5 y 7,5, o aproximadamente 7,0. En una
realizacion preferida, el tampdn es solucion salina tamponada con fosfato (PBS). En algunas realizaciones, se afiade
un segundo polimero biocompatible. Cuando se usa mas de un polimero biocompatible, los polimeros pueden
afnadirse en relaciones que dan caracteristicas de flujo, elasticidad, viscosidad y persistencia adecuadas. En una
realizacion preferida, el segundo polimero biocompatible es una proteina tal como elastina. En una realizacion
particularmente preferida, 20 a 80 mg/mL de AH se disuelve en la disolucidon de tampodn, y 2 a 20 por ciento en peso
de elastina soluble se disuelve en la disolucién tampédn.

El método incluye ademas la etapa de adiccion de al menos un agente de reticulado de longitud cero a la disolucion
tamponada. El uso de mas de un agente de reticulado o un agente de reticulado diferente no esta excluido del
alcance de la presente descripcion. En una realizacion preferida, el agente de reticulado de longitud cero es EDC. La
NHS puede afiadirse a la mezcla de reaccion antes, o junto con, EDC para aumentar la eficiencia de reticulado. EDC
y NHS pueden afiadirse en cualquier relacion, tal como 10:1, 5:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:5 o 1:10. En una realizacion
preferida, EDC y NHS se afiaden en una porcién (es decir, relacion 1:1). EDC y NHS pueden prepararse a cualquier
concentracion adecuada, tal como 1 a 50 por ciento en moles, y mas preferiblemente 5 a 30 por ciento en moles.

La mezcla de reaccion se deja reposar durante un tiempo apropiado para formar un hidrogel adecuado para la
implantacion de tejido blando. En algunas realizaciones, el tiempo esta entre 12 horas y 72 horas, entre 12 y 48
horas o aproximadamente 24 horas. En algunas realizaciones, la mezcla de reaccion se mantiene a una temperatura
apropiada, tal como entre 22 y 60 grados Celsius.

La etapa de reticulado puede llevarse a cabo usando cualquier medio conocido por el experto en la técnica. Los
expertos en la técnica aprecian como optimizar las condiciones de reticulado segun la naturaleza de los polimeros
biocompatibles, y como llevar a cabo el reticulado a un grado optimizado. Un grado de reticulado es preferiblemente
suficiente para la composicion final de hidrogel obtenida de los métodos actuales para permanecer implantada en el
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sitio de la inyeccion sin excesiva difusion del sitio de inyeccion. En algunas realizaciones, el grado de reticulado es
2% a 20%, y mas preferiblemente 4% a 12%, en donde el grado de reticulado se define como la relacion de
porcentaje en peso del agente de reticulado a unidades monoméricas de AH en la composicién. El grado de
reticulado puede ser menor que 6% o mas preferiblemente menos que 5%.

El método de fabricacion de un hidrogel puede incluir la etapa de dializar el hidrogel después de que el hidrogel se
forma para eliminar los agentes de reticulado, materiales de partida no reaccionados, y sub-productos tales como N-
acilurea. En algunas realizaciones, la didlisis se realiza usando una disolucion tampdén. En una realizacion preferida,
la disolucion tampdn es PBS. El hidrogel purificado puede entonces ajustarse en tamafio usando cualquier método
adecuado, tal como pasar a través de una criba de acero inoxidable que tiene el tamafio de malla deseado.

Los geles basados en AH reticulado pueden comprender un componente de AH reticulado capaz de absorber al
menos una vez su peso en agua. Cuando se neutraliza y se hincha, el componente de AH reticulado y agua
absorbida por el componente de AH reticulado esta en una relacién de peso de aproximadamente 1:1.

Las composiciones descritas en esta memoria muestran un moédulo elastico y modulo viscoso que es dependiente
de los polimeros biocompatibles especificos usados y la presencia y/o ausencia de al menos un agente activo. En
algunas realizaciones, el médulo elastico de las composiciones basadas en AH puede ser al menos 50 Pa, pero es
mas preferiblemente entre 150 Pa y 1500 Pa, tal como entre 500 Pa y 1200 Pa. En algunas realizaciones, el médulo
viscoso puede estar entre 50 Pa y 500 Pa, tal como entre 50 Pa y 200 Pa. En una realizacion ejemplar, el médulo
viscoso es aproximadamente 160 Pa.

En algunas realizaciones, el método incluye la etapa de anadir un ingrediente al hidrogel. Como se trata en mas
detalle anteriormente, el ingrediente activo puede seleccionarse del grupo que consiste en inhibidores de enzima,
agentes anestésicos, neurotoxinas medicinales, antioxidantes, agentes anti-infecciosos, agentes anti-inflamatorios,
agentes bloqueantes de luz ultravioleta, tintes, hormonas, inmunosupresores y combinaciones de los mismos. El uso
de mas de un agente activo no esta excluido especificamente. En algunas realizaciones, uno o0 mas agentes activos
se afiaden al hidrogel purificado. En otras realizaciones, uno o mas agentes activos se afiaden al tampon de
reaccion y se reticulan con el polimero biocompatible y/o los agentes activos se atrapan o encierran por el polimero
biocompatible reticulado.

Las jeringas utiles para administrar los hidrogeles de la presente descripcion incluyen cualquier jeringa conocida en
la técnica capaz de repartir composiciones de relleno dérmico viscoso. Las jeringas generalmente tienen un volumen
interno de 0,4 mL a 3 mL, mas preferiblemente entre 0,5 mL y 1,5 mL o entre 0,8 mL y 2,5 mL. Este volumen interno
esta asociado con un diametro interno de la jeringa que afecta a la fuerza de extrusion necesaria para inyectar
composiciones de relleno dérmico de alta viscosidad. Los diametros internos son generalmente 4 mm a 9 mm, mas
preferiblemente de 4,5 mm a 6,5 mm o de 4,5 mm a 8,8 mm. Ademas, la fuerza de extrusiéon necesaria para repartir
las composiciones basadas en AH desde la jeringa es dependiente del calibre de la aguja. Los calibres de las agujas
usadas generalmente incluyen calibres entre 18G y 40G, mas preferiblemente 25G a 33G o de 16G a 25G. Un
experto en la técnica puede determinar las dimensiones correctas de la jeringa y el calibre de la aguja necesario
para llegar a un requisito de fuerza de extrusion particular.

Las fuerzas de extrusion expuestas por las composiciones basadas en AH descritas en esta memoria que usan las
dimensiones de la aguja descritas anteriormente se aplican usando las velocidades de inyeccion que son comodas
para un paciente. Cémodo para un paciente se usa para definir una velocidad de inyeccién que no dafia o provoca
exceso de dolor a un paciente en la inyeccion al tejido blando. Un experto en la técnica apreciara que comodo como
se usa en esta memoria incluye no solo la comodidad del paciente, sino también la comodidad y habilidad del
médico o técnico médico que inyecta las composiciones de AH. Aunque ciertas fuerzas de extrusion pueden ser
alcanzables con las composiciones de AH de la presente descripcién, un experto en la técnica entiende que las
fuerzas de extrusion altas pueden llevar a una falta de control durante la inyeccién y que dicha falta de control puede
dar por resultado dolor adicional al paciente. Las fuerzas de extrusiéon de las actuales composiciones de AH pueden
ser de 8 N a 40 N, o mas preferiblemente de 10 Na 30N, 0 15N a 20 N.

La esterilizaciéon, como se usa en esta memoria comprende cualquier método conocido en la técnica para matar o
eliminar de forma efectiva agentes transmisibles, preferiblemente sin alterar o degradar sustancialmente las
composiciones basadas en AH y cualquier agente activo.

Un método preferible de esterilizacion de las jeringas llenas es mediante autoclave. El tratar en autoclave puede
conseguirse aplicando una mezcla de calor, presion y humedad a una muestra que necesita esterilizacion. Pueden
usarse muchas temperaturas, presiones y tiempos de ciclo de esterilizacion diferentes para esta etapa. Por ejemplo,
las jeringas llenas pueden esterilizarse a una temperatura de 120°C a 130°C o mas. La humedad puede utilizarse o
no. La presion se aplica en algunas realizaciones dependiendo de la temperatura usada en el procedimiento de
esterilizacion. El ciclo de esterilizacion puede ser de al menos 1 minutos a 20 minutos o mas.

Otro método de esterilizacion incorpora el uso de una especie gaseosa que se conoce por matar o eliminar agentes
transmisibles. Preferiblemente, el 6xido de etileno se usa como el gas de esterilizacion y se conoce en la técnica por
ser Util en dispositivos médicos de esterilizacion y productos.
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Un método adicional de esterilizacion incorpora el uso de una fuente de radiacién que se conoce en la técnica por
matar o eliminar agentes transmisibles. Un haz de radicacién se dirige a la jeringa que contiene la disolucién de AH,
y la longitud de onda de energia mata o elimina los agentes transmisibles indeseados. La energia preferible util
incluye, aunque no esta limitada a luz ultravioleta, radiacion gamma, luz visible, microondas o cualquier otra longitud
de onda o banda de longitudes de onda que mata o elimina los agentes transmisibles indeseados, preferiblemente
sin alterar o degradar sustancialmente la composicién basada en AH o cualquier agente activo.

Ejemplo 1
Polisacarido reticulado mediado por EDC

Los hidrogeles de polisacarido se generaron reticulando AH usando EDC y NHS (o sulfo-NHS, de forma colectiva
“NHS”).

El acoplamiento de AH mediado por carbodiimida se realiza en PBS 0,1 M a pH neutro (6,5-7,5). AH se disuelve en
tampodn (20-80 mg/mL). Después se afiaden 5-30% en moles de EDC y NHS en una porcion. Después, el polimero
se deja reticular durante 12-72 horas a 22-60°C. El gel resultante puede diluirse y después se dializa de forma
extensiva a temperatura ambiente frente a PBS para eliminar los sub-productos de N-acilurea y cualquier material de
partida no usado. Ajustar el tamafio del gel purificado se realiza después a través de una criba de acero inoxidable.

Ejemplo 2
Polisacarido-proteina reticulado mediado por EDC
Los hidrogeles de polisacarido-proteina se generaron reticulando AH y elastina usando EDC y NHS.

El acoplamiento de AH y elastina mediado por carbodiimida se realiza en PBS 0,1 M a pH neutro (6,5-7,5). Se
disuelven AH (20-80 mg/mL) y elastina soluble (2-20% en peso) en PBS. Se afiaden 5-30% en moles de EDC y NHS
en una porcion. Después, el polisacarido y la proteina se dejan reticular a temperatura ambiente durante 12-48 horas
a 22-60°C. El gel resultante se dializa después de forma extensiva a temperatura ambiente frente a PBS para
eliminar los sub-productos de N-acilurea y materiales de partida. Ajustar el tamafio del gel purificado se realiza
entonces a través de una criba de acero inoxidable.

Ejemplo 3
Reologia de AH y AH-elastina reticulados

Las caracteristicas de flujo de los hidrogeles preparados segun los Ejemplos 1 y 2 se evaluaron para valorar su
elasticidad y viscosidad.

Un analisis de barrido de deformacion proporciona informacion sobre un médulo elastico (G’) y modulo viscoso (G”)
del gel. Un valor grande de G’ comparado con G” indica un gel muy elastico. La Figura 1 representa datos de barrido
de deformacion tipicos para un hidrogel comprendido por AH y AH-elastina reticulados con EDC/NHS. El G’ para los
dos geles es 1100 Pa y 505 Pa, respectivamente donde como el de AH reticulado con BDDE es 150 Pa. EI G'/G” del
AH reticulado con EDC/NHS es 6,9 y el de AH-elastina es 3,7, respectivamente. En comparacion, el G'/G” de AH
reticulado con BDDE es aproximadamente 2,5. Tomados juntos, estos datos sugieren que los geles resultantes de
reticulado mediado por EDC/NHS tienen mayor elasticidad y dureza en comparacion con el hidrogel reticulado con
BDDE. Por consiguiente, AH y AH-proteinas reticulados con EDC/NHS tienen propiedades mejoradas adecuadas
para aumento del tejido blando, tal como, relleno dérmico.

Ejemplo 4
Degradacioén enzimatica de AH y AH-elastina reticulados

Los hidrogeles preparados segun los Ejemplos 1y 2 se sometieron a degradacién enzimatica in vitro para evaluar la
resistencia a la degradacion enzimatica.

Se entiende generalmente que la resistencia mejorada a la degradacion enzimatica correlaciona con la persistencia
in vivo mejorada. Un gel superior resiste la degradacion y por lo tanto tiene una diferencia menor de AH libre antes y
después de la degradacion enzimatica. Primero, el porcentaje de no reticulado (es decir, AH “libre”) antes y después
de la degradacion enzimatica con hialuronidasa testicular bovina (AHasa) se mide por cromatografia de exclusiéon de
tamario (SEC) en un sistema HPLC Agilent (Santa Clara, CA) equipado con detectores de barrido de luz laser multi-
angulo (MALS) y de indice refractivo. La Figura 2 representa degradacion enzimatica de AH y AH-elastina
reticulados con EDC/NHS, e hidrogel de AH reticulado con BDDE. Como se muestra en la Figura 2, el aumento en
AH soluble es 37% y 4% para el AH y AH-elastina reticulados con EDC/NHS, respectivamente. El aumento en AH
soluble para AH reticulado con BDDE es 41%. Asi, la AH-elastina resiste la degradacién enzimatica mas que el AH
reticulado con EDC/NHS, y tanto AH como AH-elastina resisten la degradacién mas que AH reticulado con BDDE.
Como resultado, AH y AH-proteinas reticulados con EDC/NHS se espera que tengan persistencia in vivo mejorada.
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Ejemplo 5
Extrusion de AH y AH-elastina reticulados

La fuerza de extrusion de hidrogeles preparados segun los Ejemplos 1y 2 se determiné para evaluar la viabilidad de
administracion de los hidrogeles a través de una aguja.

El analisis de fuerza de extrusion se realizé en un instrumento INSTRON® (Norwood, MA) usando una jeringa de 0,8
mL equipada con una aguja de calibre 30 (G). El hidrogel se extrudi6é a una velocidad constante de 50 mm/min. Se
muestra en la Figura 3 un grafico de extension de compresion representada frente a la fuerza de compresion para
AH y AH-elastina reticulados con EDC/NHS en comparacién con AH reticulado con BDDE. Este dato muestra que la
fuerza de compresion promedio maxima del AH y AH elastina reticulados con EDC/NHS son 37 N y 13 N,
respectivamente, mientras que el de AH reticulado con BDDE es 38 N. Por consiguiente, AH y AH-elastina
reticulados con EDC/NHS pueden administrarse por medio de inyeccion a través de una aguja 30 G.

Ejemplo 6
AH no reticulado total
El AH no reticulado total (es decir, AH libre) se determiné en los hidrogeles preparados segun los Ejemplos 1y 2.

El porcentaje de AH no reticulado es un importante parametro en la evaluacion de la eficiencia de reticulado relativo,
ademas de predecir la persistencia in vivo de un hidrogel. Esta bien documentado que el AH no reticulado se
degrada rapidamente in vivo; por lo tanto, los hidrogeles con un mayor porcentaje de AH no reticulado es probable
que tengan menos persistencia in vivo. El AH no reticulado total se mide diluyendo el gel 20x en PBS, y después se
deja que el gel se hinche durante 1 semana con agitacion constante. La disolucion se filtra entonces a través de un
filtro de 0,22 ym para eliminar particulas y materia en gel, y se analiza entonces por SEC-MALS para medir el
porcentaje de AH recuperado. En este ejemplo especifico, el AH y AH-elastina reticulados con EDC/NHS contienen
aproximadamente 10% y 41% de AH no reticulado total, respectivamente. Este dato indica que tanto AH como AH-
elastina reticulados con EDC/NHS se espera que tengan persistencia in vivo adecuada.
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REIVINDICACIONES

1. Un hidrogel adecuado para aumento de tejido blando, el hidrogel que comprende al menos un polimero
biocompatible reticulado que tiene restos reticulados de longitud cero;

en donde el al menos un polimero biocompatible reticulado se selecciona de acido hialurénico reticulado y una sal
de acido hialurénico reticulado.

2. Un hidrogel segun la reivindicacion 1, que comprende ademas al menos un segundo polimero biocompatible
reticulado.

3. Un hidrogel segun la reivindicacion 2, en donde el al menos un segundo polimero biocompatible reticulado es una
proteina.

4. Un hidrogel segun la reivindicacion 3, en donde la proteina es colageno.
5. Un hidrogel segun la reivindicacion 3, en donde la proteina es elastina.

6. Un método para producir un hidrogel adecuado para aumento de tejido blando, comprendiendo el método las
etapas de:

proporcionar al menos un polimero biocompatible reticulado;

disolver el al menos un polimero biocompatible reticulable en una disoluciéon tamponada que mantiene un pH de
entre 6,0 y 8,0;

afadir al menos un agente reticulado de longitud cero a la disolucion tamponada para formar una mezcla de
reaccion; y

permitir la mezcla de reaccion repose durante un tiempo apropiado para formar un hidrogel que comprende al menos
un polimero biocompatible reticulado que tiene restos reticulados de longitud cero;

en donde el al menos un polimero biocompatible reticulable se selecciona de acido hialurénico y una sal de acido
hialurénico.

7. Un método segun la reivindicacion 6, en donde la disolucion tamponada es solucién salina tamponada con fosfato
(PBS) que tiene un pH de entre 6,5y 7,5.

8. Un método segun la reivindicacién 6 o la reivindicacion 7, en donde el al menos un agente de reticulado de
longitud cero es 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC).

9. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 6-8, que comprende ademas afiadir N-hidroxisuccinimida
(NHS) a la disolucion tamponada en la etapa de adicion.

10. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 6-9, que comprende ademas a afiadir al menos un segundo
polimero biocompatible reticulable a la disolucién tamponada.

11. Un método segun la reivindicacion 10, en donde el al menos un segundo polimero biocompatible reticulable es
una proteina.

12. Un método segun la reivindicacion 11, en donde la proteina es elastina.
13. Un método segun la reivindicacion 6, que comprende las etapas de:
proporcionar una disolucion de PBS 0,1 M que tiene un pH entre 6,5y 7,5;

disolver 20 a 80 mg/mL de acido hialurénico o una sal de acido hialurénico y 2 a 20% en peso de elastina soluble en
PBS para formar una mezcla polimérica;

afadir 5 a 30% en moles de EDC y NHS a la mezcla polimérica para formar una mezcla de reaccion;
permitir que la mezcla de reaccion reaccione durante 12 a 48 horas a 22 a 60°C para formar un gel;
dializar el gel frente a PBS para formar un gel purificado;

ajustar el tamario del gel purificado para formar un hidrogel; y

afadir un agente activo al hidrogel, siendo el agente activo un inhibidor enzimatico, un agente anestésico, una
neurotoxina medicinal, un antioxidante, un agente anti-infeccioso, un agente anti-inflamatorio, un agente bloqueante
de UV, un tinte, una hormona, un inmunosupresor o una combinacién de los mismos.
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