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ES 2735017 T5

DESCRIPCION
Composicion dérmica inyectable estéril

La presente invencion se refiere al campo de las composiciones inyectables estériles basadas en acido hialurénico o
una sal del mismo, y esta destinada al tratamiento de defectos e imperfecciones en la piel.

El acido hialurénico, que esta presente en la piel de manera natural, se conoce por sus propiedades viscoelasticas y
también por su gran tendencia a absorber agua. Sus propiedades contribuyen en gran medida a la elasticidad de la
piel.

Dadas sus propiedades y cualidades de biocompatibilidad, tolerancia y ausencia de toxicidad, de este modo, se han
aprovechado las ventajas de este compuesto durante mas de 10 afos en muchas aplicaciones en el campo médico y
cosmeético y, en particular, en procedimientos estéticos.

Por lo tanto, el acido hialurénico se utiliza para rellenar arrugas y reducir, o incluso eliminar, un debilitamiento local de
la estructura de la dermis representada por una arruga o depresién en la piel, generalmente, por medio de una
inyeccion directa en la dermis, en el area en consideracion.

El acido hialurénico sin modificar es perfectamente biocompatible e idéntico al acido hialurénico enddgeno.

Sin embargo, el &cido hialurénico se utiliza fundamentalmente en forma de gel basado en &cido hialurénico reticulado
y, por lo tanto, en forma modificada dada |a resistencia aumentada de esta forma particular a la degradacion, al calor
y, por lo tanto, a la esterilizacion.

Estos geles de acido hialurénico reticulado se pueden obtener por medio de varios procesos de preparacion. En
términos generales, estos procesos requieren dos etapas principales, la primera consiste en hidratar el &cido
hialurénico para convertirlo en un gel acuoso y la segunda tiene como obijetivo la reticulacion de dicho gel acuoso en
presencia de un agente capaz de inducir la reticulacion del mismo (también denominado "agente reticulante").
Normalmente, este agente se elige de entre epdxido, aldehido, poliaziridilo o divinilsulfona (DVS), o butanodiol diglicidil
éter (BDDE), y su naturaleza es, por lo tanto, sintética.

A modo de ilustracion de estos procesos, se puede hacer mencion en particular a aquellos descritos en los documentos
US 2006/0105022, la publicacién internacional WO 2006/056204 y US 2007/0036745.

Los geles reticulados disponibles actualmente en el mercado y obtenidos con agentes reticulantes convencionales
generalmente tienen grados de modificacion superiores a un 4 % o, incluso, grados de modificaciéon de hasta un 10 %.

Para los fines de la presente invencién, la expresion "grado de modificacion" pretende denominar la relacién entre el
nimero de moles del agente reticulante fijado al acido hialurénico y el nimero de moles del acido hialurénico que
forma dicho gel reticulado. En particular, esta cantidad se puede medir por medio de analisis de RMN 1D 'H del gel
reticulado.

La expresion "numero de moles del acido hialurdnico" pretende significar el numero de moles de las unidades
repetitivas de disacaridos del &cido hialurénico, la unidad de disacérido se compone de acido D-glucurénico y de D-N-
acetilglucosamina unidos entre si por medio de enlaces beta-1,4 y beta-1,3 glucosidicos alternos.

Sin embargo, con vistas a acercarse lo mas posible al &cido hialurénico enddgeno, seria deseable tener geles de acido
hialurénico reticulado con un grado de modificacién menor.

Es cierto que los geles reticulados con grados de modificacidon menores (es decir, entre un 1 % y un 2 %) ya se han
propuesto. Desafortunadamente, han demostrado ser muy poco cohesivos y tener una baja resistencia al
aplastamiento. Estas deficiencias se manifiestan en particular en reologia oscilatoria a través de un intervalo restringido
de viscoelasticidad (el intervalo de viscoelasticidad se representa por medio del intervalo de tension en el que G'
permanece constante, durante una medicion con barrido de tensién. El alcance de este intervalo de viscoelasticidad
se puede evaluar en particular al medir la tensién cruzada, es decir, la tensién a la que el valor de G' disminuye e
iguala el valor de G").

Por lo tanto, se mejora este comportamiento para aplicaciones de rellenado de arrugas.

Mas especificamente, sigue existiendo una necesidad de geles de acido hialurdnico reticulado con los menores grados
de modificaciéon posibles, que, al mismo tiempo, siguen siendo satisfactorios en términos de las propiedades
mecanicas exhibidas.

Contra toda prevision, los autores de la invencion se han dado cuenta de que un gel de este tipo se puede obtener
cuando la etapa de reticulacion se lleva a cabo en presencia de al menos una poliamina enddgena que se elige de
entre espermidina, espermina y una mezcla de las mismas.
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De este modo, segun un primer aspecto de la invencién, la materia de la misma es un gel de &cido hialurénico
reticulado que deriva de la reticulacion de acido hialurénico o de una sal del mismo en presencia de al menos una
cantidad eficaz de al menos una poliamina endégena como un agente reticulante, dicha poliamina endégena siendo
elegida de entre espermidina, espermina y una mezcla de las mismas, dicha reticulacion se lleva a cabo en condiciones
favorables para la unién covalente de dicho &cido hialurénico y de dicha(s) poliamina(s) endoégena(s), dicho gel tiene
un grado de modificacion inferior o igual a un 1 %, el grado de modificacion es la relacién entre el nimero de moles
de la poliamina enddgena unida al acido hialurénico y el numero de moles del acido hialurénico que forma dicho gel
reticulado.

Es cierto que las poliaminas, que, sin embargo, son distintas de aquellas analizadas segun la invencién, ya se han
propuesto para la formacion de hidrogeles de acido hialurénico reticulado.

De este modo, las publicaciones de Xiang Mei Yuan et al. (Journal of biomaterials Applications 0(0) 1-9; 27 de febrero
de 2012) y de Junseok Yeom et al. (Bioconjugate Chem., 1991(2) 232-241), y también la solicitud internacional WO
2012/008722 proporcionan hidrogeles de acido hialurénico (AH) reticulado en presencia de hexametilendiamina
(HMDA). Sin embargo, la poliamina analizada, concretamente la hexametilendiamina (HMDA), es una diamina sintética
y, por lo tanto, no una diamina endégena. Es mas, las cantidades de agente reticulante (HMDA) utilizadas en este
intervalo de la técnica anterior se encuentran entre un 25 % y un 72 % y dan lugar a grados muy altos de modificacion
de entre un 5 % y un 35 %.

La expresién "cantidad de agente reticulante" pretende denominar la relacion entre el nimero de moles de poliamina(s)
y el numero de moles de &cido hialurdnico, utilizados para sintetizar el gel.

Por Gltimo, como se desprende de los ejemplos posteriores, los geles de AH-HMDA demuestran ser significativamente
menos eficaces en términos de propiedades mecanicas que aquellos obtenidos seguln la invencién.

Con relacién a las poliaminas endogenas analizadas segun la invencion, la solicitud internacional WO 2008/015249
propone, por su parte, utilizarlas junto con particulas de acido hialurénico para uso toépico como agente activo
antienvejecimiento y como un antioxidante. Por razones obvias, una mezcla de este tipo es muy diferente a los geles
analizados segun la invencion.

La publicacion de Di Meo et al. (Biomacromolecules, 2006, 7:1253-60) describe la formacién de hidrogeles por medio
de la reaccién de Ugi o, de lo contrario, condensacion de acido hialurénico y espermidina. Por lo tanto, esto implica un
mecanismo que es diferente del analizado en la presente invencion. Es mas, los hidrogeles asi obtenidos y no
dedicados a un uso segun la invencién dan lugar a un proceso que utiliza grandes cantidades de agente reticulante
(entre un 5 % y un 25 %).

Por lo tanto, los autores de la invencién se han dado cuenta de que una poliamina endégena elegida de entre
espermidina, espermina y una mezcla de las mismas constituye un agente reticulante de eleccién para obtener un gel
de &cido hialurénico reticulado segun las previsiones mencionadas anteriormente, concretamente, que tiene un grado
de modificacion reducido en comparacion con aquellos observados con los agentes reticulantes analizados
normalmente, y unas propiedades mecanicas y una resistencia a la esterilizacibn que son particularmente
satisfactorias.

En efecto, los geles reticulados segun la invencion tienen un grado de modificacion significativamente reducido,
concretamente, inferior o igual a un 1 %, mientras que, al mismo tiempo, siguen siendo satisfactorios en términos de
propiedades mecanicas.

Un gel reticulado segun la invencién demuestra ser ventajoso también en que consiste en compuestos que estan
presentes de manera natural en la mayoria de los organismos vivos y de los seres humanos en particular.

Desde el punto de vista de esta naturaleza pseudonatural, satisface una demanda creciente de los consumidores a
este respecto.

Por ultimo, es probable que las propiedades intrinsecas a las poliamidas endégenas analizadas segun la invencién
que se elige de entre espermidina, espermina y una mezcla de las mismas se conserven en el gel de acido hialurénico
reticulado obtenido segun la invencién. Resulta que, en tanto que estas propiedades tienen un efecto antioxidante o,
incluso, un efecto antienvejecimiento, estas son particularmente deseables en el contexto de la presente invencion.

Segun otro aspecto de la presente invencion, la materia de la misma es una composicion dermatoldgica inyectable
estéril que comprende, en un medio fisiolégicamente aceptable, al menos un gel de acido hialurénico reticulado segun
la invencién.

Para los fines de la presente invencién, el término "piel" abarca la piel de la cara, del cuello, del escote, de las manos,
del cuero cabelludo, del abdomen y/o de las piernas, y también de los labios.

El término "estéril" pretende calificar a un entorno capaz de garantizar que los compuestos analizados en la
composicién segun la invencion y/o dicha composicion que los contiene, tiene la inocuidad requerida para su
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administracion en o través de la piel, en particular, en la administracion via intraepidérmica y/o intradérmica y/o
subcutanea. En particular, es fundamental que la composicion contenga dichos compuestos y que se administre segun
una técnica de inyeccién, por ejemplo, segun la técnica de mesoterapia, para evitar cualquier cuerpo contaminante
capaz de iniciar una reaccion colateral adversa en el organismo huésped.

Para los fines de la presente invencién, el término "inyectable" pretende denominar una composicion cuyas
propiedades mecanicas son apropiadas para el uso analizado, concretamente, su administracién en o a través de la
piel para, en particular, rellenar arrugas.

Por consiguiente, una composicion segun la invencion es inyectable por medio de una aguja hipodérmica fina (en
particular, con un diametro inferior a 18 G o, incluso, inferior a 27 G) y tiene de manera ventajosa un coeficiente de
elasticidad (G'") de entre 20 y 1000 Pa, preferiblemente, entre 40 Pa y 400 Pa, con un angulo de fase (8) inferior a 45°.

Este coeficiente de elasticidad (G') y el angulo de fase (6) se miden por medio del protocolo definido mas adelante.

Segun todavia otro aspecto de la presente invencion, la materia de la misma es una composicion dermatologica o
cosmética que comprende al menos un gel de acido hialurdnico reticulado segun la invencién.

Esta realizacion, que no esta limitada en términos de via de administracion, permite por consiguiente la administracion
de dicha composicién por via tépica.

Segun otro aspecto de la presente invencion, la materia de la misma es un kit que comprende lo siguiente:

- un envase que contiene al menos una dosis de un gel de acido hialurdnico reticulado segun la invencién o de una
composicién segun la invencion; y

- un dispositivo para inyectar en o a través de la piel o un dispositivo para microperforacién de la piel, dedicado a la
administracién de dicha dosis.

Segun todavia otro aspecto de la invencion, la materia de la misma es el uso de un gel reticulado o de una composicién
segun la invencién, para rellenar defectos de volumen de la piel y, en particular, para rellenar arrugas.

Segun todavia otro aspecto de la invencion, la materia de la misma es el uso de un gel reticulado o de una composicién
segun la invencién para prevenir y/o tratar los signos cutaneos de envejecimiento cronolégico y/o los signos cutaneos
inducidos por factores externos tales como estrés, contaminacién atmosférica, tabaco o exposicién prolongada a
radiacion ultravioleta (UV).

Segun todavia otro aspecto de la invencion, la materia de la misma es el uso de un gel reticulado o de una composicién
segun la invencién para prevenir y/o tratar una modificacién en la apariencia de la superficie de la piel.

Segun todavia otro aspecto de la invencion, la materia de la misma es el uso de un gel reticulado o de una composicién
segun la invencién para prevenir y/o tratar una modificacion de las propiedades viscoelasticas o biomecanicas de la
piel.

Para el fin de la presente invencion, el término "prevencion” pretende significar reducir el riesgo de aparicion de un
fenémeno.

Segun otro aspecto de la invencion, la materia de la misma es un proceso de tratamiento cosmético de la piel, que
comprende al menos una etapa de administracién, en o a través de la piel, de un gel reticulado o de una composicién
segun la invencién.

Segun todavia otro aspecto de la presente invencion, lo Ultimo se refiere a un proceso para preparar un gel reticulado
segun la invencién, que comprende al menos las etapas que consisten en lo siguiente:

a) proporcionar un gel acuoso de acido hialurénico o una sal del mismo, en estado no reticulado,

b) poner en contacto el gel obtenido en la etapa a) con una cantidad eficaz de al menos una poliamina enddgena,
dicha poliamina endégena siendo elegida de entre espermidina, espermina y una mezcla de las mismas,

c) reticular dicha mezcla formada en la etapa b), dicha reticulacién se lleva a cabo en condiciones favorables a la unién
covalente de dicho &cido hialurdnico y de dicha(s) poliamida(s) endogena(s), y

d) recuperar dicho hidrogel reticulado.

Segun una realizacién particular, el proceso comprende también una etapa e) de parada de la reticulacion, que
consiste en exponer el gel reticulado a condiciones favorables para parar la reticulacion del mismo, es posible llevar a
cabo esta etapa antes, a la vez o después de la etapa de recuperacion d).

Gel de acido hialurénico reticulado
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Como se indicd previamente, un gel de acido hialurdnico reticulado segun la invencién deriva de la reticulacion de al
menos acido hialurdnico o de una sal del mismo, como agente reticulante, al menos una poliamina enddgena, dicha
poliamina enddégena siendo elegida de entre espermidina, espermina y una mezcla de las mismas, dicha reticulacién
se lleva a cabo en condiciones favorables a la unién de dicho &cido hialurénico y de dicha(s) poliamina(s) endégenaf(s).

Los &cidos hialurénicos son polisacaridos lineales con unidades alternas de &cido D-glucuronico y N-acetil-D-
glucosamina.

Estan presentes de manera natural en diferentes tejidos y se degradan por medio de hialuronidasas, que estan
presentes por todo el cuerpo, o por medio de mecanismos de oxidacién.

Para el fin de la presente invencion, la expresion "poliamina endégena” pretende denominar una poliamina que esta
presente de manera natural en los organismos vivos y, mas particularmente, en el cuerpo humano.

Por consiguiente, una poliamina segun la invencion difiere de la hexametilendiamina (HMDA) que es una poliamina
de origen sintético.

A modo de representacion de poliaminas endogenas, se puede hacer mencién en particular, en animales eucariotas,
a putrescina (0 1,4-diaminobutano), espermidina (o 1,8-diamino-5-azaoctano) y espermina (1,12-diamino-5,9-
diazadodecano).

La espermina es una tetraamina y se sintetiza a partir de la espermidina.

H
HzN Ao AN

Espermidina

H :
ﬁgﬂ"*"mﬁ‘\ g’”‘*w%w*“ww NH;

Espermina

De manera ventajosa, la poliamina endégena utilizada para obtener un gel reticulado segun la invencién se elige de
entre espermidina, espermina y una mezcla de las mismas, y, mejor ain, espermina.

Esta seleccion es aun mas ventajosa, ya que la espermina y la espermidina estan implicadas en numerosos
mecanismos celulares fundamentales, tales como la sintesis de ADN y la expresion genética. Utilizadas por via topica,
ya se han descrito sus efectos beneficiosos en la mejora del estado de la piel y en la reduccién de los signos del
envejecimiento (véase, en particular, la solicitud internacional WO 2006/048671). Estos compuestos se consideran
también antioxidantes y agentes activos antienvejecimiento de eleccion.

La reaccion de unién analizada en la presente invencion para lograr la reaccién de reticulacion entre el acido
hialurénico y la(s) poliamina(s) endégena(s) se lleva a cabo por medio de la reaccion entre una funcién amina y un
acido carboxilico, provocando asi la formacion de una funciéon amida.

En otras palabras, la reaccién de reticulacion analizada en la presente invencion lleva a la formacion de moléculas de
acido hialurénico reticuladas unidas covalentemente con la(s) poliamina(s) endégena(s). No hay interacciones
electroestéticas.

Contra toda prevision, los geles reticulados resultantes, a la luz de los grados de modificacion considerados muy
reducidos, muestran propiedades mecanicas que son muy satisfactorias o, incluso, inalcanzables por medio de los
procesos convencionales mencionados previamente.

Por lo tanto, un gel reticulado segln la invencion tiene de manera ventajosa un grado de modificacion inferior o igual
a un 1 %, preferiblemente, entre un 0,1 % y un 1 %, y, mejor adn, entre un 0,4% y un 0,8 %.
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Como se indic6 previamente, el "grado de modificacion" se corresponde con la relacién entre el numero de moles de
la poliamina enddgena fijada al &cido hialurénico y el nimero de moles de &cido hialurénico que forma dicho gel
reticulado. En particular, esta cantidad se puede medir por medio de analisis de RMN 1D 'H del gel reticulado.

Cabe recordar que la expresion "nimero de moles de acido hialurénico" pretende significar el nimero de moles de
unidades repetitivas de disacaridos del acido hialurdnico, la unidad de disacarido se compone de acido D-glucurénico
y de D-N-acetilglucosamina unidos entre si por medio de enlaces beta-1,4 y beta-1,3 glucosidicos alternos.

Segun una realizacién particular, un gel reticulado segun la invencién es de tal manera que comprenda entre un 0,5 %
a un 40 % en peso de acido hialurdnico no sometido a la reaccion de reticulacién, en relacién a la cantidad total de
acido hialurénico.

Segun otra realizacion particular, un gel reticulado segun la invencién puede tener una concentracion de acido
hialurénico de entre 5 a 30 mg/g.

Segun todavia otra realizacién particular, un gel reticulado segun la invencién puede tener un coeficiente de elasticidad
(G") de entre 20 y 1000 Pa, preferiblemente, entre 40 Pa y 400 Pa.

Segun una realizacion particular, un gel reticulado segun la invencién se puede encontrar en forma de un hidrogel
viscoelastico principalmente elastico con un angulo de fase () inferior a 45°.

Segun una realizacién preferida, un gel reticulado segun la invencion puede tener un coeficiente de elasticidad (G') de
entre 20 y 1000 Pa, preferiblemente, entre 40 Pa y 400 Pa, en combinacién con un angulo de fase () inferior a 45°.

En particular, un gel de acido hialurénico reticulado segun la invencién puede ser inyectable por medio de una aguja
hipodérmica con un diametro entre 34 Gy 18 G.

Segun todavia otra realizacién particular, un gel reticulado segun la invencién es sumamente cohesivo. Esta
caracteristica se manifiesta, en particular, a través de una tensiéon cruzada de barrido de tensién alto, superior a
100 Pa.

El coeficiente de elasticidad (G', en Pa) y el angulo de fase (9, en °) se pueden medir segun el siguiente protocolo:

Las mediciones se llevan a cabo a 25 °C a una frecuencia de 1 Hz, con un barrido de tension utilizando un reémetro
Thermo Haake RS3000 con una geometria de cono-plato de 1°/35 mm de didmetro. Se registran G'y & a una tension
de deformacion aplicada de 5 Pa, es decir, en el intervalo de viscoelasticidad donde G' y & permanecen estables.
Entonces, se registra también el valor de la tension cruzada (cuando G' disminuye para igualar el coeficiente de
viscocidad G").

Por lo tanto, para un gel cohesivo segun la invencion, esta tension cruzada es superior a 100 Pa.

Por ultimo, segln una realizacién particular, un gel reticulado segun la invencién puede tener una alta resistencia a la
esterilizacion (la pérdida de G' provocada por la esterilizacion es inferior a un 50 %).

La esterilizacién se puede llevar a cabo en una autoclave (calor himedo) a T° 2 121 °C, de modo que se obtenga un
FO > 15 (valor de esterilizacion).

Como se indico previamente, la reaccion de reticulacion para obtener un gel reticulado segun la invencién se lleva a
cabo en condiciones favorables a la unién covalente de dicho acido hialurénico y de dicha(s) poliamina(s) enddgena(s).

Para el fin de la presente invencion, la expresion "condiciones favorables" pretende significar un elemento que inicia
dicha unién.

La eleccion de este elemento de iniciacion se encuentra claramente entre las habilidades de un experto en la técnica.

En términos generales, esta union se lleva a cabo por medio de al menos un compuesto "activador”, cuando sea
apropiado, en combinacién con al menos un "agente de unién auxiliar".

Por ejemplo, un activador de este tipo tiene la funcion de hacer que el carbono del grupo carboxilo del acido hialurénico
sea mas eletrofilico y, por lo tanto, estimular asi su reactividad con respecto a uno de los grupos amino de la poliamina
enddgena.

El activador puede ser de manera ventajosa un agente de condensacion, por ejemplo, una sal de piridinio, por ejemplo,
2-cloro-1-metilpiridinio como se describe en el documento Magnani, A. et al. (Polymers for Advanced Technologies 1
1, 488-495 (2000)), un carbodiimida como se describe en el documento Bulpitt, P. y Aeschlimann (J. of Biomed.
Materials Res. 47, 152-169 (1999)) o un derivado de triazina como se describe en el documento Bergman et al.
(Biomacromolecules 8, 2190- 2195 (2007)).
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Preferiblemente, un activador de este tipo se elige de entre carbodiimidas solubles en agua, tales como 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida  (EDC), 1-etil-3-(3-trimetilaminopropil)carbodiimida  (ETC), 1-ciclohexil-3-(2-
morfilinoetil)carbodiimida (CMC) y también sales de las mismas, y mezclas de las mismas, y estd representado
preferiblemente por EDC.

Preferiblemente, un agente de unién auxiliar, cuando esta presente, se puede elegir de entre N-hidroxisuccinimida
(NHS), N-hidroxibenzotriazol (HOBt), 3,4-dihidro-3-hidroxi-4-oxo-1,2,3-benzotriazol (HOOBt), 1-hidroxi-7-
azabenzotriazol (HAt) y N-hidroxisulfosuccinimida (sulfo NHS) y mezclas de los mismos, y esta representado
preferiblemente por HOBL.

Incluso mas preferiblemente, un activador de este tipo se puede elegir de EDC, cuando sea apropiado, en combinacion
con HOBt como agente de union auxiliar.

La EDC hace posible activar el acido carboxilico al formar un intermediario con el carboxilato. En particular, la adicién
de HOBt al medio de reaccién hace posible evitar cualquier epimerizacion y promover la reaccion.

Proceso para preparar un gel reticulado

Como se indicé anteriormente, la presente invencion se refiere también a un proceso para preparar un gel reticulado
segun la invencién, que comprende al menos las etapas que consisten en lo siguiente:

a) proporcionar un gel acuoso de acido hialurénico o una sal del mismo, en estado no reticulado,

b) poner en contacto el gel obtenido en la etapa a) con una cantidad eficaz de al menos una poliamina endégena,
dicha poliamina enddgena siendo elegida de entre espermidina, espermina y una mezcla de las mismas,

c) reticular dicha mezcla formada en la etapa b), dicha reticulacién se lleva a cabo en condiciones favorables a la unién
covalente de dicho &cido hialurénico y de dicha(s) poliamida(s) endégena(s), y

d) recuperar dicho hidrogel reticulado.

Segun una realizacién particular, el proceso comprende también una etapa e) de parada de la reticulacion, que
consiste en exponer el gel reticulado a condiciones favorables para parar la reticulacion del mismo, es posible llevar a
cabo esta etapa antes, a la vez o después de la etapa de recuperacion d).

Segun una realizacién particular, la etapa de reticulacién c) se puede llevar a cabo en presencia de al menos un
activador, opcionalmente, en combinacién con al menos un agente de unién auxiliar, es decir, compuestos que
estimulan la reactividad de al menos uno de los dos compuestos que se van a unir, preferiblemente, elegido de entre
aquellos mencionados previamente.

Por lo tanto, esta etapa de adicion del activador y, opcionalmente, del agente de unién auxiliar se puede llevar a cabo
de manera ventajosa a la vez que la etapa de reticulacion c).

Segun una realizacion particular, el acido hialurénico utilizado para obtener un gel segln la invencion puede estar en
forma de sal.

Preferiblemente, una sal de &cido hialurénico se puede elegir de entre sal de sodio, sal de potasio, sal de zinc, sal de
plata y una mezcla de las mismas, preferiblemente, sal de sodio.

De manera ventajosa, el acido hialuronico utilizado para obtener un gel segun la invencion puede tener un peso
molecular medio que oscile entre 50 000 a 10 000 000 dalton, preferiblemente entre 500 000 a 4 000 000 dalton.

La adaptacion de la cantidad de acido hialurénico para llevar a cabo la reaccién de reticulacién se encuentra
claramente entre las habilidades de un experto en la técnica.

De manera ventajosa, el acido hialurénico o una sal del mismo se puede utilizar en un proceso para preparar un gel
reticulado segun la invencion en un contenido de entre un 0,5 % y un 12 % en peso, preferiblemente, entre un 1 % y
un 4 % en peso, en relacion al peso total de la mezcla obtenida al final de la etapa b), es decir, antes de llevar a cabo
la etapa de reticulacion c).

La adaptacion de la cantidad de poliamida(s) enddgena(s) para llevar a cabo la reaccién de reticulacion se encuentra
claramente entre las habilidades de un experto en la técnica.

La cantidad de agente reticulante se corresponde con la relacién entre el nUmero de moles de poliamina(s) y el nimero
de moles de &cido hialurénico, utilizados para sintetizar el gel.

De manera ventajosa, una o mas poliamidas enddgenas se pueden utilizar en un proceso para preparar un gel de
acido hialurénico reticulado segun la invencién en un contenido de entre un 0,1 % y un 3 %, preferiblemente, entre un
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0,5 % y un 1,5 % por niumero de moles de poliamina(s) en relacién al nimero de moles de &cido hialurénico que esta
presente en el medio de reaccion, es decir, la mezcla de la etapa b).

De manera ventajosa, el (los) activador(es), cuando sea apropiado, en combinacién con uno o mas agentes de unién
auxiliares, se puede(n) utilizar en un proceso para preparar un gel de acido hialurénico reticulado segun la invencion
en un contenido tal que el nimero de moles del (de los) activador(es) y, cuando sea apropiado, del (de los) agente(s)
de union auxiliar(es), en relacion al nimero de moles de &cido hialurénico del medio de reaccién (n activador/n AH) se
encuentre entre 0,1 y 2, preferiblemente, entre 0,5y 1,5.

El gel de &cido hialurdnico reticulado se obtiene al tener en cuenta la presencia de al menos una poliamina enddgena,
dicha poliamina enddgena siendo elegida de entre espermidina, espermina y una mezcla de las mismas.

Por consiguiente, la reticulacion se puede llevar a cabo utilizando solo este tipo de agente reticulante. Sin embargo,
esta reticulacion se puede llevar a cabo también al tener en cuenta la presencia simultanea de al menos un agente
reticulante suplementario, en particular, convencional.

De manera ventajosa, este agente reticulante suplementario se puede tener en cuenta, entonces, en una cantidad
significativamente reducida en comparacion con aquella retenida convencionalmente cuando se utiliza como agente
reticulante Unico.

Este agente reticulante suplementario se puede elegir de entre ep6xido, aldehido, poliaziridilo, poliaminas distintas de
las poliaminas enddgenas, polifosfatos, divinilsulfona (DVS) y mezclas de los mismos, preferiblemente, de entre
agentes reticulantes de epdxido, que son preferiblemente bifuncionales o multifuncionales.

Preferiblemente, el agente reticulante suplementario se puede elegir de entre epdxido, méas particularmente, de entre
1,4-butanodiol  diglicidil éter (BDDE), diepoxioctano o 1,2-bis(2,3-epoxipropil)-2,3-etileno, 1,4-bis(2,3-
epoxipropoxi)butano, 1,4-bisglicidiloxi-butano, 1,2-bis(2,3-epoxipropoxi)etileno, 1-(2,3-epoxipropil)-2,3-
epoxiciclohexano y mezclas de los mismos, y, mejor adn, 1,4-butanodiol diglicidil éter (BDDE).

Asimismo, la presencia de una sal inorganica de un haluro de metal alcalino se puede analizar también durante la
reaccion de reticulacion.

En efecto, inesperadamente, los autores de la invencion se han dado cuenta de que la presencia de una sal inorganica
de un haluro alcalino mientras se lleva a cabo la reaccion de reticulacion hace posible mejorar ademas las propiedades
reoldgicas del gel reticulado para el mismo grado de reticulacion.

Para el fin de la presente invencion, la expresion "sal de un haluro alcalino” pretende denominar un compuesto formado
por un cation alcalino y un anién que representa necesariamente un atomo de halégeno.

De manera ventajosa, el atomo de halégeno se puede elegir entre fllor, cloro, bromo y yodo, y esta representado
preferiblemente por cloro.

Preferiblemente, una sal inorganica de un haluro alcalino segun la invencion se puede elegir de entre sales de sodio,
sales de potasio y sales de cesio y, mejor aun, esta representada por una sal de sodio.

Incluso mas preferiblemente, una sal inorganica de un haluro alcalino segun la invencién puede ser NaCl.

De hecho, el NaCl tiene la ventaja de ser fisiologicamente aceptable y es uno de los constituyentes de una de las
materias primas que son parte de la composicién de los geles de acido hialurdnico reticulado.

De manera ventajosa, la(s) sal(es) inorganica(s) de un haluro alcalino se puede(n) utilizar en un proceso segun la
invencion en un contenido de entre un 0,5 % y un 20 % en peso, preferiblemente, entre un 1 % y un 10 % en peso, en
relacién al peso total de la mezcla obtenida al final de la etapa b).

A la luz de lo mencionado anteriormente, un proceso para preparar un gel de acido hialurénico reticulado segun la
invencion requiere, primero, proporcionar un gel acuoso que comprenda al menos &cido hialurénico en una forma no
reticulada, en combinacion con al menos una poliamina endégena, dicha poliamina enddgena siendo elegida de entre
espermidina, espermina y una mezcla de las mismas, como un agente reticulante.

Para el fin de la presente invencion, la expresién "no reticulado" pretende denominar un gel acuoso de acido hialurénico
que no se ha reticulado ni transformado, es decir, una disolucién de acido hialurénico cuyas cadenas de polimeros no
estan conectadas entre si por medio de enlaces fuertes o covalentes.

Mas especificamente, el gel acuoso analizado en la etapa a) se puede obtener de antemano al poner en contacto, en
un recipiente adecuado:

i) un medio acuoso;
i) al menos acido hialurénico, o una sal del mismo, en una forma no reticulada; y
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iii) cuando sea apropiado, al menos una poliamina endogena, dicha poliamina endégena siendo elegida de entre
espermidina, espermina y una mezcla de las mismas; y homogenizar la mezcla resultante, el orden de adicion de
dichos compuestos (i), (ii) y (iii) al recipiente no es importante.

En otras palabras, en el caso de que el gel acuoso de la etapa a) tenga en cuenta la presencia de al menos una
poliamina endégena, dicha poliamina enddgena siendo elegida de entre espermidina, espermina y una mezcla de las
mismas, las etapas a) y b) del proceso segun la invencién se llevaran a cabo entonces de manera concomitante.

Segun una primera variante de la realizacion, este gel acuoso se puede formar al introducir el medio acuoso y el acido
hialurénico en el recipiente, con homogenizacion simultdnea y/o consecutiva de la mezcla asi formada y, entonces,
cuando sea apropiado, afnadir el agente reticulante con homogenizacion simultanea y/o consecutiva.

Segun una segunda variante de la realizacién, este gel acuoso se puede obtener al introducir el medio acuoso, el
acido hialuroénico y el agente reticulante en el recipiente, con homogenizacion simultanea y/o consecutiva de la mezcla
asi formada.

Esta segunda variante de la realizacion es ventajosa en que se lleva a cabo en una Unica etapa de homogenizacion.

De manera ventajosa, esta etapa de formacion del gel acuoso se puede llevar a cabo a una temperatura inferior a
35 °C, preferiblemente, a una temperatura que oscile entre 15 a 25 °C y, mejor aln, a temperatura ambiente.

De manera ventajosa, el gel acuoso analizado en la etapa a) es homogéneo.

Esta cantidad esta garantizada por una operacion en la que el gel acuoso se homogeniza, dicha operacion constituye
posiblemente una etapa preliminar a la etapa a).

El fin de esta operacion, llevada a cabo opcionalmente en presencia del agente reticulante, es, mas particularmente,
hidratar y homogenizar por completo el acido hialurénico en el medio acuoso y, cuando sea apropiado, el agente
reticulante, y contribuye asi a la optimizacion de las cualidades del gel reticulado esperado.

En efecto, por razones obvias, la homogeneidad del gel reticulado estéa relacionada estrechamente con la naturaleza
homogénea del gel antes de la reticulacion.

La homogenizacién se considera satisfactoria cuando la disoluciéon obtenida tiene una coloracion homogénea, sin
aglomerados, y una viscosidad uniforme. De manera ventajosa, se puede llevar a cabo en condiciones de operacion
moderadas para evitar la degradacion de las cadenas de acido hialurénico.

Esta etapa es aun mas importante cuando el acido hialurdnico tiene un peso molecular alto. La hidratacion de un
compuesto de este tipo tiene, de hecho, una tendencia a generar la formacién de una disolucién de alta viscosidad en
la que se observa cominmente la aparicién de aglomerados.

Como se desprende de lo mencionado anteriormente, la mezcla formada en la etapa b) o, incluso, cuando sea
apropiado, el gel acuoso de la etapa a), cuando se tiene en cuenta la presencia del agente reticulante, se somete
subsecuentemente a una reaccién de reticulacion, ilustrada por la etapa c) del proceso para preparar un gel de acido
hialurénico reticulado segun la invencion.

Como se indicé previamente, esta reticulacion se lleva a cabo en condiciones favorables a la uniéon de dicho acido
hialurénico y de dicha(s) poliamina(s) endégena(s).

Las condiciones favorables que deben retenerse para inducir esta unién, y, por lo tanto, la reacciéon de reticulacion,
pueden depender del peso molecular del acido hialurénico, del medio acuoso y de la naturaleza del agente reticulante,
en este caso formado completa o parcialmente por una poliamina endégena.

En particular, estas condiciones favorables se pueden reflejar por la presencia de al menos un activador, cuando sea
apropiado, en combinacién con al menos un agente de unién auxiliar, como se indicd anteriormente.

Como se indicé anteriormente, la etapa de adicion de un activador y, cuando sea apropiado, del agente de unién
auxiliar se puede llevar a cabo preferiblemente a la vez que la etapa de reticulacion c).

Sin embargo, segun una realizacion particular, el activador y, cuando sea apropiado, el agente de unién auxiliar se
afnade(n) antes de la etapa de reticulacion c) y, mas particularmente, antes de la etapa de adicion de al menos una
poliamina endégena, dicha poliamina enddgena siendo elegida de entre espermidina, espermina y una mezcla de las
mismas.

Segun otra realizacién, esta etapa de adicion del activador y, cuando sea apropiado, del agente de union auxiliar se
lleva a cabo a la vez que la etapa b), en cuyo caso la etapa b) se lleva a cabo entonces a la vez que la etapa de
reticulacion c).
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Asimismo, el grado de reticulacion depende también de la duracién de la etapa de reticulacion aplicada a la mezcla
obtenida al final de la etapa b). Cuanto mas largo sea el tiempo, mayor sera el grado de reticulacion, sin embargo, con
un 6ptimo que no debe superarse, de lo contrario, existe el riesgo de degradar el acido hialurénico.

Por lo tanto, cuando se lleva a cabo la reticulacién del acido hialurénico en presencia de EDC y de HOBH, la etapa de
reticulacion c) se puede llevar a cabo durante un periodo de tiempo que oscila entre 30 minutos a 72 horas,
preferencialmente, entre 3 a 24 horas.

Como se describié previamente, la parada de la reticulacién (etapa e) puede ocurrir antes, a la vez o después de la
etapa d) de recuperacion del gel.

Una etapa e) de este tipo puede requerir exponer el gel reticulado o el gel que se somete a reticulacion, o, incluso, el
recipiente que lo contiene, a condiciones favorables para parar dicha reticulacién o, de lo contrario, a otras condiciones
capaces de parar la formacién de enlaces entre las distintas cadenas de polisacaridos.

Esta etapa se puede iniciar de manera natural si todos los reactivos se consumen durante la etapa c), o se puede
promover por medio de una etapa de purificacion que devuelve el gel a pH fisioldgico y elimina los reactivos residuales
no reactados.

Segun una variante de la realizacién preferida, la etapa e) se lleva a cabo antes de la etapa d).

Segun ofra realizacion particularmente preferida, el proceso segun la invencién utiliza (i) hialuronato de sodio, (ii)
espermina, como agente reticulante, y (ii) EDC, como activador, en combinacion con HOBt, como agente de unién
auxiliar.

Por razones obvias, en términos generales, el gel reticulado obtenido al final del proceso de la invencién no es
inyectable directamente porque la formulacion acuosa correspondiente puede no ser compatible con las condiciones
fisiolégicas, o no tener un pH adecuado.

Por lo tanto, se pueden llevar a cabo una o mas etapas adicionales, conocidas por los expertos en la técnica.

Mas particularmente, una etapa de purificacion del gel segin la invencién hace posible devolver este Ultimo a pH
fisioldgico y eliminar los reactivos residuales no reactados.

En particular, esta etapa de purificacion se puede representar por medio de una etapa de dialisis. Es mas, las etapas
subsecuentes de homogenizacion, de incorporacion de acido hialurénico no reticulado y, opcionalmente, de
fraccionamiento se pueden llevar a cabo también para mejorar ademas las calidades del implante, segun los
conocimientos y experiencia de un experto en la técnica. El gel se debe formular fisiolégicamente mediante la
presencia de sales en cantidades equivalentes a aquellas del medio inyectado.

Por ultimo, se pueden llenar jeringuillas con el hidrogel resultante en condiciones atmosféricas controladas, haciendo
posible que dichas jeringuillas se sometan a una etapa de esterilizacién, preferiblemente, esterilizacion por calor.

Composicion

Como se indicd anteriormente, segun otro aspecto de la presente invencién, lo Ultimo también se refiere a una
composicion dermatoldgica inyectable estéril que comprende, en un medio fisiolégicamente aceptable, al menos un
gel de acido hialurénico reticulado como se definié anteriormente.

En virtud de su naturaleza inyectable, una composicién segun la invencién comprende por lo tanto necesariamente un
medio fisiol6gicamente aceptable.

La expresion "medio fisioldgicamente aceptable" pretende significar un medio que evita la toxicidad y que es
compatible con la inyeccion y/o aplicacién de la composicién en o través de materiales de queratina.

La composicion puede comprender un disolvente fisioldgicamente aceptable o una mezcla de disolventes
fisiologicamente aceptables.

La composicién puede comprender un medio acuoso fisioldgicamente aceptable.
A modo de medio acuoso que es adecuado para la invencién, se puede hacer mencion, por ejemplo, al agua.

A modo de agentes isoténicos que son adecuados para la preparacién de una composicién que es adecuada para la
invencion, se puede hacer mencién a azlcares y cloruro de sodio.

Segun todavia otro aspecto de la presente invencién, como se indicé anteriormente, esto Ultimo se refiere a una
composicién dermatologica o cosmética que comprende al menos un gel de &cido hialurénico reticulado segun la
invencion.
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Esta realizacion, que no esta limitada en términos de via de administracion, permite por consiguiente la administracion
de dicha composicién por via tépica.

Agentes activos adicionales

Una composicién segun la invencion puede comprender también al menos un agente activo adicional que es
compatible con el uso en el campo de las composiciones inyectables estériles.

Entre los agentes activos adicionales utilizables en la presente invencién, se puede hacer mencién a los antioxidantes,
aminoacidos, vitaminas, minerales, acidos nucleicos, coenzimas, derivados que contienen adrenalina y mezclas de
los mismos.

A modo de antioxidantes, se puede hacer mencién en particular a glutation, acido elagico, espermina, resveratrol,
retinol, L-carnitina, polioles, polifenoles, flavonoles, teaflavinas, catequinas, cafeina, ubiquinol, ubiquinona y a una
mezcla de los mismos.

A modo de aminodcidos, se puede hacer mencién en particular a arginina, isoleucina, leucina, lisina, glicina, valina,
treonina, prolina, metionina, histidina, fenilalanina, tripté6fano y una mezcla de los mismos.

A modo de vitaminas o derivados de las mismas, se puede hacer mencioén en particular a las vitaminas E, A, C y B,
mas particularmente, a las vitaminas Bs, Bs, B4, Bs, B, B7 y B12 y, mejor aun, a la piridoxina.

A modo de minerales, se puede hacer mencién en particular a las sales de zinc, sales de magnesio, sales de calcio,
sales de potasio, sales de manganeso, sales de sodio y a una mezcla de las mismas.

A modo de &cidos nucleicos, se puede hacer mencién en particular a derivados de adenosina, de citidina, de
guanosina, de timidina, de citodina y a una mezcla de los mismos.

A modo de coenzimas, se puede hacer mencién en particular a la coenzima Q10, CoA, NAD, NADP y a una mezcla
de las mismas.

A modo de derivados que contienen adrenalina, se puede hacer mencién en particular a adrenalina y noradrenalina.

Asimismo, una composicién segun la invencidén puede comprender también cualquier excipiente utilizado normalmente
en el campo técnico analizado, tal como, por ejemplo, monohidrato y/o dihidratro de dihidrégeno fosfato de sodio y
cloruro de sodio, en contenidos fisioldégicamente adecuados.

Las cantidades de agentes activos adicionales y/o excipientes dependen, por supuesto, de la naturaleza del
compuesto analizado, del efecto deseado y del propdsito de la composicidén segun la invencion.

Estos parametros se encuentran entre las habilidades generales de un experto en la técnica.

De manera ventajosa, una composicion segun la invencion puede comprender entre 2 ppm a 10 000 ppm,
preferiblemente, entre 5 a 1000 ppm y, mejor aun, entre 50 a 500 ppm de agentes activos adicionales y/o excipientes
en relacion al peso total de dicha composicién.

Asimismo, se sabe que la inyecciéon de una composicion dedicada a rellenar arrugas con frecuencia provoca una
sensacion dolorosa en el paciente.

Por lo tanto, segun una realizacién particular, una composicion segun la invencién puede comprender también al
menos un agente anestésico.

Precisamente, un agente anestésico tiene la ventaja de reducir o, incluso, de eliminar la sensacion dolorosa que siente
el paciente en el momento y/o después de la administracién de una composicion segun la invencion.

Es mas, los autores de la invencion se han dado cuenta de que la presencia de un compuesto de este tipo no genera
ningun riesgo de incompatibilidad con otros compuestos utilizados en una composiciéon segln la invencion y, en
particular, con el acido hialurénico.

Un anestésico utilizable en la presente invencion se puede elegir de entre ambucaina, amolanona, amilocaina,
articaina, benoxinato, benzocaina, betoxicaina ,bifenamina, bupivacaina, butacaina, butambén, butanilicaina,
butetamina, butoxicaina, carticaina, cloroprocaina, cocaetileno, cocaina, ciclometicaina, dibucaina, dimetisoquina,
dimetocaina, diperodona, diciclonina, ecgonidina, ecgonina, cloruro de etilo, etidocaina, beta-eucaina, euprocina,
fenalcomina, formocaina, hexilcaina, hidroxitetracaina, p-aminobenzoato de isobutilo, mesilato de leucinocaina,
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, pseudococaina, pirrocaina, ropivacaina, alcohol
salicilico, tetracaina, tolicaina, trimecaina, zolamina o una sal de los mismos.
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Mas particularmente, un anestésico utilizable en la presente invencion se puede elegir de entre articaina, benzocaina,
bupivacaina, cloroprocaina, lidocaina, mepivacaina, prilocaina, procaina, ropivacaina y tetracaina.

Preferiblemente, el anestésico puede ser lidocaina y, mejor ain, hidrocloruro de lidocaina.

Una composicién segun la invencién puede comprender de manera ventajosa entre un 0,01 % a un 1 % en peso,
preferiblemente, entre un 0,1 % a un 0,5 % en peso de anestésico(s), en relacion al peso total de dicha composicion.

Segun una realizacién particular, un gel o una composicion segun la invencion, ademas del acido hialurénico en forma
reticulada, puede comprender también acido hialurénico en forma no reticulada.

Una combinacion de este tipo de &cido hialurénico en forma libre y reticulada da lugar inmediatamente a hidratacion y
mantenimiento del volumen de la piel. Ademas, esto induce una estimulacion de los fibroblastos dérmicos debido
principalmente a la presencia de acido hialurdnico libre, y esta estimulacion de fibroblastos se prolonga a lo largo del
tiempo mientras el acido hialurénico reticulado se degrada in vivo. Desde un punto de vista funcional, la presencia de
acido hialurénico no reticulado hace posible mejorar significativamente las fuerzas de extrusion del gel a través de una
aguja, facilitando asi la fuerza que va a aplicar el profesional sanitario para inyectar el producto.

Administracion del gel de acido hialuronico reticulado inyectable estéril o composicion dermatoldgica

Un gel de acido hialurénico reticulado o una composicién segin la invencién se puede inyectar utilizando cualquier
modo conocido por los expertos en la técnica.

En particular, un gel o una composicion segun la invencién se puede administrar por medio de un dispositivo de
inyeccion adecuado para inyeccion intraepidérmica y/o intradérmica y/o subcutanea.

El dispositivo de inyeccidon se puede elegir de entre una jeringuilla, un conjunto de microjeringuillas, un dispositivo
laser, hidraulico, una pistola de inyeccion, un dispositivo de inyeccién sin aguja o un rodillo de microagujas.

Preferiblemente, el dispositivo de inyeccion se puede elegir de entre una jeringuilla o un conjunto de microjeringuillas.
Preferiblemente, un medio de este tipo puede ser una aguja hipodérmica o una canula.

Una aguja o canula segun la invencién puede tener un diametro que oscile entre 18 a 34 G, preferiblemente, entre 25
y 32 G, y una longitud que oscile entre 4 a 70 mm vy, preferiblemente, entre 4 a 25 mm.

De manera ventajosa, la aguja o canula es desechable.

De manera ventajosa, la aguja o canula se combina con una jeringuilla o con cualquier otro dispositivo para entregar
dicha composicion inyectable a través de la aguja o de la canula. Segun una variante de la realizacion, se puede
insertar un catéter entre la aguja/la canula y la jeringuilla.

De una manera conocida, el profesional sanitario maneja la jeringuilla manualmente o, de lo contrario, por medio de
un soporte de jeringuillas, tal como una pistola.

Kit
Segun otro aspecto de la presente invencidn, lo Ultimo se refiere a un kit que comprende lo siguiente:

- un envase que contiene al menos una dosis de un gel de &cido hialurénico reticulado o de una composicién segun
la invencién; y

- un dispositivo para inyectar en o a través de la piel o un dispositivo para microperforacién de la piel, dedicado a la
administracién de dicha dosis.

El envase es adecuado para el almacenamiento de al menos una dosis del gel o de la composicién segun la invencién.
El envase se puede disponer de modo que permita, ademas, que dicho gel o dicha composicién se muestree.

Por lo tanto, segin una primera realizacion, dicho envase se ranura de modo que permita que dicho gel o dicha
composicidén se muestree.

Por ejemplo, puede estar en forma de ampolla, de frasco o de capsula, en particular, de capsula blanda.
Preferiblemente, el envase puede ser monodosis y/o tener un extremo ranurado.

Segun una segunda realizaciéon, dicho envase tiene una tapa que permite el sellado hermético durante el
almacenamiento y que se puede perforar con una aguja o canula en el momento de su uso.
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Con respecto al dispositivo de inyeccion, este puede ser como se definié previamente y, preferiblemente, es
desechable.

Preferiblemente, el dispositivo de inyeccion es adecuado para una inyeccién intraepidérmica y/o intradérmica y/o
subcutanea.

Preferencialmente, dicho dispositivo es adecuado para la técnica de mesoterapia.
Uso

Segun todavia otro aspecto de la presente invencion, lo ultimo se refiere al uso de un gel de acido hialurdnico reticulado
o de una composicion segun la invencidn, para prevenir y/o tratar los signos cutaneos de envejecimiento cronolégico
y/o los signos cutaneos inducidos por factores externos tales como estrés, tabaco y/o exposicion prolongada a
radiacion UV.

Un gel de &cido hialurénico reticulado o una composicion segln la invencidn es ventajoso también en que se puede
utilizar para prevenir y/o tratar una modificacion en la apariencia de la superficie de la piel, una modificacién en las
propiedades viscoelasticas o biomecanicas de la piel, una disminucion en el metabolismo energético celular o
deshidratacion de la piel.

Un gel de acido hialurénico reticulado o una composicién segun la invencion es ventajosa de nuevo en que se puede
utilizar para rellenar defectos en el volumen de la piel, en particular, arrugas, y/o restaurar el aspecto radiante de la
piel.

Proceso de tratamiento

Segun otro aspecto de la presente invencion, lo Ultimo se refiere a un proceso de tratamiento cosmético de la piel que
comprende al menos una etapa de administracién, en o a través de la piel, de un gel de acido hialurénico reticulado o
de una composicién segun la invencion.

Segun una realizacién particular, la etapa de administracion se puede repetir por toda la superficie que se va a tratar
o en parte de la misma. La repeticién de las inyecciones hace posible crear una estratificacion tal que la composicién
segun la invencién se distribuye homogéneamente en la regién de la piel que se va a tratar.

Segun una realizacién particular, las regiones de la piel tratadas de manera ventajosa por medio de un proceso de la
invencion pueden ser la piel y los labios y, en particular, la piel de la cara, del cuello, del escote, de las manos, del
cuero cabelludo, del abdomen y/o de las piernas.

Un gel o una composicion segin la invencién se puede inyectar de manera ventajosa a nivel de las arrugas y lineas
finas.

Existen varias técnicas de inyeccion.

A modo de técnicas utilizables, se puede hacer mencién a la técnica del "bolo multiple" que consiste en realizar
inyecciones en la dermis superficial de una media de 0,05 ml de una composicién segun la invencién, denominada
bolo, dichos bolos estan separados entre si aproximadamente 1 cm. En particular, se recomienda esta técnica para la
caray el escote.

Se puede hacer mencién también a la técnica del "retroceso" que consiste en realizar inyecciones lineales de
seguimiento en la dermis superficial, introducir la aguja con un angulo de 45° a lo largo de la depresion en la piel y,
entonces, depositar la composicion segln la invencién en la dermis superficial mientras se retira cuidadosamente la
aguja.

Por Ultimo, se puede hacer mencion a la técnica de "puncién multiple" que consiste en realizar una rafaga de multiples
inyecciones de pequefas cantidades de composicidén segun la invencién en la epidermis. Los puntos de inyeccién se
encuentran muy cerca entre si, por ejemplo, aproximadamente cada 3 mm, y se distribuyen uniformemente sobre la
superficie que se va a tratar o formando una linea a lo largo de la arruga. En particular, esta técnica se recomienda
para unificar el cutis.

El proceso de tratamiento segun la invencién demuestra ser ventajoso también para prevenir y/o tratar los signos
cuténeos de envejecimiento o fotoenvejecimiento, en particular, elegidos de entre piel arrugada, piel que exhibe una
modificacién de sus propiedades viscoelasticas o bioquimicas, piel que exhibe una modificacion en la cohesion de sus
tejidos, piel adelgazada, piel que exhibe una modificacion en la apariencia de la superficie, debilitamiento de la piel.

El proceso de tratamiento segun la presente invenciéon demuestra ser ventajoso también para prevenir y/o tratar una
disminucion en el metabolismo energético celular o deshidratacién de la piel.

El proceso de tratamiento segun la presente invencion demuestra ser ventajoso también para rellenar defectos en el
volumen de la piel, en particular, arrugas, y/o restaurar el aspecto radiante de la piel.
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El proceso de tratamiento segun la presente invencién se puede llevar a cabo preferiblemente en una region
epidérmica, dermoepidérmica y/o dérmica, o, incluso, subcutanea.

Alo largo de la presente solicitud, la expresién "que comprende un/a" es sindnimo de "que comprende al menos uno/a"
y "entre... y..." y "que oscila entre... y..." y debe entenderse que incluye los limites.

Los siguientes ejemplos se dan por medio de una ilustracién no limitativa de la presente invencion.
Ejemplos

Ejemplo 1: Protocolo para preparar un gel de acido hialurénico reticulado con espermina como agente
reticulante

El acido hialurénico se disuelve a una concentracion de un 3 % (en peso) en agua. Después de obtener una disolucion
homogénea, una disolucion que contiene espermina (la = 96 % vendida por la empresa Sigma-Aldrich con el nombre
Sigma), EDC como activador (hidrocloruro de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida = 98,0 % vendido por la
empresa Sigma-Aldrich con el nombre Fluka) y HOBt como agente de unién auxiliar (hidrato de 1-hidroxibenzotriazol
= 97 % vendido por la empresa Sigma-Aldrich con el nombre Aldrich) se afiadieron a la disolucion de acido hialurénico.
El volumen de esta disolucion se define de modo que se obtiene una mezcla total que contiene un 2,3 % de acido
hialurénico.

El pH de esta disolucion se ajusta de modo que se obtiene un pH de la mezcla total de entre 5,5 y 6,5 antes de la
reaccioén, utilizando una disolucién diluida de HCIl o de NaOH.

Las cantidades de reactivos se ajustan segun el grado deseado de modificacion.

Estas oscilan entre 5x10% y 2x102 mol/mol de unidades repetitivas de &cido hialurénico para la poliamina, y entre 0,5
y 1 mol/mol de unidades repetitivas de acido hialurénico para el activador y el agente de unién auxiliar implicados en
la reaccion de union. Las estequiometrias utilizadas se indican en los ejemplos dados.

Para la reticulacion, el gel acuoso se expuso durante entre 7 a 24 h a 25 °C.

Después de la reticulacién, el gel obtenido se purificd por medio de varios bafios de dialisis durante un periodo de
entre 2 a 3 dias y, si fue necesario, se ajustd a pH fisiologico.

El gel acuoso obtenido después del lavado comprende una concentracion de &cido hialurénico de cerca de 20 mg/g.

Para facilitar las fuerzas de extrusion para que el gel pase a través de una aguja, se incorpora entonces &cido
hialurénico no reticulado y se homogeniza en el gel obtenido anteriormente.

La esterilizacion se lleva a cabo en una autoclave (calor himedo) a T° = 121 °C, para obtener un FO > 15 (valor de
esterilizacion).

Ejemplo 2: Preparacion de geles de acido hialurdnico reticulado que son segun la invencién (con espermina)
y comparativos (con HMDA)

Tres geles de &cido hialurdnico reticulado se prepararon de acuerdo con el protocolo definido en el Ejemplo 1 anterior.
Para estos tres geles, n HOBt = n EDC = n AH.

Estos tres geles difieren entre si en virtud de la naturaleza de la poliamina en consideracién y/o la relacion
"poliamina/acido hialurénico”, como se ilustra en la Tabla 1 a continuacién. La columna final [AH] indica la
concentracién de acido hialurénico de los geles obtenidos.

Tabla 1:
Gel reticulado Agente reticulante Estequiometria: n poliamina/n AH [AH], mg/g
A (comparativo) HMDA* 0,100 21
B Espermina 0,020 21
C Espermina 0,010 21

* HMDA=hexametilendiamina
n HOBt =n EDC = n AH

1) Caracterizacion del grado de modificacion de los geles A,By C

Protocolo de preparacién de la muestra
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Los geles A, By C se lavaron/precipitaron con isopropanol.

Los sélidos obtenidos se secaron y se solubilizaron entonces en D20, y se trataron en presencia de hialuronidasa (tipo
VI-S, Sigma, 3kU) en 1 ml de D20 para degradacién del gel, para obtener una matriz liquida para analisis.

La mezcla homogénea obtenida se analiza entonces por medio de RMN 'H.
Medicién del grado de modificacion

La caracterizacion de los respectivos grados de modificacién en los geles A, B y C se llevaron a cabo por medio de
espectroscopia de RMN.

Para las poliaminas, los picos del proton 'H para HMDA a 1,34 ppm y para espermina a 1,73 ppm se retienen como
referencias.

HMDA

6=1,34 ppm
H ~

H
HZN/\)%(\/V ’

H H

Espermina / 6 =173 ppm

H H
H
H
HZN/\/\EIW\/\/N 2
H H

El grado de modificacién de cada uno de los tres geles de &cido hialurénico reticulado se caracteriza entonces
utilizando la integral de estos picos de referencia segun la siguiente formula:

Integral 6H referencia
e )
Integral §scetamida
( 3 )

Grado de modificacion =

X: numero de protones del pico retenido para la medicion, es decir, 4 para espermina y HMDA.
0-Acetamida: cambio correspondiente al pico de acetamida de AH, por lo tanto, que comprende 3 protones.
El andlisis de RMN se lleva a cabo en un espectémetro Bruker Avance 1 que funciona a 400 MHz ('H).

Los distintos resultados y observaciones se resumen en la siguiente Tabla 2:

Tabla 2
GEL OH-ref (ppm) X Grado de modificacion (%)
A (HMDA control) 1,34 4 5,0
B 1,73 4 0,7
C 1,73 4 1,0

De la Tabla 2 anterior, se desprende que los grados de modificacion de los geles reticulados B y C segun la invencion,
en comparacién con aquellos del gel de control A, se reducen significativamente.

Por lo tanto, el acido hialurénico reticulado con espermina se modifica menos que el resultante de la reticulacion con
HMDA.

2) Caracterizacion de las propiedades mecanicas

a) Las propiedades viscoelasticas de los geles A, B y C se caracterizan por medio de la medicion de su coeficiente de
elasticidad G' (en Pa) y de su angulo de fase & (°), medidos a 1 Hz para una tensién de 5 Pa.
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La Tabla 3 a continuacién representa los valores medidos.

Tabla 3
Gel Barrido de amplitud (cono/plato)
G' (Pa) medidoat=5Pa 0 (°) medidoat =5 Pa 7 (Pa) medida en el cruce
A (HMDA control) 64 48,2 90
B 318 10,8 510
C 227 18,1 590

El gel de control A, aunque reticulado con una poliamina (HMDA), no es suficiente ya que, aunque el grado de
modificacién del acido hialurénico es alto, sus propiedades mecéanicas son débiles.

A pesar del reducido grado de modificacién, los geles B y C exhiben, por otro lado, un comportamiento reoldgico que
mejora significativamente en comparacion con el gel comparativo A.

b) La resistencia a la esterilizacion de los geles A, B y C se determina por medio de la caracterizacién de la pérdida
de coeficiente de elasticidad G' (en Pa) de estos geles después de la exposicion a una esterilizacién llevada a cabo
en una autoclave (calor himedo) a T° 2121 °C, de modo que se obtiene un FO > 15 (valor de esterilizacion).

La Tabla 4 a continuacién representa los valores medidos.

Tabla 4
Gel Barrido de amplitud (cono/plato) medido at =5 Pa
Pérdida G' (%)
A (HMDA control) 60 %
B 23 %
C 24 %

El gel de control A es una vez mas no satisfactorio ya que exhibe muy poca resistencia a la esterilizacién en
comparacion con los geles By C.
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REIVINDICACIONES

1. Gel de &cido hialurénico reticulado que deriva de la reticulacion de acido hialurénico o de una sal del mismo en
presencia de al menos una cantidad eficaz de al menos una poliamina enddégena como agente reticulante, dicha
poliamina enddégena siendo elegida de entre espermidina, espermina y una mezcla de las mismas, dicha reticulacién
se lleva a cabo en condiciones favorables a la union covalente de dicho acido hialurénico y dicha(s) poliamina(s)
enddgena(s), dicho gel tiene un grado de modificacién inferior o igual a un 1 %, el grado de modificacion es la relacién
entre el niumero de moles de la poliamina enddgena unida al &cido hialurénico y el numero de moles del acido
hialurénico que forma dicho gel reticulado.

2. Gel segun la reivindicacién 1, en donde dicha poliamina enddgena es espermina.

3. Gel segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la union se lleva a cabo en presencia de al
menos un activador, en donde, cuando sea apropiado, en combinacién con al menos un agente de unién auxiliar,
dicho activador se elige preferiblemente de entre carbodiimidas solubles en agua, tales como 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida  (EDC), 1-etil-3-(3-trimetilaminopropil)carbodiimida  (ETC), 1-ciclohexil-3-(2-
morfilinoetil)carbodiimida (CMC) y también sales de las mismas y mezclas de las mismas y, en particular, se representa
por EDC, y dicho agente de unién auxiliar, cuando esta presente, se elige preferiblemente de entre N-
hidroxisuccinimida (NHS), N-hidroxibenzotriazol (HOBt), 3,4-dihidro-3-hidroxi-4-oxo-1,2,3-benzotriazol (HOOBt), 1-
hidroxi-7-azabenzotriazol (HAt) y N-hidroxisulfosuccinimida (sulfo NHS) y mezclas de los mismos y, en particular, se
representa por HOBt.

4. Gel segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicho gel tiene un grado de modificacién entre
un 0,1 % y un 1 % y, mejor aun, entre un 0,4 % y un 0,8 %.

5. Gel segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicho gel tiene un coeficiente de elasticidad
(G") de entre 20 y 1000 Pa, preferiblemente, entre 40 Pa y 400 Pa, en combinacién con un angulo de fase (8) inferior
a 45°.

6. Gel segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicho gel tiene un barrido de tensién cruzada
superior a 100 Pa.

7. Proceso para preparar un gel de acido hialurénico reticulado como se define segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, que comprende al menos las etapas que consisten en lo siguiente:

a) proporcionar un gel acuoso de acido hialurénico o una sal del mismo, en estado no reticulado,

b) poner en contacto el gel obtenido en la etapa a) con una cantidad eficaz de al menos una poliamina endégena,
dicha poliamina endégena siendo elegida de entre espermidina, espermina y una mezcla de las mismas, v,
opcionalmente, en presencia de un agente de reticulaciéon suplementario,

c) reticular dicha mezcla formada en la etapa b), dicha reticulacién se lleva a cabo en condiciones favorables a la unién
covalente de dicho acido hialurénico y de dicha(s) poliamida(s) enddgena(s),

d) recuperar dicho hidrogel reticulado y, opcionalmente,

e) parar la reticulacion al exponer el gel reticulado a condiciones favorables para parar la reticulacion del mismo, esta
etapa opcional e) se lleva a cabo antes, a la vez o después de la etapa de recuperacién d).

8. Proceso segun la reivindicacion 7, en donde la(s) poliamina(s) enddgena(s) es(son) espermina.

9. Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 7 y 8, en donde la(s) poliamina(s) endogena(s) se utiliza(n) en un
contenido de entre un 0,1 % y un 3 %, preferiblemente, entre un 0,5% y un 1,5 %, por nimero de moles de
poliamina(s) en relacién al nimero de moles del acido hialurénico que esta presente en la mezcla de la etapa b).

10. Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en donde el acido hialurénico o una sal del mismo utilizado
en un contenido de entre un 0,5 % y un 12 % en peso, preferiblemente, entre un 1 % y un 4 % en peso, en relacién al
peso total de la mezcla obtenida al final de la etapa b).

11. Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, en donde se utiliza (i) hialuronato de sodio, (ii) espermina,
como agente reticulante, y (iii) EDC en combinacion con HOBt, como, respectivamente, activador y agente de unién
auxiliar.

12. Composicién dermatoldgica inyectable estéril que comprende, en un medio fisiolégicamente aceptable, al menos
un gel de acido hialurénico reticulado como se define segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

13. Composicién cosmética o dermatoldgica que comprende al menos un gel de acido hialurénico reticulado como se
define segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.
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14. Kit que comprende lo siguiente:

- un envase que contiene al menos una dosis de un gel de &cido hialurénico reticulado como se define segun cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 6 o de una composicion como se define en la reivindicacion 12;y

- un dispositivo para inyectar en o a través de la piel o un dispositivo para microperforacién de la piel, dedicado a la
administracion de dicha dosis.

15. Uso de un gel de acido hialurénico reticulado como se define segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o de
una composicion como se define en la reivindicacion 12, para rellenar defectos en el volumen de la piel y, en particular,
para rellenar arrugas.

16. Proceso de tratamiento cosmético de la piel, que comprende al menos una etapa de administracion, en o a través
de la piel, de un gel de acido hialurénico reticulado como se define segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o
de una composicion como se define en la reivindicacion 12.
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