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DESCRIPCION
Formulacion acuosa estéril inyectable a base de acido hialurénico reticulado e hidroxiapatita para uso estético
Campo de la invencion

La presente invencion tiene por objeto una formulaciéon acuosa estéril inyectable, lista para el uso, reabsorbible,
utilizada con fines estéticos en forma de gel viscoelastico cohesivo en particulas que comprende i) acido hialurénico
reticulado o una de sus sales, a una concentracion comprendida entre 1% a 4% (masa/volumen); en donde la reticu-
lacion llevada a cabo permite la obtencion de un gel a base de acido hialurénico reticulado de estructura denomina-
da cohesiva, e ii) hidroxiapatita a una concentracién comprendida entre 5% a 60% (masa/volumen), en donde dicha
hidroxiapatita esta en forma de particulas de tamafio promedio inferior o igual a 200 ym; poseyendo dicha formula-
cion acuosa estéril inyectable propiedades viscoelasticas tales que Tan & a una frecuencia de 1 Hz es inferior o igual
a 0,60.

Antecedentes de la invencion

El envejecimiento es un fendmeno natural al que se enfrenta todo el mundo. Viene acompafado inevitablemente de
una reduccion de la actividad celular del cuerpo humano. Los signos mas visibles de la edad aparecen en el rostro,
la piel se relaja y aparecen las primeras arrugas. Se han desarrollado muchas soluciones para tratar de retrasar la
aparicion de estos signos de la edad o para reparar los signos ya establecidos.

Entre estas soluciones, se puede mencionar una técnica que consiste en inyectar en o debajo de la piel sustancias
denominadas de relleno, estas sustancias pueden ser reabsorbibles o no reabsorbibles in vivo. El papel de estas
sustancias es rellenar las partes flacidas creando un volumen en o debajo de la piel, para tratar diferentes partes del
cuerpo, especialmente el rostro. Por medio de este efecto mecanico, la piel se vuelve a tensar y se alisan las arru-
gas, dando lugar a un aspecto mas joven de la zona tratada.

Entre las sustancias de relleno denominadas reabsorbibles, se puede citar el acido hialurénico (AH) reticulado (tam-
bién denominado "AH estabilizado") utilizado en dermoestética. Se inyecta en o debajo de la dermis para rellenar las
arrugas o restaurar el volumen en diferentes zonas del cuerpo durante un periodo de varios meses. Tiene la ventaja
de presentar muy pocos efectos secundarios después de la inyeccion y las complicaciones son extremadamente
raras a largo plazo. Por otro lado, en caso de una inyeccion incorrecta, el médico tiene la capacidad de corregir su
tratamiento mediante la inyeccion de una solucidon de hialuronidasas (enzimas especificas del AH) solucion que
degradara el producto a base de AH reticulado previamente inyectado. Las inyecciones de AH reticulado, debido a
su desaparicion progresiva (reabsorcion del polimero en los tejidos con el paso del tiempo), se deben repetir a inter-
valos regulares, por lo general de 6 a 12 meses, con el fin de mantener la eficacia del tratamiento. El acido hialuroni-
co no reticulado tiene un tiempo de residencia corto a nivel de la piel (semivida inferior a una semana), se degrada in
vivo por diferentes factores como la degradacion radical, enzimatica, térmica y mecanica. Es la reticulacion la que
permite aumentar significativamente su semivida, ralentizando las cinéticas de degradacién del acido hialurénico de
acuerdo con los factores descritos anteriormente, permitiendo de este modo que la eficacia del tratamiento estético
alcance hasta aproximadamente 12 meses.

Se ha llevado a cabo una investigacion cientifica intensiva a escala mundial para poner a punto tratamientos a base
de acido hialurénico que tengan un rendimiento mejorado con el paso del tiempo. El objetivo es particularmente
tener productos capaces de una degradacion mas lenta con el fin de mantener un efecto estético 6ptimo durante un
periodo lo mas largo posible, manteniendo al mismo tiempo un alto nivel de seguridad de los productos inyectados.

Otras sustancias de relleno reabsorbibles existen en el mercado de la dermoestética. Se pueden citar por ejemplo
los productos que contienen particulas de hidroxiapatita de calcio. Estas particulas estan suspendidas en una fase
acuosa que puede contener un polimero tal como carboximetil celulosa, un derivado de la celulosa. Los productos
de esta familia se inyectan en o debajo de la dermis para rellenar las arrugas o restaurar el volumen de diferentes
zonas del cuerpo, y especialmente en el rostro. Tienen un alto nivel de biocompatibilidad, lo que justifica la ausencia
de una prueba de alergia antes de la inyeccion. Para estos productos, se han descrito pocos efectos secundarios o
complicaciones y se observa una duracion de la eficacia del orden de 12 meses o mas. Desde el punto de vista de la
reabsorcion, la fase acuosa se elimina rapidamente de la zona tratada y los macrofagos degradan y metabolizan las
particulas de hidroxiapatita con el paso del tiempo.

Una estimulacion de la produccién enddgena de colageno con las particulas de hidroxiapatita también se describe
para estos productos inyectados en los tejidos de la piel.

Estos productos tienen desgraciadamente una tendencia a migrar, como se describe en diversas publicaciones cien-
tificas. Esta migracion plantea un problema debido a que induce una pérdida prematura del efecto estético (menos
biomaterial en el area corregida) y potencialmente puede inducir efectos secundarios (las particulas se pueden con-
centrar especialmente en ciertas partes mas o menos alejadas de la zona que se va a tratar (debido a las tensiones
mecanicas a las que se somete al biomaterial) e inducir localmente las denominadas zonas duras.

En este contexto, es importante poner a disposicion de los profesionales, formulaciones que posean propiedades
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mecanicas notables, adaptadas a las inyecciones con fines cosméticos y/o estéticos que tengan un aumento de la
longevidad en los tejidos, listas para el uso y que no presenten los inconvenientes descritos anteriormente.

Compendio de la invencion

La invencion se refiere a una formulacion acuosa estéril inyectable y biorreabsorbible, utilizada para fines estéticos,
en forma de gel viscoelastico cohesivo en particulas que comprende i) acido hialurénico reticulado o una de sus
sales, a una concentracion comprendida entre 1% a 4% (masa/volumen); en donde la masa molecular del acido
hialurénico, o de una de sus sales, se encuentra entre 2,5x‘|05 Day 4x10° Da, en donde la reticulacion efectuada
permite obtener un gel a base de acido hialurénico reticulado de estructura denominada cohesiva, e ii) hidroxiapatita
a una concentracion comprendida entre 5% a 60% (masa/volumen), en donde dicha hidroxiapatita estd en forma de
particulas de tamafio promedio inferior o igual a 200 um; poseyendo dicha formulacién acuosa estéril inyectable
propiedades viscoelasticas tales que Tan d a una frecuencia de 1 Hz es inferior o igual a 0,60.

De acuerdo con otro objeto, la presente invencion se refiere a un procedimiento para preparar una formulacion
acuosa estéril inyectable que comprende las etapas que consisten en: a) preparar una primera mezcla que com-
prende al menos 1% a 4% en peso de acido hialurénico reticulado o una de sus sales, mediante la formacion de
enlaces covalentes entre las cadenas de dicho biopolimero con ayuda de moléculas bifuncionales o polifuncionales,
en donde la reticulacion efectuada permite obtener un gel a base de acido hialurénico reticulado de estructura de-
nominada cohesiva, b) purificar dicha primera mezcla, c) a continuacion, afadir hidroxiapatita a una concentracion
comprendida entre 5% a 60% (masa/volumen) mediante una dispersion de manera homogénea en el gel a base de
acido hialuronico reticulado, d) poner el gel obtenido de este modo en una forma lista para el uso, e) esterilizar el
producto con calor himedo.

También de acuerdo con otro objeto, la presente invencién se refiere a un kit que se presenta preferiblemente en
forma de una jeringa que contiene la formulacion tal como se ha descrito anteriormente.

Breve descripcion de la figura

La Figura 1 representa las fotos de la comparacion de los geles B', X y de la formulacién a base de CMC y de hidro-
xiapatita, segun la prueba descrita en el Ejemplo 2.

Descripcion detallada de la invenciéon

La invencidon que se describe a continuacion tiene por objeto proporcionar una nueva formulacion acuosa estéril
inyectable biorreabsorbible, utilizada con fines cosméticos y estéticos, y que presenta propiedades especificas de
viscoelasticidad, de relleno y de rendimiento a largo plazo. Esta formulacion se caracteriza porque esta en forma de
gel viscoelastico cohesivo en particulas que comprende

i) acido hialurénico reticulado, o una de sus sales, a una concentracion comprendida entre 1% a 4% (ma-
sa/volumen); en donde la reticulacion llevada a cabo permite la obtencion de un gel a base de acido hialurénico
reticulado de estructura denominada cohesiva, e

ii) hidroxiapatita a una concentracion comprendida entre 5% a 60% (masa/volumen), en donde dicha hidro-
xiapatita esta en forma de particulas de tamafio promedio inferior o igual a 200 pym;

poseyendo dicha formulacion acuosa estéril inyectable propiedades viscoelasticas tales que Tan & a una frecuencia
de 1 Hz es inferior o igual a 0,60.

De manera totalmente sorprendente, se ha constatado que esta formulacién posee una capacidad notable para
crear volumen en los tejidos a largo plazo, esto gracias a una sinergia entre el acido hialurénico reticulado y las par-
ticulas de hidroxiapatita, de acuerdo con las condiciones de la invencion.

Desde un punto de vista mecanico, las particulas de hidroxiapatita (de comportamiento sélido: fuerte elasticidad y
viscosidad despreciable) mejoran en gran medida la elasticidad del gel y por lo tanto su capacidad para crear volu-
men mediante la induccién de una fuerza/presiéon importante sobre los tejidos para corregir la zona defectuosa que
se va a tratar.

El acido hialurénico reticulado aporta las propiedades de viscoelasticidad, es decir, de elasticidad, pero también de
viscosidad que permiten que tenga una consistencia de gel que se aproxima a la de los tejidos y, por lo tanto, contra-
rrestar la elasticidad muy alta y la falta de viscosidad proporcionada por las particulas de hidroxiapatita. Esto permite
tener un producto que se integra en los tejidos de forma mucho mas homogénea (el paciente siente menos el pro-
ducto con una palpacion), menos traumatica para los tejidos (fuerte limitacion de la inflamacion después de la inyec-
cion) y menos dolorosa en la inyeccion.

Por otra parte, el acido hialurénico reticulado, en las condiciones de la invencion, va a permitir reducir en gran medi-
da la migracion de las particulas de hidroxiapatita, particulas que son retenidas dentro del gel, debido a la fuerte
capacidad de cohesion proporcionada por el acido hialurénico reticulado de naturaleza cohesiva (acido hialurénico
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reticulado que tiene una cinética de reabsorcion baja). Esta fuerte limitacion de la migraciéon permite tener un gel con
una capacidad mejorada para dar volumen a largo plazo y reducir los efectos secundarios, tales como la aparicion
de las zonas denominadas duras, sentidas por el paciente.

El acido hialurénico es un polisacarido compuesto por la repeticion de unidades de disacarido de glucuronato y de N-
acetil glucosamina. Se distribuye ampliamente entre el tejido conectivo, epitelial y nervioso tanto en los seres huma-
nos como en los animales. Constituye uno de los principales componentes de la matriz extracelular. Contribuye de
forma significativa a la proliferacion y la migracion de las células. Se encuentra sobre todo a una concentracion im-
portante en el humor acuoso, el fluido sinovial, la piel y el corddn umbilical.

Entre las sales de acido hialurénico preferidas de acuerdo con la invencién, se pueden mencionar las sales de acido
hialurénico, con un catién, por ejemplo una sal monovalente o divalente tal como las sales de sodio, potasio, magne-
sio, calcio, manganeso. Las sales de sodio son particularmente preferidas.

De acuerdo con la invencion, el acido hialurénico o una de sus sales, esta en forma reticulada. Esta reticulacion se
consigue mediante la formacién de enlaces covalentes entre las cadenas de dicho biopolimero con ayuda de molé-
culas bifuncionales o polifuncionales, en donde la reticulacién llevada a cabo permite obtener un gel a base de acido
hialurénico reticulado de estructura denominada cohesiva, también conocida como monofasico.

La naturaleza cohesiva del gel a base de acido hialurénico reticulado es una especificidad mayor y necesaria de la
invencion. El gel no se debe desintegrar rapidamente cuando se introduce en agua, como lo hace un gel de natura-
leza no cohesiva, también denominado gel bifasico (tipo de gel a base de acido hialurénico reticulado que no es
capaz de mantener las particulas de hidroxiapatita y por ello de evitar la migracion). El ejemplo 2 pone de relieve
esta diferencia entre un gel cohesivo y un gel no cohesivo.

La presente invencion comprende en general una concentracion de acido hialurénico reticulado, o una de sus sales,
comprendida entre 1% a 4% (masa/volumen), preferiblemente entre 1% y 3% (masa/volumen). De acuerdo con una
variante particularmente preferida, la concentracion de acido hialurénico reticulado, o una de sus sales, esta com-
prendida entre 1,5% a 2,5% (masa/volumen). Alternativamente, la concentracion de acido hialurénico reticulado, o
una de sus sales, puede estar comprendida entre 1,5% a 3% (masa/volumen) o 1% a 2,5% (masa/volumen).

Ventajosamente, la formulacion acuosa de acuerdo con la invencién comprende aC|do hlaluronlco 0 una de sus sa-
les, en donde la masa molecular esta comprendida preferiblemente entre 2, 5x10° Da y 4x10 Da. De acuerdo con
una variante particularmente preferida, esta masa molecular esta comprendlda entre 1x10° Da y 3x10° Da. Alternati-
vamente, la masa molecular estd comprendida entre 1x10° Da'y 2,5x10° 0 2,5x10° Da y 3x10° Da.

La hidroxiapatita es una especie mineral de la familia de los fosfatos de férmula Ca5(PO4)3(OH), generalmente
escrita Ca10(PO4)6(OH)2 para poner de relieve el hecho de que la malla de la estructura cristalina comprende 2
moléculas. La hidroxiapatita forma parte de la familia cristalografica de las apatitas, compuestos isomorfos que po-
seen la misma estructura hexagonal. Este compuesto se ha utilizado como biomaterial durante muchos afios en
diversas especialidades médicas.

La presente invencion comprende en general una concentracion de particulas de hidroxiapatita comprendida entre 5
a 60% (masalvolumen), preferiblemente entre 10 a 50% (masal/volumen), preferiblemente entre 20 a 40% (ma-
sal/volumen) y el tamafio promedio de las particulas de hidroxiapatita es inferior o igual a 200 ym, preferiblemente
inferior a 50 um, preferiblemente superior a 10 pm.

Se ha observado que las propiedades de viscosidad y elasticidad de la formulaciéon de acuerdo con la invencién son
6ptimas cuando el parametro Tan delta o Tan &, correspondiente a la relacién [mddulo viscoso G"/médulo elastico
G'l a una frecuencia de 1 Hz, es inferior o igual a 0,60, preferiblemente inferior o igual a 0,58. De hecho, se ha mos-
trado que el caracter elastico de la formulacién de acuerdo con la invencién, con respecto a su viscosidad, debe ser
suficientemente importante para poder evitar la sedimentacién de las particulas hidroxiapatita. Por lo tanto, se ha
observado que por encima de 0,60, las particulas de hidroxiapatita tienen tendencia a sedimentarse con el curso del
tiempo. Esta sedimentacion implica la obtencién de una formulacién a base de particulas de hidroxiapatita no homo-
génea, lo que no es satisfactorio por una parte para el acto de inyeccion de la formulacion a través de la aguja (obs-
truccion de la aguja) y por otra parte para la seguridad y el rendimiento de la formulacion a nivel de la zona de inyec-
cion (por ejemplo, creacion de las zonas denominadas duras en los tejidos de la piel).

En general, la medicion de la elasticidad (G') y la relacién entre la viscosidad y la elasticidad (Tan delta = G"/G") se
lleva a cabo mediante la realizacidon de un barrido a una frecuencia de 0,01 a 100 Hz con ayuda de un reémetro con
una geometria plana de 40 mm, una separacion de 1000 micrometros y una temperatura de analisis de 25°C.

Como se muestra en el ejemplo 2, la capacidad de cohesion de la formulacion de acuerdo con la invencién es un
elemento importante, pero también es necesario que el caracter viscoelastico de este sea apropiado con el fin de:

— evitar la sedimentacion con el curso del tiempo de las particulas de hidroxiapatita dentro de su envase, y

— evitar tener un producto que se va a separar en dos fases (particulas de hidroxiapatita y gel de acido hialu-
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rénico reticulado) durante la inyeccion y/o a nivel de la zona de inyeccion, creando de este modo heteroge-
neidades a nivel de la zona tratada.

La invencién también tiene como objetivo proporcionar una mayor duracién con el curso del tiempo en comparacion
con las formulaciones de la técnica anterior. Esta mejora de la duracion del efecto estético se consigue gracias a la
capacidad del acido hialurénico reticulado para mantener a largo plazo las particulas de hidroxiapatita en la zona de
la inyeccion, y de las particulas de hidroxiapatita para conferir propiedades mecanicas/reolégicas notables a largo
plazo. Por lo tanto, la necesidad de renovar las inyecciones con la formulacion de acuerdo con la invencién sera
menos frecuente, siendo la ganancia en duracion clinica probablemente de varios meses.

También es importante precisar que la presencia de las particulas de hidroxiapatita, radiopacas, brinda un beneficio
al gel ya que el médico lo puede localizar facilmente a través de una radiografia durante y/o después de la inyeccion.

Por otro lado, la capacidad de las particulas de hidroxiapatita para estimular la produccién endégena de colageno es
un elemento importante de la invencion. La reabsorcion lenta del producto en los tejidos estara acompafiada por una
produccion de colageno (creacion de volumen y de elasticidad), que permitira participar en el rendimiento del trata-
miento a largo plazo.

La posibilidad que se ofrece al profesional de inyectar una solucién de hialuronidasas para efectuar correcciones de
su inyeccion y degradar el acido hialurénico reticulado que compone el producto, confiere también una ventaja a la
invencion. Esta inyeccion, sin embargo, no permite acelerar la reabsorcion de las particulas de hidroxiapatita: por lo
tanto, no hay una degradacion completa del producto dentro de los tejidos.

La presente invencion, por lo tanto, consiste en una formulacion tal como se ha descrito anteriormente, que se utiliza
para el relleno y/o la restauraciéon de volumenes y/o la sustitucion de tejidos bioldgicos, en particular i) la restaura-
cion de los volumenes del rostro (mejillas, mentén, pémulos, sienes,...), ii) la restauracion de los volumenes del
cuerpo (nalgas, senos, manos...), iii) la restauracién de los volimenes del rostro en pacientes con VIH que padecen
lipodistrofia facial.

La formulacion de acuerdo con la invencion se utiliza generalmente tal como se presenta, pero no se excluye que se
le afiada al menos otro aditivo (ademas de los mencionados anteriormente) y/o al menos un principio activo.

De forma ventajosa, la formulacion de acuerdo con la invencion es una "formulacion lista para usar", ya que el profe-
sional no tiene que mezclar él mismo el acido hialurénico reticulado y una solucion de hidroxiapatita, justo antes su
inyeccion.

Por lo tanto, la formulacion puede comprender ademas uno o varios materiales ceramicos. Estos materiales se se-
leccionan generalmente entre el grupo que comprende fosfato tricalcico, carbonato de calcio y sulfato de calcio, o
una combinacion de varios de sus materiales ceramicos.

La formulacién de acuerdo con la invencién también puede comprender ademas uno o varios anestésicos, seleccio-
nados a partir del grupo que comprende lidocaina sola o en combinacién con adrenalina, procaina, etidocaina sola o
en combinaciéon con adrenalina, articaina sola o en combinacién con adrenalina, mepivacaina, pramocaina, quiniso-
caina, o una o varias sales de estos anestésicos. De acuerdo con una variante particularmente preferida, el anesté-
sico seleccionado es clorhidrato de lidocaina. La presencia de un anestésico en la formulacion de acuerdo con la
invencion presenta un gran interés para mejorar el bienestar del paciente durante y después de la inyeccion.

De acuerdo con otro modo particular de la invencion, la formulacién de acuerdo con la invenciéon puede comprender
también, ademas, uno o varios antioxidantes como los antioxidantes de la familia de los polioles. El antioxidante se
podra seleccionar entre el grupo de los polioles que comprenden sorbitol, glicerol, manitol o propilenglicol.

De acuerdo con otro objeto, la presente invencion se refiere a un procedimiento de preparacion de una formulacion
acuosa estéril inyectable que comprende las etapas que consisten en: a) preparar una primera mezcla que com-
prende al menos 1% a 4% en peso de acido hialurénico reticulado o una de sus sales, mediante la formacion de
enlaces covalentes entre las cadenas de dicho biopolimero con ayuda de moléculas bifuncionales o polifuncionales,
en donde la reticulacion llevada a cabo permite obtener un gel a base de acido hialurénico reticulado de estructura
denominada cohesiva, b) purificar dicha primera mezcla, c) a continuacion, afiadir hidroxiapatita a una concentracion
comprendida entre 5% a 60% (masa/volumen) mediante la dispersién de manera homogénea en el gel a base de
acido hialuronico reticulado, d) adecuar el gel obtenido de este modo a una forma lista para usar, €) esterilizar el
producto con calor himedo.

La esterilizacion de la formulacion de acuerdo con la etapa e) se lleva a cabo con calor himedo. El experto en la
técnica sabra seleccionar un ciclo de esterilizacion con calor (temperatura y duracion del ciclo de esterilizacion) ade-
cuado para la esterilizacion de su producto. Por ejemplo, se pueden utilizar los siguientes ciclos de esterilizacion con
calor huimedo: 131°C, 1 min/ 130°C, 3 min/ 125°C, 7 min / 121°C, 20 min.

De acuerdo con otro objeto, la presente invencion se refiere a un kit, que se presenta preferiblemente en forma de
una jeringa que contiene la formulacion tal como se ha descrito anteriormente.
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La presente invencion también se refiere igualmente a un kit en forma de un envase diferente de una jeringa, tal
como una ampolla o un frasco que contiene la formulacion tal como se ha descrito anteriormente.

El inventor ha mostrado en los siguientes ejemplos que la formulacion de acuerdo con la invencién a base de AH
reticulado debe poseer propiedades especificas, en particular, capacidad de cohesion. Si este no es el caso (véanse
los ejemplos con el AH no reticulado o con un AH reticulado que no tiene la estructura reivindicada), las particulas de
hidroxiapatita no se mantienen correctamente dentro de la matriz y por lo tanto pueden difundir de forma relativa-
mente facil fuera del gel, lo que implica una pérdida de volumen en la zona tratada (es decir, una pérdida de eficacia)
y posibles complicaciones debido a que esta migracion causa problemas de seguridad.

La invencion se ilustra ahora de una manera no limitativa, con los siguientes ejemplos 1 a 4:

EJEMPLOS

Ejemplo 1

Preparacién de un gel a base de acido hialurénico reticulado de estructura denominada cohesiva

Etapa 1: 3,5 g de hialuronato sédico de peso molecular 2,6 MDa se afiadieron a hidréxido de sodio al 1% (30,5 g).
La mezcla se homogeneiza durante 1 h 30 minutos. Se afiaden 420 mg de éter butanodiol-diglicidilico (BDDE) a la
mezcla que se homogeneiza, se cierra y después se coloca en un bafio de agua a 50°C durante 2 h. Después, la
mezcla se neutraliza mediante la adicion de 7,5 g de HCI 1 N.

El gel se purifica mediante didlisis durante 24 horas con una solucion fisiolégica isosmolar y que posee un pH neutro
(celulosa regenerada, limite de separacion: masa molecular = 60 kDa) con el fin de obtener una concentracion de
acido hialuronico de 25 mg/ml (2,5%). A continuacion se homogeneiza en un mezclador convencional de paletas
durante 1 h 30 minutos (= gel A1/ 124 g).

El gel se puede desgasificar finalmente, se coloca en jeringas de vidrio de 2 ml y se esteriliza en un autoclave de
vapor a 130°C durante 3 minutos (= gel A/ gel viscoelastico de estructura denominada cohesiva o monofasica).

Etapa 2: preparacion del gel de acuerdo con la invencion. En 100 g de gel A1 se afiaden 42,9 g de hidroxiapatita
fosfocalcica Ca10(PO4)6(OH)2, cuyas particulas tienen una granulometria promedio comprendida entre 30 y 50
micrémetros y luego se homogeneiza el gel en un mezclador convencional de paletas durante 1 h 30 minutos (= gel
B1/142,9 g).

El gel se puede desgasificar finalmente, se coloca en jeringas de vidrio de 2 ml y se esteriliza en un autoclave de
vapor a 130°C durante 3 minutos (= gel B).

El gel es viscoelastico cohesivo en particulas. De hecho, este se presenta en forma de un gel viscoelastico (tiene
propiedades de elasticidad G' y de viscosidad G" / véase mas abajo), y posee una gran capacidad de cohesion
(véase el Ejemplo 2) y contiene particulas de hidroxiapatita. La concentracion de acido hialurénico del gel es de 17,5
mg/ml (1,75%) (prueba con carbazol, método de la Farmacopea Europea). Por otro lado, el pH (7,15) y la osmolari-
dad (315 mOsm/kg) del gel son fisiolégicos.

El gel es facilmente inyectable a través de una aguja: se requiere una fuerza de 26,3 N para empujar el gel a través
de una aguja de 21G 1 1/2, considerando una velocidad de empuje de 12,5 mm/minuto.

Los geles A y B se caracterizan desde el punto de vista mecanico/reoldgico: el reémetro utilizado para llevar a cabo
esas caracterizaciones es un AR2000 (TA Instruments) con una geometria plana de 40 mm, una separacion de 1000
micrémetros y una temperatura analisis de 25°C.

Una medida de la elasticidad (G') y de la relacion entre la viscosidad y la elasticidad (Tan delta = G"/G') se lleva a
cabo mediante la realizaciéon de un barrido a una frecuencia de 0,01 a 100 Hz. Una comparacién de los parametros
se realiza a 1 Hz.

Gel G' (1 Hz) en Pa Tan delta (1 Hz)

A 184 0,25
B 381 0,29

Se constata que el producto B posee una elasticidad significativamente mayor que el producto A. La Tan delta de los
2 productos Ay B, por su parte, es relativamente cercana: el gel B conserva un caracter viscoso importante, a pesar
de la presencia de particulas de hidroxiapatita (que tienen una gran elasticidad y una viscosidad despreciable). Esta
mayor elasticidad, en combinacion con la fuerte capacidad de cohesién del producto de acuerdo con la invencion,
proporciona al producto una capacidad mejorada para crear volumen en los tejidos.
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Una medicion de la fuerza normal inducida por el gel que se va a someter a ensayo se lleva a cabo mediante una
compresion de la muestra entre el plano de Peltier y la geometria para un espacio de 1500 micrometros y una canti-
dad de gel de 1,4 g.

Gel Fuerza normal (N)
A 0,86
B 1,47

Se constata que el producto B posee una elasticidad y una fuerza normal inducida significativamente mayor que el
producto A.

Esta mayor elasticidad, en combinacién con la gran capacidad de cohesion del gel de acuerdo con la invencion,
proporciona una mejor capacidad del producto para crear volumen en los tejidos.

Ejemplo 2

Importancia de la estructura denominada cohesiva del gel a base de AH reticulado - Comparativo

El gel A1 (de estructura denominada cohesiva o monofasica) descrito en el ejemplo 1, se dializa frente a una solu-
cion fisiolégica isosmolar y que posee un pH neutro (celulosa regenerada, limite de separacion: masa molecular = 60
kDa) con el fin de obtener una concentracion de acido hialurénico de 20 mg/ml (2%).

A continuacion se afade hidroxiapatita de calcio en el gel con el fin de obtener una concentracion de 200 mg/ml
(20%) y después se realiza una mezcla con espatula (2 minutos para 5 g de gel).

El gel asi obtenido se esteriliza a continuacion en un autoclave a 121°C durante 20 minutos (= gel B' de acuerdo con
la invencion).

El gel comercial Restylane® Perlane® (lote 11363-1) a base de &cido hialurénico reticulado de estructura denominada
no cohesiva o bifasica, cuya concentracion de acido hialurénico es de 20 mg/ml (2%) se dopa con 200 mg/ml (20%)
de hidroxiapatita de calcio mediante mezclado con una espatula (2 minutos para 5 g de gel).

El gel asi obtenido se esteriliza a continuacién en un autoclave a 121°C durante 20 minutos (= gel X).
El gel A1y el gel Restylane® Perlane® se comparan de acuerdo con el siguiente ensayo:

En frascos de plastico de 30 ml que contienen 5 ml de agua purificada, se introduce 1 ml de gel A1 en el frasco
1y 1 mlde gel Restylane Perlane® en el frasco 2. Después de cerrar los frascos, se mezclan manualmente los
2 frascos durante 5 segundos.

Después de 10 segundos, se observa que el gel Restylane Perlane® se ha dlsgregado/dlspersado col é)letamente
en forma de una multitud de particulas en la solucién acuosa. Por lo tanto, el gel Restylane Perlane™ tiene una
estructura denominada no cohesiva o bifasica (el gel se dispersa rapidamente en la solucién acuosa).

El gel A1, todavia esta en forma de una "bola de gel" en la solucidn acuosa. Por lo tanto, tiene una estructura deno-
minada cohesiva o monofasica (el gel no se dlspersa rapidamente en la solucién acuosa, tiene una alta capacidad
de cohesion, a diferencia del gel Restylane Perlane® ).

El gel B' de acuerdo con la invencién y el gel X se comparan mediante el ensayo siguiente (véase la figura 1): en
frascos de plastico de 30 ml que contienen 5 ml de agua purificada, se introduce 1 ml de gel B' en el frasco 1y 1 ml
de gel X en el frasco 2. Después de cerrar los frascos, se mezclan manualmente los dos frascos durante 5 segun-
dos. Después de 10 segundos, se observa que el gel X se ha disgregado/dispersado completamente en forma de
una multitud de particulas en la solucién acuosa. El gel X tiene una estructura viscoelastica no cohesiva en particu-
las. No se corresponde con las caracteristicas del gel de acuerdo con la invencion. En la practica médica para uso
en estética, este se difundira/migrara a nivel de la zona de inyeccion.

El gel B', por su parte, esta todavia en forma de una 'bola de gel' en la solucién acuosa. Por lo tanto, posee o bien
una estructura cohesiva en particulas que permitira, en el contexto de la practica médica, un uso en estética, que no
se difunda/migre a nivel de la zona de inyeccién y de este modo evitar las complicaciones ligadas a la migracion de
particulas de hidroxiapatita en los tejidos, pero también que tenga un mejor rendimiento a largo plazo del producto,
porque el gel inyectado va a poder ser capaz de mantener su capacidad para crear volumen en los tejidos durante
un largo periodo de tiempo, debido a la ausencia de migracion del biomaterial de la zona tratada.

Ejemplo 3

Importancia de la viscoelasticidad del gel de acuerdo con la invencién - Comparativo
7
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C es un gel preparado segun el mismo protocolo (etapas 1y 2) que el descrito en el ejemplo 1 mediante la introduc-
cion de 200 mg de BDDE en lugar de 420 mg.

D es un gel preparado segun el mismo protocolo (etapas 1y 2) que el descrito en el ejemplo 1 mediante la introduc-
cion de 290 mg de BDDE en lugar de 420 mg.

El gel C se caracteriza desde un punto de vista mecanico/reoldgico.

El redmetro utilizado para realizar las caracterizaciones reoldgicas es un AR2000 (TA Instruments) con una geome-
tria plana de 40 mm, una separacion de 1000 micrémetros y una temperatura de analisis de 25°C.

Una medida de la relacion entre la viscosidad y la elasticidad (Tan delta = G"/G") se lleva a cabo mediante la realiza-
cién de un barrido a una frecuencia de 0,01 a 100 Hz.

Una comparacion de los parametros se lleva a cabo a 1 Hz.

Gel Tan delta = G"/G' (1 Hz)
A 0,84
B 0,58

Se constata que las particulas de hidroxiapatita tienden a sedimentarse con el paso del tiempo (fendmeno bien ob-
servado mediante el paso de una muestra por la centrifuga) en el gel C, lo que no se observa en el gel D.

Esta sedimentacion implica la obtencion de productos a base de particulas de hidroxiapatita no homogénea, lo que
no es satisfactorio para el acto de inyectar el gel a través de la aguja (obstruccion de la aguja), pero también para la
seguridad y el rendimiento del producto a nivel de la zona de inyeccion (riesgos importantes de complicaciones tales
como la creacion de las zonas denominadas duras en los tejidos de la piel).

Como se muestra en el ejemplo 2, la capacidad de cohesion del gel de acuerdo con la invencion es importante, pero
también es necesario que el caracter viscoelastico del mismo sea apropiado con el fin de:

— evitar la sedimentacion en el curso del tiempo de particulas de hidroxiapatita en el seno de su envase

— evitar tener un producto que se va a separar en 2 fases (particulas de hidroxiapatita y gel de acido hialuré-
nico reticulado) durante la inyeccién y/o a nivel de la zona de inyeccion, creando de este modo heteroge-
neidades a nivel de la zona tratada.

El caracter elastico del gel (con respecto a su viscosidad) debe ser suficientemente importante para poder evitar la
sedimentacion de las particulas.

Ejemplo 4
Comparacién de un gel de acuerdo con la invenciéon con las soluciones de la técnica anterior
a) Formulacién a base de AH no reticulado e hidroxiapatita

Como se ha descrito en las publicaciones, in vivo, el acido hialurénico no reticulado tiene una semivida inferior a una
semana.

Por lo tanto, una solucién de AH no reticulado con hidroxiapatita no es interesante debido a que el acido hialurénico
no reticulado sera reabsorbido muy rapidamente y no permitira evitar la migracion de las particulas de hidroxiapatita
a largo plazo.

b) Formulacién acuosa de hidroxiapatita

Se prepardé una solucion acuosa de hidroxiapatita (S1) (30% de hidroxiapatita fosfocalcica que tiene una granulome-
tria comprendida entre 30 y 50 micrometros en una solucion fisioldgica isosmolar y que tiene un pH neutro).

En un frasco de plastico de 30 ml que contiene 5 ml de agua purificada, se introduce 1 ml de la solucién S1. Se ob-
serva una dispersion inmediata de las particulas de hidroxiapatita en el frasco.

A diferencia de la formulacién de acuerdo con la invencion, la solucién S1 no es capaz de mantener las particulas de
hidroxiapatita a nivel de la zona de inyeccion a largo plazo.

c) Formulacion a base de CMC e hidroxiapatita (véase la Figura 1).

Una formulacion acuosa de carboximetilcelulosa (CMC) e hidroxiapatita (S3) se prepara (30% de hidroxiapatita fos-
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focalcica que tiene una granulometria entre 30 y 50 micrometros, y 2% de CMC a 250 000 Da en solucion fisioldgica
isosmolar y que tiene un pH neutro).

En un frasco de plastico de 30 ml que contiene 5 ml de agua purificada, se introduce 1 ml de la solucién S3. Des-
pués de cerrar el frasco, este se mezcla manualmente durante 5 segundos.

Después de 10 segundos, se observa que la formulacion S3 se ha disgregado/dispersado completamente en forma
de una multitud de particulas en la solucién acuosa.

A diferencia de la formulacion de acuerdo con la invencion, la soluciéon S3 no es capaz de mantener las particulas de
hidroxiapatita a nivel de la zona de inyeccion a largo plazo.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 668 689 T3

REIVINDICACIONES

1. Formulacién acuosa estéril inyectable utilizada para fines estéticos, en forma de gel viscoelastico cohesivo en
particulas que comprende

i) acido hialurénico reticulado o una de sus sales, a una concentracion comprendida entre 1% a 4% (ma-
sa/volumen); en donde la reticulacion llevada a cabo permite la obtencion de un gel a base de acido hialurénico
reticulado de estructura denominada cohesiva, e

ii) hidroxiapatita a una concentracion comprendida entre 5% a 60% (masa/volumen), en donde dicha hidro-
xiapatita esta en forma de particulas de tamafio promedio inferior o igual a 200 pym;

poseyendo dicha formulacion acuosa estéril inyectable propiedades viscoelasticas tales que Tan & a una frecuencia
de 1 Hz es inferior o igual a 0,60.

2. La formulacidon acuosa estéril inyectable segun la reivindicacion 1, caracterizada porque la masa molecular del
acido hialurénico o de una de sus sales, esta comprendida entre 2,5x105 Day 4x10° Da.

3. La formulacion acuosa estéril inyectable segun las reivindicaciones 1 o 2, caracterizada porque la formulacién se
ha esterilizado con calor humedo.

4. La formulacion acuosa estéril inyectable seguin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizada
porque la concentracion de acido hialurénico reticulado, o de una de sus sales, estd comprendida entre 1% a 3%
(masa/volumen), preferiblemente entre 1,5% a 2,5% (masa/volumen).

5. La formulacion acuosa estéril inyectable segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizada
porque la concentracion de hidroxiapatita estda comprendida entre 10 a 50% (masa/volumen), preferiblemente entre
20% a 40% (masa/volumen).

6. La formulacién acuosa estéril inyectable segin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizada
porque el tamafio promedio de las particulas de hidroxiapatita es inferior o igual a 50 ym y superior o igual a 10 pm.

7. La formulacion acuosa estéril inyectable segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizada
porque la formulacion comprende ademas uno o varios materiales ceramicos.

8. La formulacion acuosa estéril inyectable segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizada
porque la formulaciéon comprende ademas uno o varios anestésicos, preferiblemente seleccionados a partir del gru-
po que comprende lidocaina sola o en combinacién con adrenalina, procaina, etidocaina sola o en combinacién con
adrenalina, articaina sola o en combinacién con adrenalina, mepivacaina, pramocaina, quinisocaina, o una o varias
de las sales de estos anestésicos.

9. La formulacién acuosa estéril inyectable segun la reivindicacion 8, caracterizada porque el anestésico es clorhi-
drato de lidocaina.

10. La formulacion acuosa estéril inyectable segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracteriza-
da porque la formulacion comprende ademas uno o varios antioxidantes.

11. La formulacién acuosa estéril inyectable segun la reivindicacion 10, caracterizada porque uno o varios antioxi-
dantes se seleccionan entre la familia de los polioles y preferiblemente se seleccionan entre el grupo que comprende
sorbitol, glicerol, manitol o propilenglicol.

12. La formulacién acuosa estéril inyectable segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, utilizada para
el relleno y/o la restauracion de volimenes y/o la sustitucion de tejidos bioldgicos.

13. Kit que contiene la formulacion acuosa estéril inyectable, segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.
14. Kit segun la reivindicacion 13, que se presenta en forma de jeringa, ampolla o frasco.

15. Procedimiento para la preparacion de una formulacion acuosa estéril inyectable que comprende las etapas que
consisten en: a) preparar una primera mezcla que comprende al menos 1% a 4% en peso de acido hialurénico reti-
culado o una de sus sales, mediante la formacién de enlaces covalentes entre las cadenas de dicho biopolimero con
ayuda de moléculas bifuncionales o polifuncionales, en donde la reticulacion efectuada permite obtener un gel a
base de acido hialurénico reticulado de estructura denominada cohesiva, b) purificar dicha primera mezcla, c) a
continuacion, afiadir hidroxiapatita a una concentracion comprendida entre 5% a 60% (masa/volumen) en la disper-
sion de manera homogénea en el gel a base de acido hialurénico reticulado, d) adecuar el gel obtenido de este mo-
do en una forma lista para el uso, e) esterilizar el producto con calor huimedo, en donde dicha formulacién acuosa
estéril inyectable posee propiedades viscoelasticas tales que Tan & a una frecuencia de 1 Hz es inferior o igual a
0,60.
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Fig. 1
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