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DESCRIPCION
Geles de acido hialurdnico reticulados por trimetafosfato de sodio
Antecedentes

La presente invencion se refiere de manera general a un método para preparar composiciones inyectables para su
uso estético, y mas especificamente se refiere a un método para preparar composiciones de producto de relleno
dérmico a base de acido hialurénico reticulado tal como se expone en las reivindicaciones.

El envejecimiento de la piel es un fenébmeno progresivo, se produce a lo largo del tiempo y puede verse afectado por
factores de estilo de vida, tales como consumo de alcohol, consumo de tabaco y exposicion al sol. El envejecimiento
de la piel facial puede caracterizarse por atrofia, laxitud y engorde. La atrofia corresponde a una reduccioén masiva
del grosor del tejido cutaneo. La laxitud de los tejidos subcutaneos puede llevar a un exceso de piel y ptosis y puede
llevar a la aparicion de pémulos y parpados caidos. El engorde se refiere a un aumento del peso en exceso por
hinchazoén de la parte inferior de la cara y el cuello. Estos cambios normalmente se asocian con sequedad, pérdida
de elasticidad y textura rugosa.

El hialuronano, también conocido como acido hialurénico (HA) se distribuye ampliamente por todo el cuerpo humano
en tejidos conjuntivos y epiteliales y es abundante en las diferentes capas de la piel, donde tiene multiples funciones
tales como, por ejemplo, garantizar buena hidratacién, asistir en la organizacion de la matriz extracelular, actuar
como material de producto de relleno, y participar en mecanismos de reparacion de tejidos. Sin embargo, con la
edad, disminuye la cantidad de HA, colageno, elastina, y otros polimeros matriciales presentes en la piel. Por
ejemplo, la exposiciéon repetida a la luz ultravioleta, por ejemplo, del sol, provoca que las células dérmicas
disminuyan su producciéon de HA asi como que aumenten la velocidad de su degradacion. Esta pérdida de HA
puede dar como resultado diversos estados de la piel tales como, por ejemplo, imperfecciones, defectos,
enfermedades y/o trastornos, y similares. Por ejemplo, hay una fuerte correlacion entre el contenido de agua en la
piel y los niveles de HA en el tejido dérmico. A medida que la piel envejece, la cantidad y calidad de HA en la piel se
reduce. Estos cambios llevan al secado y arrugamiento de la piel.

Los productos de relleno dérmico son utiles en el tratamiento de estados de los tejidos blandos y en otras terapias
cutaneas debido a que los productos de relleno pueden reemplazar polimeros matriciales endégenos perdidos, o
realzar/facilitar la funcion de los polimeros matriciales existentes, con el fin de tratar estos estados cutaneos. En el
pasado, tales composiciones se han usado en aplicaciones cosméticas para rellanas arrugas, lineas, surcos,
cicatrices, y para realzar tejido dérmico, tal como, por ejemplo, rellenar labios finos, o rellenar ojos hundidos o
poémulos poco marcados. Un polimero matricial comun usado en composiciones de producto de relleno dérmico es
HA. Debido a que el HA es natural para el cuerpo humano, es un tratamiento generalmente bien tolerado y de riesgo
bastante bajo para una amplia variedad de estados cutaneos. Desafortunadamente, algunas composiciones de HA
son menos estables frente a la esterilizacion, tal como esterilizacién por calor, de lo que puede ser deseable.

Los productos de relleno dérmico a base de HA actuales estan reticulados con poliepoxidos, tales como diglicidiléter
de 1,4-butanodiol o polivinilsulfonas, tales como divinilsulfona o incluso formaldehido. EI documento WO
2014/013286 A1 describe un producto de relleno dérmico que comprende un HA reticulado y piruvato. Dulong et al.
(Carbohydrate Polymers 57, paginas 1-6) describen microparticulas de hidrogel a base de HA preparadas por
reticulaciéon con trimetafosfato de trisodio. El documento WO 2014/181147 A1 describe productos de relleno dérmico
a base de HA preparados por reticulacion con trimetafosfato de trisodio.

La presente invencion proporciona un método para preparar nuevas composiciones inyectables que comprenden
acido hialuroénico reticulado con trimetafosfato de (tri)sodio. Estas composiciones son hidrogeles monofasicos y
cohesivos que pueden tratarse en autoclave sin pérdida de sus propiedades mecanicas.

Sumario

La presente invencién proporciona un método para preparar composiciones, por ejemplo, hidrogeles, utiles como
productos de relleno dérmico inyectables, que comprenden de manera general acido hialurénico reticulado con
trimetafosfato de (tri)sodio (TMP) tal como se define en las reivindicaciones.

Las composiciones son adecuadas para su uso como producto de relleno dérmico inyectable. Ademas, las
composiciones son estables frente a la esterilizacion por calor, por ejemplo, esterilizacion en autoclave, y son
monofasicas y cohesivas, presentan una consistencia suave y libre de particulas, y se comportan como una sola
porcién cuando se inyectan.

La invencion se refiere a un método de preparacion de una composicion monofasica y cohesiva util como producto
de relleno dérmico inyectable, comprendiendo el método las etapas de reticular un acido hialurénico con TMP.

Descripcion detallada
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Segun la invencion, un reticulante, tal como trimetafosfato de (tri)sodio (TMP), se afiade a un acido hialurénico no
reticulado para formar una composicion a base de acido hialurénico reticulado util como producto de relleno dérmico,
por ejemplo, para rellenar arrugas, dar volumen a la cara, etc.

Los productos de relleno dérmico existentes son eficaces para reducir la aparicion de arrugas en piel, incluyendo
lineas finas, por ejemplo, cerca de los ojos, y surcos profundos, por ejemplo, los surcos nasogenianos. Los
productos de relleno pueden ser eficaces para la correccion de los surcos nasogenianos, lineas de marioneta,
surcos lagrimales, y lineas de cefio fruncido del entrecejo, reduccion de la apariciéon de sombra malar, ademas de
realce de labios y aumento de pémulos. Otros usos clinicos pueden incluir correccion de las mejillas flacidas y
deformidades nasales. En general, la mayoria de pacientes pueden esperar 6 meses de correccion, un afo de
correccion, hasta 2 afios de correccion, o mas. Los productos de relleno pueden inyectarse usando una aguja con
punta afilada o roma que tiene un calibre de entre 25-27, o tan fino como 30 o 32.

El acido hialurénico es un glicosaminoglicano no sulfatado que intensifica la retencion de agua y resiste tensiones
hidrostaticas. Es no inmunogénico y puede modificarse quimicamente de numerosas maneras. El acido hialurénico
puede ser anionico a intervalos de pH de alrededor o por encima del pKa de sus grupos acido carboxilico. A menos
que se indique claramente de otro modo, la referencia a acido hialurénico, hialuronano, o HA en el presente
documento puede incluir su forma totalmente protonada, o no iénica tal como se representa a continuacion, asi
como cualquier forma anionica y sales de acido hialurénico, tales como sales de sodio, sales de potasio, sales de
litio, sales de magnesio, sales de calcio, etc.

El HA puede comprender una mezcla de HA de alto peso molecular, HA de bajo peso molecular y/o HA de peso
molecular medio, en el que el HA de alto peso molecular tiene una viscosidad intrinseca mayor de 2,2 /g,
correspondiente a un peso molecular mayor de aproximadamente 2 000 000 Da y en el que el HA de bajo peso
molecular tiene una viscosidad intrinseca menor de 1,4 I/g, correspondiente a un peso molecular de menos de
aproximadamente 1 000 000 Da, y el HA de peso molecular medio tiene una viscosidad intrinseca de entre 1,4 l/g y
2,2 1/g, correspondiente a un peso molecular de entre 1 000.000 Da y 2 000 000 Da. A menos que se indique de otro
modo, el peso molecular se refiere al peso molecular promedio en peso (Mw).

El peso molecular promedio en peso puede determinarse usando la medicion de viscosidad intrinseca y luego la
conversion al peso molecular usando la ecuacion de Mark-Houvink n = 9,78 x 10 x Mw®® o usando directamente
cromatografia de exclusion molecular frente a HA de peso molecular promedio en peso conocido (Mw).

El HA usado para la reticulacion en las composiciones puede comprender al menos el 80 % de HA de alto peso
molecular, por ejemplo, aproximadamente el 90 % de HA de alto peso molecular, por ejemplo, incluso el 100 % de
HA de alto peso molecular (todos los porcentajes son porcentajes del peso de HA total usado para reticulacion).

También puede incluirse opcionalmente una fraccion de HA no reticulado en las composiciones, por ejemplo, para
actuar como lubricante y facilitar la inyeccion en la piel. Una composicion de este tipo puede comprender una
fraccion de HA no reticulado en la que el HA no reticulado afiadido esta presente a una concentracion de entre 0,1y
3 mg/g. Preferiblemente, el HA no reticulado puede estar presente a una concentracion de entre 0,2 y 1,5 mg/g.

En otras realizaciones, en los geles no esta presente HA no reticulado, o al menos no se afiade HA no reticulado a
los geles para actuar como lubricante.

Se contemplan otros polisacaridos alternativos a, o ademas de, acido hialurénico y se considera que estan dentro
del alcance de la invencion. Por ejemplo, la presente invencion puede comprender una composicion de hidrogel que
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comprende cualquier polimero de glicosaminoglicano adecuado. La composicion de hidrogel divulgada en el
presente documento puede comprender ademas dos o mas polimeros de glicosaminoglicano diferentes. Tal como
se usa en el presente documento, el término “glicosaminoglicano” es sindnimo de “GAG” y “mucopolisacarido” y se
refiere a polisacaridos no ramificados largos que consisten en unidades de disacaridos de repeticion. La unidad de
repeticion consiste en una hexosa (glucido de seis carbonos) o un acido hexurénico, unido a una hexosamina
(glucido de seis carbonos que contiene nitrdgeno) y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. Los
miembros de la familia de GAG varian en cuanto al tipo de unidad de hexosamina, hexosa o acido hexurénico que
contienen, tal como, por ejemplo, acido glucurénico, acido idurdnico, galactosa, galactosamina, glucosamina, y
también pueden variar en cuanto a la geometria del enlace glucosidico. Cualquier polimero de glicosaminoglicano es
util en las composiciones de hidrogel divulgadas en el presente documento con la condicion de que el polimero de
glicosaminoglicano mejore un estado de la piel cuando se inyecte o cuando se aplique a la piel de manera tépica.
Los ejemplos no limitativos de glicosaminoglicanos incluyen sulfato de condroitina, sulfato de dermatano, sulfato de
queratano, hialuronano. Los ejemplos no limitativos de una sal aceptable de glicosaminoglicanos incluyen sales de
sodio, sales de potasio, sales de magnesio, sales de calcio y combinaciones de las mismas.

La composicion de hidrogel también puede comprender un polimero de glicosaminoglicano reticulado en el que el
polimero de glicosaminoglicano reticulado esta presente en una cantidad suficiente para mejorar un estado cutaneo.
En un aspecto de esta realizacién, una composiciéon comprende un polimero de sulfato de condroitina reticulado, un
polimero de sulfato de dermatano reticulado, un polimero de sulfato de queratano reticulado, un polimero de
heparano reticulado, un polimero de sulfato de heparano reticulado, o un polimero de hialuronano reticulado. En
otros aspectos de esta realizacién, una composicion comprende un glicosaminoglicano reticulado en el que el
glicosaminoglicano reticulado representa, por ejemplo, aproximadamente el 1 % en peso, aproximadamente el 2 %
en peso, aproximadamente el 3 % en peso, aproximadamente el 4 % en peso, aproximadamente el 5 % en peso,
aproximadamente el 6 % en peso, aproximadamente el 7 % en peso, aproximadamente el 8 % en peso, o
aproximadamente el 9 %, o aproximadamente el 10 % en peso, del glicosaminoglicano total presente en la
composicion. En aun otros aspectos de esta realizacion, una composicién comprende un glicosaminoglicano
reticulado en el que el glicosaminoglicano reticulado representa, por ejemplo, como mucho el 1 % en peso, como
mucho el 2 % en peso, como mucho el 3 % en peso, como mucho el 4 % en peso, como mucho el 5 % en peso,
como mucho el 6 % en peso, como mucho el 7 % en peso, como mucho el 8 % en peso, como mucho el 9 % en
peso, o como mucho el 10 % en peso, del glicosaminoglicano total presente en la composicion. En todavia otros
aspectos de esta realizaciéon, una composicién comprende un glicosaminoglicano reticulado en el que el
glicosaminoglicano reticulado representa, por ejemplo, de aproximadamente el 0 % a aproximadamente el 20 % en
peso, de aproximadamente el 1% a aproximadamente el 17 % en peso, de aproximadamente el 3% a
aproximadamente el 15 % en peso, o de aproximadamente el 5 % a aproximadamente el 10 % en peso, por ejemplo,
aproximadamente el 11 % en peso, aproximadamente el 15 % en peso o aproximadamente el 17 % en peso, del
glicosaminoglicano total presente en la composicion.

En aspectos de esta realizacién, una composicion de hidrogel comprende un glicosaminoglicano reticulado en el que
el glicosaminoglicano reticulado esta presente a una concentracién de, por ejemplo, aproximadamente 2 mg/g,
aproximadamente 3 mg/g, aproximadamente 4 mg/g, aproximadamente 5 mg/g, aproximadamente 6 mg/g,
aproximadamente 7 mg/g, aproximadamente 8 mg/g, aproximadamente 9 mg/g, aproximadamente 10 mg/g,
aproximadamente 11 mg/g, aproximadamente 12 mg/g, aproximadamente 13 mg/g, aproximadamente 13,5 mg/g,
aproximadamente 14 mg/g, aproximadamente 15 mg/g, aproximadamente 16 mg/g, aproximadamente 17 mg/g,
aproximadamente 18 mg/g, aproximadamente 19 mg/g, o aproximadamente 20 mg/g. En otros aspectos de esta
realizacion, una composicion comprende un glicosaminoglicano reticulado en el que el glicosaminoglicano reticulado
esta presente a una concentracion de, por ejemplo, al menos 1 mg/g, al menos 2 mg/g, al menos 3 mg/g, al menos
4 mg/g, al menos 5mg/g, al menos 10 mg/g, al menos 15 mg/g, al menos 20 mg/g, o al menos 25 mg/g, o
aproximadamente 40 mg/g. En aln otros aspectos de esta realizacion, una composicion comprende un
glicosaminoglicano reticulado en el que el glicosaminoglicano reticulado esta presente a una concentracién de, por
ejemplo, como mucho 1 mg/g, como mucho 2 mg/g, como mucho 3 mg/g, como mucho 4 mg/g, como mucho 5 mg/g,
como mucho 10 mg/g, como mucho 15 mg/g, como mucho 20 mg/g, como mucho 25 mg/g, o como mucho 40 mg/g.
En todavia otros aspectos de esta realizacion, una composicion comprende un glicosaminoglicano reticulado en el
que el glicosaminoglicano reticulado esta presente a una concentracion de, por ejemplo, de aproximadamente
7,5mg/g a aproximadamente 19,5mg/g, de aproximadamente 8,5mg/g a aproximadamente 18,5mg/g, de
aproximadamente 9,5 mg/g a aproximadamente 17,5 mg/g, de aproximadamente 10,5 mg/g a aproximadamente
16,5 mg/g, de aproximadamente 11,5 mg/g a aproximadamente 15,5 mg/g, o de aproximadamente 12,5 mg/g a
aproximadamente 14,5 mg/g, hasta a aproximadamente 40 mg/g.

Para el reticulante, la sal de trimetafosfato puede comprender trimetafosfato de sodio, trimetafosfato de calcio,
trimetafosfato de bario o una sal de catiéon metalico trivalente de trimetafosfato.

A continuaciéon se muestra la estructura quimica de sal de trimetafosfato:
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A continuacion se representa la quimica general de la reticulacion de un polisacarido (ROH) con TMP en un medio
alcalino, el esquema quimico esta tomado de Lack S., Dulong V. Carbohydrate Research 2007, 342, pags. 943-953.
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Alternativamente, en algunas realizaciones, el reticulante puede comprender metafosfatos distintos de trimetafosfato,
por ejemplo, tetrametafosfatos, pentametafosfato y sobre todo hexametafosfatos.

La invencion proporciona una formulacion de hidrogel inyectable, monofasica que contiene hialuronato de sodio
(NaHA) reticulado con una sal de trimetafosfato. Monofasico tal como se usa en el presente documento,
generalmente se refiere a que la composicion es sustancialmente un gel de una sola fase en contraposicion a un gel
particulado. Por ejemplo, pueden describirse los geles particulados como un gel en el que se observan diferentes
propiedades fisicas en diferentes partes del gel, es decir el gel es anisétropo, mientras que los geles monofasicos
pueden describirse como que tienen las mismas propiedades por todas partes, es decir son isétropos. Normalmente,
una formulaciéon de este tipo, observada bajo el microscopio con un aumento por debajo de x90 con una
configuracion de paso de luz a través up, debe verse suave, con ninguna o muy pocas particulas visibles
sobresaliendo (véase la imagen 1A para una vista microscopica de x85,4 de un hidrogel monofasico). Las particulas
visibles en una formulacion de este tipo se consideran defectos y deben representar como mucho una fraccion en
volumen muy minoritaria (menos del 0,1 %). Por ejemplo, puede determinarse que un gel es monofasico o no
mediante el uso de una prueba de colorante. En la prueba de colorante, se mezclan 0,59 del gel que va a
someterse a prueba con el mismo peso de agua durante una hora usando mezclado de jeringa a jeringa, y luego se
centrifuga la mezcla en una jeringa con un diametro interno por debajo de 8 mm para separar el gel del agua no
absorbida. Entonces se deposita una gotita de colorante soluble en agua encima del gel y se observa la difusion del
colorante a través del gel hinchado durante 10 minutos. El colorante se elige para que sea soluble en agua pero no
puede penetrar en hidrogeles. Ejemplos de un colorante soluble son azul de metileno, azul de toluidina o eosina. Si
el colorante no penetra en el gel hinchado a lo largo de 10 minutos, el gel puede considerarse de manera general
monofasico, lo que significa que no quedo sin absorber una cantidad significativa del agua inicial (menos del 10 %
en peso, preferiblemente menos del 5 % o incluso menos del 1 %). Si en el gel hinchado aparece separacion de
fases, el colorante penetrara en la fase liquida en la parte superior (constituida principalmente por agua sin absorber)
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y se difundira hacia abajo y el gel se considerara de manera general no monofasico, por ejemplo, bifasico. Se
observara lo mismo si la composicidon contiene una fraccion en volumen significativa de particulas de gel visibles en
una matriz acuosa no cohesiva (tal como agua, tampén o HA no reticulado). Tales materiales no son monofasicos ni
cohesivos (véase un ejemplo de hidrogel no monofasico y no cohesivo en la imagen 1B, a un aumento de x85,4).

En otro aspecto de la invencién, se proporciona una formulacidon de hidrogel cohesivo, inyectable que contiene
hialuronato de sodio (NaHA) reticulado con una sal de trimetafosfato. La cohesividad se refiere a la capacidad del
gel para permanecer unido consigo mismo, por ejemplo, lo que significa la resistencia al corte y la capacidad de
alargar o comprimir el gel sin que se separe en porciones. La cohesividad de los geles segun la presente invencion
puede cuantificarse de la siguiente manera (véase Derek Jones “Inyectable Filers: Principles and Practice, Wiley,
2011, capitulo 3). Se coloca una pequefia muestra del gel (por ejemplo 1 ml) sobre la superficie plana de un
redmetro. La muestra se coloca de tal manera que forma un pequefio montén. Se coloca una placa superior movil
sobre la muestra de modo que la muestra esta totalmente cubierta, es decir cuando se mira a la placa en una
direccion perpendicular a la superficie del redmetro, no puede verse la muestra. Con el fin de garantizar esto, debe
escogerse un tamafo de placa que sea mayor que el tamafio de muestra. De manera ideal, el centro de la placa se
coloca sobre la muestra. Normalmente, para 1 ml de material de gel, se usa una placa superior de 25 mm de
diametro.

Entonces, en la siguiente etapa de la medicion se ajusta el hueco entre la placa moévil y la superficie hasta 2,5 mm.
Mientras la placa se mueve lenta y constantemente desde su posicion inicial hacia un ancho de hueco de 0,9 mm en
el plazo de 2 min, se registra la fuerza (Fn) ejercida por la muestra en direccién normal sobre la placa.

Una vez se alcanza un ancho de hueco de 0,9 mm, se permite que el sistema se relaje durante 12 minutos. Durante
este tiempo, se contintia la medicién. Se hacen cinco mediciones. Para normalizar las fuerzas medidas, se hace el
promedio de los 5 valores de Fn iniciales medidos cuando la prueba comienza (media aritmética) y este promedio
resultante se resta de todos los demas puntos de datos. La fuerza maxima al final en la parte de compresion de esta
prueba (cuando se alcanza el ancho de hueco minimo de 0,9 mm entre la placa superior y el plano) se denomina la
fuerza de compresion y es el valor caracteristico para determinar la cohesividad del gel.

Especificamente, una fuerza de 20 gmf (0,1962 N) o mas indica un material cohesivo en el sentido de la presente
invencion. De manera general no se consideran cohesivos geles con valores de fuerza de compresién menores en el
contexto de la presente invencion. Preferiblemente, la fuerza de compresiéon medida tal como se explicé de manera
resumida anteriormente es de al menos 25, 30 o 40 gmf. Lo mas preferiblemente, la fuerza de compresiéon medida
tal como se explicé de manera resumida anteriormente es de al menos 50 o 60 gmf. La exactitud de esta medicion
es del orden de +5 gmf.

Tales materiales cohesivos segun la presente invencion son particularmente beneficiosos ya que pueden tratarse en
autoclave para su esterilizacién también en presencia de otros componentes tales como aditivos, por ejemplo
lidocaina, mientras se conservan propiedades mecanicas que son adecuadas para su uso como productos de
relleno dérmico.

Esto es muy importante para un producto de relleno dérmico ya que la cohesividad tal como se definié anteriormente
contribuira a la capacidad de elevacion (llamada clinicamente el efecto voluminizante/esponjante) proporcionada por
el gel clinicamente, junto con su médulo de elasticidad G'.

Mientras que los geles cohesivos pueden mostrar un buen efecto voluminizante, los materiales no cohesivos o
débilmente cohesivos con un médulo de elasticidad similar presentan menor capacidad de elevaciéon debido a que el
material de gel no cohesivo se extiende mas que un material mas cohesivo cuando se somete a compresion vertical.

Para explicar la invencion adicionalmente, las formulaciones descritas anteriormente, ya que son cohesivas, se
comportaran como porciones globulares gigantes de gel con un volumen de al menos 0,05 ml (equivalente a una
esfera de al menos 4,57 mm de diametro). Cuando se usan en volimenes similares, las microparticulas de HA
descritas por Dulong et al. (Carbohydrate Polymers 57(2004)1) no forman geles monofasicos y cohesivos, ya que
son de tamafio mucho menor y no se adhieren entre si, al contrario que los hidrogeles descritos en la invencion.

Ademas, estas formulaciones, cuando se fabrican como productos de relleno dérmico, pueden realizarse sin
exposicion a los reticulantes toxicos actuales, sin la necesidad de lavados muy extensos o dialisis muy larga para
eliminar las trazas de estos reticulantes toxicos.

El nivel de cohesividad medido como fuerza de compresion depende de la concentracién de HA final en la
formulacioén, excluyendo el HA no reticulado afiadido. También depende de varios aspectos de reticulacion, tales
como el tipo de HA, el pH del HA durante la reticulacion, las concentraciones de HA y reticulante durante la
reticulacion, la razén de reticulante con respecto a HA, el tiempo de adicion del reticulante y la temperatura durante
la reaccion de reticulacion.

La concentracion de HA final de las formulaciones descritas en esta invencion debe estar comprendida entre 5 y
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40 mg/g, preferiblemente entre 10 y 30 mg/g, y lo mas preferiblemente entre 15y 25 mg/g.

Para la etapa de reticulacion, el reticulante y el HA se mezclan juntos para formar una mezcla sélida intima antes de
la disoluciéon para proporcionar un gel muy homogéneo después de la reticulacion.

El pH durante la reticulacion debe ser de al menos 9, preferiblemente al menos 11, y lo mas preferiblemente al
menos 13, adaptando en consecuencia la concentracién de la disolucién de hidréxido de sodio.

La concentracion de HA durante la reticulacion debe estar comprendida entre 80 y 100 mg/g, y preferiblemente ser
de aproximadamente 90 mg/g. El HA no se reticulara significativamente por debajo de 80 mg/g. El gel de HA
reticulado tiene tendencia a fragmentarse para dar particulas visibles por encima de 100 mg/g.

La concentracién de TMP, expresada como razon en peso (o porcentaje en peso) de TMP frente a HA debe estar
comprendida entre 1:1 (100 % en peso) y 3:1 (300 % en peso) para lograr una reticulacién significativa para dar un
gel monofasico. Preferiblemente, esta razon debe estar comprendida entre 1,5:1 (150 % en peso) y 2:1 (200 % en
peso) para que las formulaciones finales puedan ser mas cohesivas.

La temperatura de reticulacion debe estar comprendida entre 20 °C y 70 °C, y preferiblemente entre 25 °C y 50 °C.
La duracion de la reticulacion depende de la temperatura elegida para lograr el grado de reticulacion deseado.
Puede oscilar entre 30 minutos y 72 horas. Ejemplos no exhaustivos de duracion de reticulacion son
aproximadamente 3 horas a 50 °C, y aproximadamente 24 horas a 25 °C.

Las composiciones de hidrogel segun la invencion pueden comprender adicional y opcionalmente otro agente o
combinacién de agentes que proporcionen un efecto beneficioso cuando la composicion se administra a un
individuo. Tales agentes beneficiosos incluyen, sin limitacion, un antioxidante, un agente antipruriginoso, un agente
anticelulitico, un agente anticicatrizante, un agente antiinflamatorio, un agente anestésico, un agente antiirritante, un
vasoconstrictor, un vasodilatador, un agente antihemorragico tal como un agente hemostatico o agente
antifibrinolitico, un agente descamante, un agente tensionante, un agente antiacneico, un agente de pigmentacion,
un agente antipigmentacion o un agente hidratante.

Las composiciones de hidrogel divulgadas en el presente documento pueden comprender opcionalmente un agente
anestésico. Un agente anestésico es preferiblemente un agente anestésico local, es decir, un agente anestésico que
produce una anestesia local reversible y una pérdida de nocicepcion, tal como, por ejemplo, anestésicos locales de
aminoamida y anestésicos locales de aminoéster. La cantidad de un agente anestésico incluida en una composicion
divulgada en el presente documento es una cantidad eficaz para mitigar el dolor experimentado por un individuo tras
la administracion de la composicion. Como tal, la cantidad de un agente anestésico incluida en una composicion
divulgada en la presente memoria descriptiva esta entre aproximadamente el 0,1 % y aproximadamente el 5 % en
peso de la composicion total. Los ejemplos no limitativos de agentes anestésicos incluyen lidocaina, ambucaina,
amolanona, amilocaina, benoxinato, benzocaina, betoxicaina, bifenamina, bupivacaina, butacaina, butamben,
butanilicaina, butetamina, butoxicaina, carticaina, cloroprocaina, cocaetileno, cocaina, ciclometicaina, dibucaina,
dimetisoquina, dimetocaina, diperodoén, diciclonina, ecgonidina, ecgonina, cloruro de etilo, etidocaina, beta-eucaina,
euprocina, fenalcomina, formocaina, hexilcaina, hidroxitetracaina, p-aminobenzoato de isobutilo, leucinocaina
mesilato, levoxadrol, lidocaina, mepivacaina, meprilcaina, metabutoxicaina, cloruro de metilo, mirtecaina, naepaina,
octacaina, ortocaina, oxetazaina, paretoxicaina, fenacaina, fenol, piperocaina, piridocaina, polidocanol, pramoxina,
prilocaina, procaina, propanocaina, proparacaina, propipocaina, propoxicaina, seudococaina, pirrocaina,
ropivacaina, alcohol salicilico, tetracaina, tolicaina, trimecaina, zolamina, combinaciones de los mismos y sales de
los mismos. Los ejemplos no limitativos de anestésicos locales de aminoéster incluyen procaina, cloroprocaina,
cocaina, ciclometicaina, cimetocaina (larocaina), propoxicaina, procaina (novocaina), proparacaina, tetracaina
(ametocaina). Los ejemplos no limitativos de anestésicos locales de aminoamida incluyen articaina, bupivacaina,
cincocaina (dibucaina), etidocaina, levobupivacaina, lidocaina (lignocaina), mepivacaina, piperocaina, prilocaina,
ropivacaina y trimecaina. Una composicion divulgada en el presente documento puede comprender un Unico agente
anestésico o una pluralidad de agente anestésicos. Un ejemplo no limitativo de un anestésico local de combinacion
es lidocaina/prilocaina (EMLA).

Las composiciones divulgadas en el presente documento pueden comprender un agente anestésico en una cantidad
de, por ejemplo, aproximadamente el 0,1%, aproximadamente el 0,2 %, aproximadamente el 0,3 %,
aproximadamente el 0,4 %, aproximadamente el 0,5 %, aproximadamente el 0,6 %, aproximadamente el 0,7 %,
aproximadamente el 0,8 % aproximadamente el 0,9 %, aproximadamente el 1,0 %, aproximadamente el 2,0 %,
aproximadamente el 3,0 %, aproximadamente el 4,0 %, aproximadamente el 5,0 %, aproximadamente el 6,0 %,
aproximadamente el 7,0 %, aproximadamente el 8,0 %, aproximadamente el 9,0 %, o aproximadamente el 10 % en
peso de la composicion total. En aun otros aspectos, una composicion divulgada en el presente documento
comprende un agente anestésico en una cantidad de, por ejemplo, al menos el 0,1 %, al menos el 0,2 %, al menos
el 0,3 %, al menos el 0,4 %, al menos el 0,5 %, al menos el 0,6 %, al menos el 0,7 %, al menos el 0,8 % al menos el
0,9 %, al menos el 1,0 %, al menos el 2,0 %, al menos el 3,0 %, al menos el 4,0 %, al menos el 5,0 %, al menos el
6,0 %, al menos el 7,0 %, al menos el 8,0 %, al menos el 9,0 %, o al menos el 10 % en peso de la composicion total.
En todavia otros aspectos, una composicion divulgada en el presente documento comprende un agente anestésico
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en una cantidad de, por ejemplo, como mucho el 0,1 %, como mucho el 0,2 %, como mucho el 0,3 %, como mucho
el 0,4 %, como mucho el 0,5 %, como mucho el 0,6 %, como mucho el 0,7 %, como mucho el 0,8 % como mucho el
0,9 %, como mucho el 1,0 %, como mucho el 2,0 %, como mucho el 3,0 %, como mucho el 4,0 %, como mucho el
5,0 %, como mucho el 6,0 %, como mucho el 7,0 %, como mucho el 8,0 %, como mucho el 9,0 %, o como mucho el
10 % en peso de la composicion total. En aspectos adicionales, una composicion divulgada en el presente
documento comprende un agente anestésico en una cantidad de, por ejemplo, aproximadamente el 0,1 % a
aproximadamente el 0,5 %, de aproximadamente el 0,1 % a aproximadamente el 1,0 %, de aproximadamente el
0,1% a aproximadamente el 2,0 %, de aproximadamente el 0,1 % a aproximadamente el 3,0 %, de
aproximadamente el 0,1 % a aproximadamente el 4,0 %, de aproximadamente el 0,1 % a aproximadamente el
5,0 %, de aproximadamente el 0,2% a aproximadamente el 0,9 %, de aproximadamente el 0,2% a
aproximadamente el 1,0 %, de aproximadamente el 0,2 % a aproximadamente el 2,0 %, de aproximadamente el
0,5 % a aproximadamente el 1,0 %, o de aproximadamente el 0,5 % a aproximadamente el 2,0 % en peso de la
composicion total.

Las composiciones de hidrogel divulgadas en el presente documento también pueden comprender opcionalmente un
agente antioxidante. La cantidad de un agente antioxidante incluida en una composicion divulgada en el presente
documento es una cantidad eficaz para reducir o prevenir la degradacion de una composicién divulgada en el
presente documento, tal como, por ejemplo, degradacién enzimatica y/o degradacion quimica de la composicion.
Como tal, la cantidad de un agente antioxidante incluida en una composicion puede estar entre aproximadamente el
0,001 % y aproximadamente el 10 % en peso de la composicion total. Los ejemplos no limitativos de agentes
antioxidantes incluyen un poliol, un flavonoide, una fitoalexina, un agente de acido ascoérbico, un tocoferol, un
tocotrienol, un acido lipoico, una melatonina, un carotenoide, un analogo o derivado de los mismos, y cualquier
combinaciéon de los mismos. Una composiciéon divulgada en el presente documento puede comprender un Unico
agente antioxidante o una pluralidad de agentes antioxidantes, un retinol, coenzima, idebenona, alopurinol, glutation,
selenito de sodio.

Ejemplos

Preparacion de geles de HA reticulados con TMP

Instrumentos:

Redmetro RS600 (G85). Método de oscilacion segun IP08020.

Célula de carga Imperial 1000 de Mecmesin (G76) y columna de prueba Versa (G73).

Método de fuerza de extrusion segun IP04175.

pH-metro (G90). Método de pH segun IP04172.

Materiales:

Trimetafosfato de trisodio y NaHA estan disponibles facilmente de proveedores de productos quimicos comerciales.
Condiciones de preparacion (intervalos de parametros):

Concentracion de HA durante la etapa de reticulacion: 80-100 mg/g.

En estos ejemplos especificos, el HA de alto peso molecular es de aproximadamente 3 000 000 Da y el HA de bajo
peso molecular es de aproximadamente 900 000 Da tal como se indica en las tablas a continuacion.

% de trimetafosfato de trisodio frente a HA (para la etapa de reticulacion): del 100 al 300 % (peso de reticulante
frente a peso de HA).

Duracion de la reticulacion: de 30 min a 72 h.
Temperatura de reticulacion: de 20 °C a 70 °C.
pH de reticulacién: 9-14

Intervalos finales:

Concentracion de HA o NaHA final: 5-40 mg/g

Intervalo de pH final: 6,0-8,0
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Fuerza de extrusion: 5-15 N con una aguja de 27 G y una jeringa de 0,8 ml a de 12 a 50 mm/min

Fuerza de extrusion: 5-20 N con una aguja de 30 G y una jeringa de 0,8 ml a de 12 a 50 mm/min

Etapas de preparacion:

(1) Etapa de hidratacion

Se combinan el NaHA y el TMP mecanicamente, se homogenizan en sus formas sdlidas, para lograr una mezcla
intima, y entonces se hidrata esta mezcla lentamente usando agitacion mecanica con una disolucion de NaOH
0,25 M.

(2) Etapa de reticulacion

Se coloca la mezcla de la etapa (1) en un bafio de agua a 50 °C durante 3 h.

(3) Etapa de neutralizacion y etapa de homogenizacion

Se afiade una mezcla de tampdn fosfato y HCI a la mezcla de gel reticulado para neutralizar la disolucién a un pH de
alrededor de 7, para alcanzar una concentracion de NaHA de aproximadamente 25 mg/g, 38 mg/g o 50 mg/g.

(4) Etapa de dialisis

Entonces se dializa el gel frente a tampon fosfato durante aproximadamente 24 h. Luego se ajusta la concentracion
de NaHA hasta al menos aproximadamente 20 mg/g, por ejemplo, aproximadamente 23 mg/g, aproximadamente
24 mg/g, aproximadamente 25 mg/g, por ejemplo, hasta aproximadamente 30 mg/g.

(5) Etapa de esterilizacion

Entonces, se esteriliza el gel almacenado en jeringas con un autoclave.

Tabla 1

Condiciones de la realizacion de diversos geles usando el procedimiento del ejemplo 1

Numero | [NaHA]durantela | HA de HMW (%) HA de LMW (%) Contenido de
de gel reticulacion TMP inicial (% en
(mg/qg) peso frente a HA)
3 90 100 0 100
4 90 100 0 200
6 90 80 20 300
7 90 100 0 300
10 100 80 20 250
11 90 100 0 150
12 90 100 0 200

Tabla 2

Caracteristicas de los geles realizados usando el procedimiento del ejemplo 1

Numero Fuerza de Concentracion de G’ (Pa) G” (Pa) Tan delta
de gel extrusion (N) NaHA (valor -1Hz -1Hz -1Hz
jeringa de calculado)
0,8 ml, 27 G1/2
3 7,4 ND 144 110 0,77
4 8,85 23,8 336 209 0,62
6 13,9+0,67 23,2 112 47 0,42
7 6,6+0,6 22,3 242 150 0,62
10 7,9+0,6 22,7 185,5 118,5 0,639
11 9,7+0,2 24,0 50 62 1,219
12 9,5+0,1 24,0 141 93 0,65

Demostracion visual de cohesividad

Mientras que la ejecucion de la prueba de compresion con un redmetro es cuantitativa, el gel se comprime a una
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velocidad constante pero no puede verse. Otra manera de ejecutar una compresion mas visualmente es comprimir
los geles a peso constante, hasta que se alcanza un equilibrio cuando el gel se opone a una fuerza que es suficiente
para sostener el peso por encima de él.

Se usan portaobjetos de microscopio convencionales (de aproximadamente 100 mm x 25 mm, y 0,1 mm de grosor)
para presionar sobre 0,1 ml de un hidrogel y puede seguirse la forma del gel ya que los portaobjetos son de vidrio
transparente. Cuanto mas cohesivo es el gel con esta configuracion, mas grueso permanecera el gel cuando lo
comprima mediante el portaobjetos de vidrio. Pueden afiadirse varios portaobjetos de vidrio para modificar el peso.
Las formulaciones de gel pueden clasificarse por el grosor de gel final cuando se alcanza el equilibrio.

Debe tenerse en cuenta que esta prueba solo funciona con hidrogeles a base de HA. Si la formulaciéon contiene
particulas solidas, la cohesividad puede sobreestimarse.

La figura 2 ilustra este efecto. Las diferencias entre un gel compuesto por una suspension de particulas (Restylane-
SubQ, figuras 2A y 2C, muy baja cohesividad, por debajo de 20 gmf) y un gel monofasico con alta cohesividad
(figuras 2B y 2D, por encima de 60 gmf). Las imagenes muestran el estado de equilibrio con un portaobjetos de
vidrio sobre los geles (figuras 2A y 2B) y cuatro portaobjetos de vidrio sobre los geles (figuras 2C y 2D). Los dibujos
esquematicos que complementan a las imagenes ilustran adicionalmente el efecto observado. Se usé un
portaobjetos de vidrio para soportar el gel en todos los experimentos. La compresion de los geles se efectué con uno
(figuras 2A y 2B) o cuatro (figuras 2C y D) portaobjetos de vidrio, respectivamente. Los geles comprimidos en las
imagenes y los dibujos se esbozan con una linea de puntos para una mejor comparacion de su grosor. Las pruebas
demuestran que el gel altamente cohesivo resiste la compresion mejor que el gel de baja cohesividad.

Podria prepararse una gama de diferentes geles reticulados usando los métodos de la presente invencion, teniendo
los geles un intervalo de propiedades amplio. Se ha descubierto que el moédulo de elasticidad y viscosidad del gel
aumenta con el contenido en TMP hasta que la solubilidad de TMP evita la reticulacion adicional (generalmente, por
encima del 300 % en peso) y proporciona geles fragmentados con dominios duros y dominios no reticulados.

Una caracteristica general de los presentes geles a base de TMP es un médulo de viscosidad muy alto que

proporciona buenas propiedades de fluidez aunque el médulo de elasticidad mostrado en la tabla 2 esta todavia
dentro de un intervalo que permite su uso como productos de relleno dérmico.

10
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REIVINDICACIONES

Método de realizacion de un producto de relleno dérmico monofasico y cohesivo que comprende un acido
hialurénico (HA) reticulado con un trimetafosfato (TMP), en el que el método comprende las etapas de:

- mezclar al menos una sal de trimetafosfato con al menos un hialuronano (HA), con una razén en peso de
TMP con respecto a HA comprendida entre 1:1 y 3:1, y preferiblemente comprendida entre 1,5:1 y 2:1;

- disolver la mezcla de TMP-HA en una disolucién acuosa con un pH de al menos 9, preferiblemente al
menos 11 y lo mas preferiblemente al menos 11, de modo que la concentracion de HA esta comprendida
entre 80 y 100 mg/ml, y preferiblemente es de aproximadamente 90 mg/ml;

- calentar la mezcla entre 20 °C y 70 °C durante de 30 min a 72 horas, haciendo que el HA se reticule con la
sal de trimetafosfato para formar un gel monofasico y cohesivo;

- retirar el TMP sin reaccionar y el exceso de sales;

- homogeneizar y diluir el gel hasta su concentracion de HA final;

- llenar en jeringas; y

- esterilizar el hidrogel mediante tratamiento en autoclave y/o haz de electrones.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el TMP comprende una sal de trimetafosfato seleccionada del
grupo que consiste en trimetafosfato de sodio, trimetafosfato de calcio y trimetafosfato de bario.

Método segun la reivindicacion 1, en el que la concentraciéon de HA final esta comprendida entre 5 y
40 mg/g, preferiblemente entre 10 y 30 mg/g, y lo mas preferiblemente entre 15y 25 mg/g.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el HA usado para la reticulacion comprende al menos el 80 %
en peso, preferiblemente al menos el 90 % en peso, lo mas preferiblemente el 100 % en peso de un HA que
tiene un peso molecular de al menos 2 000 000 Da o una viscosidad intrinseca de al menos 2,2 I/g.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el producto de relleno dérmico tiene
una fuerza de compresion (Fn) de al menos 0,20 N (20 gmf), preferiblemente al menos 0,39 N (40 gmf), lo
mas preferiblemente al menos 0,59 N (60 gmf).

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que se afiade una fraccion de HA no
reticulado en cualquier etapa después de la reticulacion y esta presente a una concentracion de entre 0,1y
3 mg/g, y preferiblemente entre 0,2 y 1,5 mg/g en la composicion final.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que se afiade al menos un
glicosaminoglicano (GAG) no reticulado o reticulado en cualquier etapa después de la reticulacion y esta
presente a una concentracion de entre 1 y 40 mg/g.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que se afiade al menos un agente
anestésico, preferiblemente un agente anestésico local, en cualquier etapa después de la reticulacion y esta
presente a un porcentaje en peso de la composicion total de entre el 0,1y el 5 % en peso.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que se afiade al menos un agente

antioxidante en cualquier etapa después de la reticulacion y esta presente a un porcentaje en peso de la
composicion total de entre el 0,001 y el 10 % en peso.
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Figura 1A

Figura 1B
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Figura 2
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Figura 2C

Figura 2D
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