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DESCRIPCION
Procedimiento para preparar un gel reticulado

La presente invencién se refiere a un nuevo método para preparar hidrogeles basados en un polimero reticulado,
mas particularmente que se derivan de polisacéarido, siendo el polisacarido acido hialurénico o de una de sus sales.

La presente invencién propone, en particular, un procedimiento que hace posible obtener una calidad de hidrogel
gue es particularmente ventajosa para el relleno de larga duracion de defectos volumétricos de la piel.

El 4cido hialurbnico es conocido por sus propiedades viscoelasticas y también por su gran propensioén a absorber
agua. Sus propledades explican en gran medida la elasticidad de la piel. Sus biocompatibilidades, tolerancia y
ausencia de toxicidad son tales que durante mas de diez afics esta molécula ha tenidc aplicaciones en campos
medicos y cosméticos.

El acido hialurénico se utiliza especialmente para rellenar arrugas.

Las arrugas se originan mas particularmente a partir de un debilitamiento local de la estructura de la dermis. Por lo
tanto, la inyeccion en la dermis de un hidrogel polimérico reticulado en las arrugas a tratar hace posible reducir, o
incluso eliminar la depresion de la epidermis. Las inyecciones se llevan a cabo utilizando jeringas pre-cargadas que
contienen el hidrogel estéril. Sin embargo, las depresiones mas profundas requisren la inyeccién de geles
relativamente viscosos.

Se sabe, en general, que cualquier molécula es mucho més resistente a la degradacion y al calor cuando se reticula.
Por lo tanto, se conoce la ventaja de reticulacion de acido hialurdnico. Este acido hialurdnico reticulado es, ademas,
mucho mas estable en el cuerpc gue la molécula de &cido hialurénico. También es mas capaz de resistir la
esterilizacion en un autoclave.

Ya se ha propuesto un ciertoc nimerc de procedimientos para preparar geles reticulados de polimeros, o inclusc de
polisacaridos. En general, estos procedimientos requieren dos etapas principales, 1a primera consiste en disolver €l
polimero en cuestién en un medio adecuado para su homogenseizacion y la segunda pretende afadir un agente
capaz de inducir la reticulacidn del mismo. Dependiendo de las condiciones especificas utllizadas para la
reticulacién, resulta posible ajustar la viscosidad o también las propiedades reolégicas del hidrogel reticulado
formado.

A modo de ilustracién de estos procedimientos, se pueden mencionar especialmente los procedimientos descritos en
el documento US 2006/0105022, que comprende el uso de una mezcla que comprende al menos 10% de acido
hialurénico, un agente reticulante y agua en condiciones acidas o basicas, en el documento WO 2006/056204, que
comprende una etapa de tratar el gel de acido hialurénico reticulado con divinilsulfona y en el documento US
2007/0036745, que da como resultado un gel cohesivo partiendo de un polimero hialurbnico reticulado con
divinilsulfona (DVS).

Sin embargo, todos estos procedimientos no dan una satisfaccion completa.

Como se deduce de lo anterior, la reticulacion hace que sea necesario tener primero una disolucién homogénea del
polimero de partida.

Sin embargo, para disclver un polimero, tal como &cido hialurdnico, la disolucidn se debe llevar a cabo con agitacién
suave, a fin de preservar, lo mejor posible, la integridad y el tamafic inicial de las cadenas poliméricas, del orden de
varios millones de Dalion en el caso del &cido hialurdnico. Para satisfacer esta limitacidn, esta etapa de
homogeneizacion se lleva a cabo convencionalmente con una agitacién mecanica muy reducida vy, por lo tanto, debe
prolongarse en el tiempo, por ejemple hasta 12 horas, o que, a escala industrial, resuita perjudicial.

Con respecto a la reticulacion, que condiciona las cualidades del hidrogel reticulado final, también es importante que
sea uniforme en el gel.

Sin embargo, los procedimientos actuales no posibilitan dar a un gel un grado idéntico de reticulacion en ningln
punto. De hecho, estos procedimientos generalmente requieren formular el polimero dentro de un receptaculo, tal
como recipientes o tanques {lote) gue no permiten una difusién uniforme de las condiciones ambientales necesarias
para gue fenga lugar la reticulacion o su detencion, especialmente en el casc de una reticulacion estatica. Esto da
como resultado geles reficulados que pueden tener una disparidad relativa en términos de grado de reticulacion,
afectando esta uniformidad, por supuesto, a sus cualidades.

2



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 647 547 TS5

Finalmente, con respecto al usc para el que estan destinados estos geles, es importante asegurarse de que tengan
cualidades sanitarias irreprochables. Esta inocuidad podria reforzarse especialmente  minimizando
considerablemente los contactos de los diversos medios adquirides en estos procedimientos con el entorno externo.

La presente invencién tiene como objetivo precisamente proponer un procedimiento que haga posible responder
favorablemente a las restricciones mencionadas anteriormente.

Por lo tanto, los autores de la invencion han descubierto que es posible no solo mejorar la homogeneizacion del
polimerc antes de la reticulacion, sino también mejorar la progresion correcta del proceso de reticulacion, sujeto al
uso de todas las etapas necesarias para su conversién en un gel reticulado dentro de una cavidad hermética
especifica.

De acuerdo con una realizacion particular, el procedimiento comprende, ademas, una etapa f) de detener la
reticulacion que consiste en exponer el gel reticulado a condiciones que conducen a detener su reticulacion, siendo
posible llevar a cabo esta etapa antes, junto con ¢ después de la etapa de recuperacion e).

De acuerdo con una realizacion particular, el procedimiento comprende, ademas, una etapa f} de detener la
reticulacion que consiste en exponer el gel reficulado a condiciones que conducen a detener su reticulacién, siendo
posible lievar a cabo esta etapa antes, junto con o después de |a etapa de recuperacion e).

De acuerdo con una variante de realizacion preferida, la etapa f) se lleva a cabo antes de la etapa de recuperacion
e).

De acuerdo con esta realizacién ventajosa, todas las etapas a) a d) y f) se lievan a cabo dentro de dicha cavidad. La
reticulacion se detiene exponiendo el gel presente en la cavidad hermética a condiciones gue conducen a detener la
reticulacion.

De acuerdo con una realizacién preferida, el receptaculo en el que esta hecha la cavidad puede sstar provisto de
medios de sellado, por una parte propicia a la incorporacidén de reaccionantes y, por otra parte, adecuados para
garantizar una hermeticidad total durante las stapas b) a d}, o inclusc a) y f}.

Sin embargo, esta hermeticidad también puede obtenerse mediante el ajuste del receptaculo dentro del aparato
utilizado para asegurar la homogeneizacién de la etapa b).

De acuerdo con una realizacion particular, la etapa a) de dicho procedimiento se caracteriza por el hecho de que la
cavidad confiene inicialmente el polimero o una de sus sales, introduciéndose dicho medic acuoso
consecutivamente o viceversa.

De acuerdo con una variante de realizacidn preferida, dicha cavidad esta hecha dentro con una bolsa deformable.

Ventajosamente, el gel de polimero obtenido es un gel de fase Unica y mdas particularmente un gel sélido, es decir
despojado de la capacidad de fluir bajo su propio peso tal como, por gjemplo, una goma.

Ventajosamente, el gel de polimero obtenido es un gel de fase Unica y mdas particularmente un gel sélido, es decir
despojado de la capacidad de fluir bajo su propio peso tal como, por gjemplo, una goma.

Contra toda expectativa y como se desprende de los tests presentados mas adelante, el hecho de llevar a cabo la
homogeneizacion y la reticulacién en una cavidad como se definid arriba, y mas particularmente una bolsa
deformable, hace posible obtener una calidad de hidrogel que no puede obtenerse por medio de un procedimiento
convencional, es decir, en el que todas las operaciones se llevan a cabo dentro de un recepticulo abierto y solido,
es decir, un receptaculo no hermético e indeformable.

Las propiedades de deformabilidad del receptacule de acuerdo con la invencién y su naturaleza hermética hacen
posible, aparentemente, llevar a cabo las etapas de homogeneizacién y reticulacién en condiciones éptimas gue dan
como resultado un gel reticulado que liene propiedades de inyectabilidad mayores que las mostradas por un gel
obtenido de acuerdo con un procedimienic convencional. Las propiedades de inyectabilidad en cuestion de acuerdo
con la invencién son las mostradas por el gel reticulado, recuperado una vez que se ha detenido la reticulacion, es
decir, sin un tratamiento complementario.

Por o tanto, el procedimiento de acuerdo con la invencién posibilita una agitacion de acuerdo con la etapa a) por
deformacion de la pared 0 de todas las paredes deformables que delimitan la cavidad, o incluso del receptaculo
cuando se trata de una bolsa, gue contiene dicho gel.
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Las ventajas de esta técnica se caracterizan por una homogeneizacidon que es suave, esta optimizada, es rapida y
sin el riesgo de contaminacién del producto.

A este respecto, debe sefialarse que el procedimiento de la invencion es ventajosamente compatible con la
implementacién de polimeros que tienen un peso molecular muy alto, por ejemplo mayor que 4 MDa, a diferencia de
los métodos convencionales de homogeneizacion.

De hecho, los métodos convencionales muestran una limitacién con respecto al peso molecular de los polimeros en
la medida en que la alta viscosidad exhibida por los geles obtenidos a partir de dichos polimeros no es adecuada
para obtener una homogeneizacién satisfactoria.

Con respecto a la reaccién de reticulacion, ésta también se puede llevar a cabo en condiciones 6ptimas, con
respecto, por una parte, a la buena homogeneidad del gel obtenido al final de la etapa b) y, por ofra parte, a la
naturaleza del receptaculo que contiene dicho gel. Ventajosamente, este receptacuio hermético puede estar
directamente expuesto, en su totalidad, a las condiciones ufilizadas para la reficulacion.

Por ejemplo, en el caso de una reticulacidén por medios térmicos, esto dltimo se puede llevar a cabo ventajesamente
sumergiendo directamente el receptaculo, por ejemplo la bolsa, en un bafic termostalizado a una temperatura que
conduzca a esta reticulacion, que de este modo permita asegurar una excelente conduccion de calor y un gradiente
de temperatura homogéneo en todo el volumen del gel.

El procedimiento de acuerdo con la invencion también resulta particularmente ventajoso desde el punto de vista de
la inocuidad en la medida en que minimiza eficazmente los contactos del gel no reticulado, luego reticulado, con la
atmosfera.

Finalmente, otra ventaja sustancial desde un punto de vista industrial del proceso de acuerdo con la invencién radica
en su compatibilidad con una implementacién de la stapa de reticulacién sobre una cantidad de material
sustancialmente mayor que la que se puede contemplar con los procedimientos actuales.

1) Receptaculo

Como se especifica anteriormente, el procedimiento de acuerdo con la invencidén implementa un receptaculo
hermético en el que estd hecha una cavidad delimitada, al menos parcialmente, por una pared deformable.

En la Figura 1 que figura mas adelante, se representan diversas realizaciones de un receptaculo de este tipo.

Por ejemplo, la Figura 1b representa una realizacion provista de una Unica pared deformable colocada en la
supeificie de un marco que forma una cavidad hermética.

Ventajosamente, todas las paredes que delimitan la cavidad son deformables.

Una bolsa, tal como las ilustradas en las Figuras 1a, 1c, 1d y 1e, es especialmente representativa de esta
realizacion.

En primer lugar, la pared deformable, o incluso la bolsa, tiene propiedades mecanicas que se ajustan para soportar
las tensiones ejercidas, especialmente internamente, durante la homogeneizacién y durante fa manipulacion del
receptaculo, con el fin de evitar cualquier riesgo de rasgado.

Como se especifica anteriormente, la pared deformable o la bolsa fiene un grado de deformabilidad tal que puede
deformarse manualmente, es decir, bajo el efecto de una presién gue resulta, por ejemplo, de una simple palpacion.

Tal como se especifica mas adelante, esta presion también se puede aplicar mecanicamente.

El grado de deformabilidad de la pared deformable puede ser tal que, de acuerdo con una realizacién particular,
permita el contacto, especialmente cuando la cavidad esta vacia, de la pared deformable con la cara que es opuesta
a la misma.

Ademas, dicha pared, o incluso dicha bolsa, que es capaz de ser sometida a condiciones especificas de
temperatura, especialmente con respecto a la etapa de reticulacién, exhibe propiedades de resistencia a grandes
variaciones de temperatura, por ejemplo de 0 a 140°C.
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El receptaculo, ¢ inclusc la bolsa, de acuerdo con un aspecto practico, pero también con vistas a limitar lo mas
posible los contactos con el entorno exterior, tienen una naturaleza hermética.

Sin embargo, el receptaculo de acuerdo con la invencién puede estar equipado ventajosamente con un sistema o
lumbrera de apertura, preferiblemente resellable, y adecuado para introducir cualquier compuesto utilizado para la
fabricacion de un gel de acuerdo con la invencién.

Estos sistemas de aperiura se ilustran especialmente en las Figuras 1cy 1d.

Este sistema puede ser adecuado, por gjemplo, para introducir, por ejemplo a través de una aguja, componentes
adicionales dentro de dicha cavidad (Figura 1d).

Por lo tanto, la cavidad puede contener inicialmente el polimero y el medio acuoso se introduce posteriormente alli a
través de un sistema de apertura de este tipo.

Se puede prever especialimente un sistema o lumbrera de apertura similar al descrito en el documentc EP O 812
158.

De acuerdo con otra alternativa, cuando el receptaculo es una bolsa, el sistema de cierre puede tener la forma de al
menos una lengiieta colocada en el borde superior de la bolsa y a lo largo de toda la longitud de 1a parte posterior de
la misma, estando los bordes laterales de dicho lenglieta posiblemente doblados en la periferia (Figura 1e).

De acuerdo con aun otra alternativa, el sistema de cierre de dicha bolsa tiene forma de una cremallera, similar a las
que se pueden encontrar en determinadas bolsas de alimentos (Figura 1c).

Ventajosamente, la o las membranas deformables constituyentes de dicho receptaculo tiene (tienen) un grosor entre
10 ymy 1 mm, preferiblemente entre 40 ymy 0.3 mm.

El volumen de dicha cavidad también es adecuado para la cantidad total de compuestos utilizados para la
fabricacion de un hidrogel de acuerdo con la invencién.

De acuerdo con una realizacién particular, la cavidad tiene un volumen tal que dicho medio en cuestién en la etapa
a) llena al menos 1/10, preferiblemente al menos 1/5 del mismo.

La cavidad en cuestion de acuerdo con fa invencion tiene praferiblemente un volumen dei orden de 50 a 10 000 cm?,
preferiblemente de 200 a 4000 cm®,

Dicha cavidad puede tener ventajosamente una forma regular, por ejemplo cuadrada o rectangular, o bien ser de
tipo de caja pequeia, tal como las presentadas en la Figura 1.

El receptaculo en cuestidn de acuerde con la invencién puede prestarse ventajosamente a un almacenamiento del
medio gue contiene en una atmosfera inerte, o incluso en vacio.

Ventajosamente, este receptaculo estd hecho de un material gue es inerte con respecto a los diversos compuestos
utilizados para la fabricacién de un hidrogel de acuerdo con la invencion.

La pared deformable o la bolsa esta hecha, ademas, de un material que hace posible dar satisfaccion con respecto a
las caracteristicas mecéanicas arriba descritas. Este material se puede elegir especialmente entre los polimeros de
plastico tales como, en particular, polietileno de calidad farmacéutica para su usc en la industria farmaceéutica o
biomédica.

Con respecto al destinc de los productos que resultan de un procedimiento de acuerdo con la invencion, el
receptaculo es ventajosamente estéril. Para cumplir este requisito, este Gltimo, antes de su uso, también puede
envasarse en un envase estéril.

Con el fin de facilitar la implementacion de un procedimiento de acuerdo con la invencion, al menos unoc de los
componentes del receptaculo es preferiblemente transparente ¢ estd en un material que es lo suficlentemente claro
como para poder observar los cambios llevados a cabo internamente.

Como se especifica arriba, de acuerdo con una variante preferida, el receptaculo es una bolsa.
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Una realizacion especifica de esta variante preferida puede consistir en una bolsa de dos caras gue tiene,
preferiblemente a lo largo de uno de sus bordes, un medio de cierre de tipo rosca sobre el que se puede enroscar
una tapa (Figura 1d) o también un medio de cierre del tipo cremaliera/deslizamiento (Figura 1c¢).
De acuerdo con otra realizacion particular, la bolsa es una bolsa de compartimiento Unico.
Por lo tanto, una variante consiste en tener una bolsa que puede estar vacia o gue comprende de antemano:

- al menos un medio acuoso o al menos el polimero o sal de polimero a reticular;

- o al menos un medio acuoso gue comprende yva dicho polimero o sal de polimero a reticular.

De acuerdo con adn otra realizacién particular, la bolsa es una bolsa multi-compartimientos, y més particularmente
una bolsa de dos compartimientos.

Por lo tanto, la bolsa puede tener al menos dos compartimientos separados entre si por una membrana que es
estanca, pero lo suficientemente débil como para romperse bajo la accién de una compresién, estando destinado
cada uno de los compartimientos para almacenar al menos un compuesto utifizado para la fabricacién de un gel de
acuerdo con la invencién.

De acuerde con una primera alternativa, el primer compartimiento comprende al menos un medio acuoso, y el
segundo compartimientc comprende al menos un polimero o sal de polimero.

De acuerdo con una segunda alternativa, el primer compartimiento comprende al menos una mezcla de al menos un
medio acuosc en combinacidn con al menos un polimero o sal de polimero, y el segundo compartimiento comprende
al menos un agentie reticulante.

De acuerdo con una tercera realizacion particular, la bolsa es una bolsa de tres compartimientos, pudiendo estar
dedicado cada uno de los compartimientos, respectivamente, para envasar el polimero a reticular, el medio acuoso y
el agente reticulante.

Sin embargo, las dos Ultimas realizaciones no estan favorecidas con respecto a la falta de estabilidad de
determinados agentes reticulantes.

Las realizaciones arriba descritas hacen posible eliminar cuaiquier etapa que requiera el contacto del gel con el
entorno exterior, reduciendo de esta manera de forma significativa los riesgos de contaminacion.

I Procedimiento

Un procedimiento de acuerdo con la invencion requiere, en primer lugar, tener una cavidad que comprenda al menos
un medioc acuoso con al menos un polimero o sales poliméricas.

Esto se refiere mas particularmente a la etapa a).

De acuerdc con una alternativa, la cavidad de acuerdo con la invencién puede contener sélo uno de los dos
compuestos, siendo introducido el segundo posteriormente en el mismo.

En la realizacion en la que el receptaculo es una bolsa de dos compartimienios en la que los diversos compuestos
pueden separarse ventajosamente entre si dentro de compartimientos respectivos, la etapa a) implica romper
primero la membrana que separa estos dos compartimentos, por ejemplo, mediante simple presién.

1) Homogensizacién

De acuerdo con la invencién, el receptaculo en cuestion de acuerdo con la invencion permite una homogeneizacion
mejorada de los compuestos utilizados para la formacién de un hidroge! de acuerdo con la invencion.

El término "mejorado” se entiende, dentro del significado de la invencién, en el sentido de una calidad de
homogeneizacion mayor gue la observada con los procedimientos convencionales, pero también un tiempo de
homogeneizacién reducido.
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El objetivo de la homogeneizacion es mas particularmente disclver completamente el polimero en el medio acuoso y
disponer la formacion de las cadenas de dicho polimero con el fin de activar el dUltimo en preparacién para la
reticulacion.

La homogeneizacion se considera satisfactoria cuando la disolucidén obtenida tiene una coloracién homogénea, sin
aglomerados, y una viscosidad uniforme.

Como se especificd previamente, la homogeneizacién debe ser lo suficientemente suave como para limitar fa
degradacion de las cadenas de polimero.

Esta etapa es incluso mas importante cuando el polimero tiene un alto peso molecular. Esic se debe a que la
hidratacion de un compuesto de este tipo tiene la tendencia a conducir a la formacién de una disolucién de alta
viscosidad dentro de la cual se ohserva cominmente la aparicién de grumos.

De acuerdo con la invencién, la pared deformable, o incluso la bolsa, tiens un grado de deformabilidad tal que la
homogeneizacién, considerada en la etapa b), se lleva a cabo mediante deformaciones mecanicas, opcionalmente
sucesivas, de la cara exterior de la pared deformable, o incluso de 1a bolsa.

Las deformaciones en cuastion en la presente solicitud se pueden llevar a cabo utilizando cualquier medio conocido
por una perscna experta en la técnica. La homogeneizacion puede llevarse a cabc manualmente, en particular
mediante simples compresiones manuales sucesivas de las caras exteriores de la pared o de dicha bolsa, por
ejemplo mediante palpaciones.

De acuerdo con otra alternativa, las deformaciones se pueden llevar a cabo mecanicamente, por ejemplo utilizando
un dispositivo del tipo "molino de paletas”, cominmente utilizado para la preparacion de muestras biologicas.

De acuerdo con una de estas realizaciones, el receptaculo se coloca en el dispositivo, luego se lleva a cabo la
homogeneizacién en virtud de un sistema de dos cuchillas una al lado de la otra que alternativamente presionan la
pared deformable o al menos una de las paredes deformables siguiendo un movimiento hacia adelants y hacia atrés.

De acuerdo con otra realizacion, el receptaculo puede colocarse sobre una cinta transportadora que ejerce un
movimiento hacia adelante y hacia atrds, en la proximidad de la cual estd posicionado al menos un rodillo, estando
dicho rodillo colocado a una distancia tal que ejerce una compresién sobre la pared deformable o al menos una de
las paredes deformables durante el paso de la misma y asi genera una deformacion de este Gltimo que conduce a la
homogeneizacion.

De acuerdo con ain otra realizacién, una bolsa de acuerdo con la invencidn puede exponerse a un movimiento
hacia adelante y hacia atras entre dos rodillos diametraimente opuestos, gjerciendo cada uno de elios, durante el
paso de dicha bolsa, una compresion schre cada una de las caras externas ds la bolsa.

Un tiempo de homogeneizacion satisfactorio depende de la naturaleza del polimero, y mas particularmente de su
peso molecular, de su concentracion, de las condiciones de funcionamiento dentro del medio acuoso y también del
dispositivo de homogeneizacion utilizado.

Los tiempos de homogeneizacion hacen posible obtener un hidrogel suficientemente homogéneo gue cae dentro del
conocimiento general de una persona experta en la técnica.

Preferiblemente, el procedimiento de acuerdo con la invencién permite un tiempo de homogeneizacién de menos de
400 minutos, en particular de menos de 150 minutos, inciuso comprendido entre 30 y 100 minutos.

Cuando la disclucién del polimero o mezcla de polimeros en el discivente acuoso no es completamente satisfactoria,
se aplican tantos ciclos de agitacion como sea necesario.

Por ejemplo, el tiempo de homogeneizacion necesario para obtener un gel satisfactorio, partiende de hialuronato
sodico de peso molecular superior a 0,5 MDa y un molino de paletas, es de alrededor de 40 a 120 minutos.

De acuerdo con una realizacion particular, la homogeneizacién se puede llevar a cabo en primer lugar mediante
palpacion, utilizando luego un dispositivo mecanico.

De acuerdo con aln otra realizacion, estos diversos medios de homogeneizacién pueden utilizarse alternativamente.

2} Reticulacion
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Tal como se mencioné previamente, una etapa de este tipo requiere condiciones particulares que dependen
simultaneamente de la naturaleza del polimero, de su peso molecular, del medic acuoso y de la naturaleza del
agente reticulante.

El término "condiciones” también se entiende que designa el elemento que inicia la reticulacién tal como, por
ejemplo, calentamiento o exposicién a UV.

La eleccidn de los medios de iniciacidon adecuados para obtener un gel reticulado cae dentro del conocimiento
general de una persona experta en la técnica.

Ventajosamente, la etapa de reticulacion se lleva a cabo por medios térmicos.

A este respecto, un elemento de iniciacion de tipo "calentamienio” puede lograrse mediante:

- inmersidn del receptaculo, o incluso de la bolsa, en un bafio que contiene un fiuido caliente;

- exposicién de este dltimo a radiacion de determinadas longitudes de onda de tipo UV, por ejemplo, a
radiacién de microondas ¢ también a radiacién infrarroja.

En el caso de reticulacion por medios térmicos, el receptaculo en cuestion de acuerdo con la invencion, y mas
particularmente la boisa, hace posible mantener una misma temperatura en cualquier punto del gel que contiene. A
partir de alli se produce una reticulacion optimizada en términos de homogeneidad.

Los medios de calentamiento y su intensidad estan, por supuesto, ajustados con raspecto al método de reticulacion,
el grado de reticulacion y la viscosidad del gel que se desean.

Una temperatura particularmente adecuada para la stapa de reticulacion de 4cido hialurdnico en presencia de un
agente de reticulacion tal como BDDE esta entre 40 y 65°C.

Sin embargo, otros métodos también son ventajosamente compatibles con el receptaculo en cuestion de acuerdo
con {a invencion, tales como:

- irradiacion utilizando radiacién ionizante, tal como el procedimientc descrito en el documentio US
2008/0139736;

- reticulacion enzimatica.

El grado de reticulacién también depende del tiempo de reticulacién impuesto a los geles. Cuanto mas largo sea el
tiempo, mayor sera, sin embargo con un éptimo gue no debe excederse, el riesgo de degradar el agente reticulante
y/o el polimero.

Por lo tanto, la etapa de reticulacion puede ilevarse a cabo durante un tiempo que oscila entre 30 y 300 minutos,
preferiblemente entre 100 y 200 minutos.

Ventajosamente, las condiciones de reticulacion se ajustan para obtener un grado de reticulacion tal que el gel
formado sea un gel viscoso, viscoelastico o incluso sélido.

De acuerdo con una realizacién particularmente preferida, la etapa de reticulaciéon de hialuronato de sodio se lleva a
cabo en un medio basico, disponiendc la bolsa que contiene el gel correspondiente en un bafic tfermostatizado
llevado a una temperatura de alrededor de 50 a 55°C, durante un pericdo de 2 a 4 horas.

Con el fin de distribuir homogéneamente el agenie reticulante dentro de la disolucién viscosa de acido hialurdnico,
se puede prever una etapa de homogeneizacion posterior a la adicién de dicho agente en la bolsa. Dicha operacién
puede tener lugar mediante palpaciones y/o agitacion mecanica en el caso de una bolsa, o mediante cualquier otro
medio adecuado, a lo largo de un periodo que oscila entre 15 y 20 minutos.

3) Detener la reticulagion

Tal como se sabe previamente, la detencion de la reticulacion {etapa f)) puede tener lugar antes, junto con o
después de la etapa e) de recuperacion del gel.

Dicha etapa, de acuerdo con un procedimiento de acuerdo con la invencién, requiere exponer el gel reticulado o gel
en el proceso de ser reticulado, o incluso el receptaculo que lo contiene, a condiciones que conducen a la detencion
de la reficulacién, o bien a condiciones capaces de detener la formacion de enlaces entre las diversas cadenas
poliméricas.
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De acuerdo con una variante de realizacion preferida, la etapa f) se lleva a cabo antes de la etapa ). De acuerdo
con esta realizacién ventajosa, todas las etapas a) a f) se llevan a cabo dentro de dicha cavidad, y la detencion de la
reticulacion consiste entonces en exponer el gel todavia presente en la cavidad hermética a condicicnes gue
conducen a esta detenciéon de la reticulacion.

Por ejemplo, con respecto a las condiciones térmicas que se habrén aplicado con el fin de iniciar el procesc de
reticulacion, la reticulacion puede detenerse:

- por simple retirada del receptaculo del bafic termostatizado, luego por enfriamiento hasta que regrese a la
temperatura ambiente;

- colocando el receptaculo en un bafic de agua fria, preferiblemente a una temperatura por debajo de la
temperatura ambiente, hasta que la temperatura dentro de dicho receptaculo esté préxima a la temperatura
ambiente; 0

- extrayendo el gel de dicho receptaculo.

En el caso de reticulacion por radiacion, esto se detiene al detener la exposicién de dicho gel a la radiacion.

El gel reticulado, asi obtenido, puede, por ejemplo, desmoldearse de dicho receptacule, por ejemplo, mediante una
simple apertura del receptdcule o también mediante laceracion de la pared deformable ¢ una de sus paredes
deformables.

El receptaculo también puede estar provisto de un sistema de apertura que hace posible extraer, o incluso
desmoldear, el gel reticulado en su totalidad sin dafar su estructura.

El gel reticulado obtenide al final del procedimiento tal como se describié previamente no es generalmente invectable
directamente, debido, en particular, a su concentracién de polimero excesivamente alta y la posible presencia de
residuos de agentes de reticulacion, o bien a sus condiciones fisiologicas o de pH.

Sin embargo, después de una simple expansién en un medio acuoso, este gel obtenido ya tiene un perfil de
inyectabilidad que se mejora con respecto a lo que tienen los geles convencionales, tal como se ilustra en las
Figuras 5,6y 7.

El gel obtenide al final de la implementacién del procedimiento tal como se describié previamente puede tener
especialmente una rigidez demasiado alta como para ser inyectado en un paciente tal como esta.

Por consiguiente, se pueden llevar a cabo varias etapas adicionales, conccidas por una persona experia en la
técnica.

Més particularmente, se requiere un paso de neutralizar y expandir este gel con el fin de darle sus cualidades de
implante. Las cadenas de la red de polimero se estiran e hidratan entonces, mientras que el pH se lleva al de la
dermis.

También se puede llevar a cabo una etapa de proteccidn y de redensificacién del gel con el fin de mejorar
adicionalmente las cualidades de! implante, de acuerdo con el conocimiento de una persona experta en la técnica. El
gel debe formularse fisioldgicamente en virtud de la presencia de sales en cantidades equivalentes a las del medio
inyectado.

Para una pureza mejorada adicionalmente, se puede llevar a cabo, ademas, una etapa de purificacion adicional.

La Gltima etapa consiste en llenar una jeringa con el gel, la cual se lleva a cabo bajo condiciones atmosféricas
controladas, seguidc de una esterilizacion térmica final gue tiene lugar inmediatamente después del llenado de la
jeringa.

i) Polimero

El términc "polimero” de acuerdo con la invencién se entiende que significa cualquier macromolécula constituida por
el enlace repetido de una y la misma unidad o de unidades diferentes, conectadas entre si mediante enlaces
covalentes.

Un polimero se selecciona mas particularmente con respectc a las propiedades en las gue se desea ver el gal
reticulado obtenido de acuerdo con la visualizacion de la invencién. Mas particularmente, dicho polimero debe tener
una buena biocompatibiiidad.



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 647 547 TS5

Por lo tanto, un polimero o sal de polimero fisiclégicamente aceptable puede ser de origen natural o sintético.

Los polimeros adecuados para la invencion son polisacéaridos siendo los polisacaridos acido hialurénico vy sales
biolbgicamente aceptables de los mismos.

Las sales de polisacaridos de acuerdo con la invencién se eligen mas particularmente entre las sales
fisicldgicamente aceptables, tales como la sal de sodio, la sal de potasio y la mezcla de las mismas, preferiblemente
la sal de sodio.

&l polisacarido es 4cido hialurdnico ¢ una de sus sales, preferiblemente hialuronato de sodio {(NaHA).

Como se citd previamente, el procedimiento de la invencidn permite ventajosamente la implementacion de polimeros
gue tienen un pesc melecular muy altc, vy especialmente polimeros que tienen un peso molecular mayor que 4 MDa,
a diferencia de los métodos convencionales de homogeneizacion.

Preferiblemente, un polimero o sal de polimero de acuerdo con la invencion tiene un alio peso molecular,
preferiblemante un peso molecular mayor que o igual a 100 000 Da, o incluso mayor que 3 MDa dependiendo de la
aplicacion en cuestion.

Este polimero se formula en la etapa a) del procedimiento de acuerdo con la invencion en un medio acuoso.

l.a expresién "medio acuoso” de acuerdo con la invencidén se entiende que significa cualquier medio liquido que tiene
la propiedad de disclver un polimero, y mas especificamente, un polisacarido o una de sus sales.

l.a naturaleza del medio acuosc estd mas particularmente condicionada con respecto al tipo de reticulacion previsto,
pero también con respecto al tipo de polimero utilizado.

A este respecto, un medio acuoso capaz de ser adecuado puede ser acido o basico.

Un medio acuoso particularmente preferido es un medio alcalino, preferiblemente hidréxido sédico (NaOH), mas
particularmente una disolucion de hidrdxido sddico que tiene un pH mayor que 12.

V) Agente reticulants

La expresion "agente reticulante " de acuerdo con fa invencién se entiende gue significa cualquier compuesto capaz
de inducir una reticulacién entre las diversas cadenas poliméricas.

La eleccién de este agenie reticulante con respecto al polimero a reticular cae claramente dentro de la competencia
de una persona experta en la técnica.

Un agente reticulante de acuerdo con la invencion se elige entre epdxidos, aldehidos, compuestos de poliaziridilo,
divinil-sulfona (DVS) o butanodiol-diglicidil-éter (BDDE), preferiblemente butancdiol-diglicidil-éter, teniendo este
Ultimo la toxicidad mas baja entre los agentes reticulantes estandares.

El agente reticulante, de naturaleza variable y muy a menudo inestable, esta almacenado, dentro de un receptaculo
de acuerdo con la invencién, en un entorno de proteccion, garantizando asi que la etapa subsiguiente de reticulacion
tenga lugar con éxito.

El procedimiento de acuerdo con la invencién también garantiza una difusion rapida, completa y uniforme del agente
de reticulacion a través de la red de cadenas poliméricas.

A partir de ello se produce una mejora sustancial en la calidad y en el rendimiento de la reticulacion, y también una
reduccion considerable en la cantidad de agente reticulante requerida en comparacién con los procedimientos
convencionales.

El ajuste de la cantidad de agente reticulante para llevar a cabo la reaccion de reticulacién también cae claramente
dentro de la competencia de una persona experta en la técnica.

De acuerdo con una realizacion particularmente preferida, el procedimiento de acuerdo con la invencidén implementa
hialuronato de sodic en un medio alcalino con butanodicl-diglicidil-éter (BDDE), como agente reticulante.

Los siguientes ejemplos y figuras se presentan a modo de ilustracion de la invencién de una manera no limitativa.
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Figuras:
- Figura 1: llustra representaciones esquematicas de receptaculos de acuerdo con la invencion.

- Las Figuras 2, 3 y 4: respsectivamente, ilustran el cambio en la temperatura durante la reaccién de reticulacién de
las muestras 1, 2y 3.

- Las Figuras 5 a 7: ilustran el perfil de inyectabilidad de las muestras 1,2y 3.

Los estudios comparativos siguientes se llevan a cabo en tres muestras de geles de acido hialurdnico reticulados
que Hustran un procedimiento de acuerdo con la invencién (muestra 1) o un procedimiento convencional (muestras 2

y 3).

- Muestra 1: procedimiento llevado a cabo en una bolsa estéril de 400 mi, agitacién con un moling de paletas,
reticulacion durante 3 horas a 52°C,

- Muestra 2: procedimiento llevado a cabo en un recipiente de plastico estéril de 400 ml, agitacién con una espatula;
reticulacion durante 3 horas a 52°C,

- Muestra 3: procedimiento llevado a cabo en un recipiente de plastico estéril de 400 ml, agitacién con una espatula;
reticulacion durante 3 horas a 55,5°C.

Eiemplo 1: Preparacion del gel de acido hialurénico homogéneo

Para cada una de las muestras, se disuelven 10 g de NaHA en una disolucion de hidroxido de sodio al 1% con el fin
de obtener una disolucion que contiens 12% de NaHA.

La bolsa (volumen de trabajo: 400 ml, longitud: 310 mm, anchura: 180 mm, PE de calidad alimentaria) en la que se
disuelve la muestra 1 se expone a una homogeneizacion mecanica. Para hacer esto, la bolsa se expone a ciclos de
agitacion sucesives durante una duracién tolal de 1 hora a 210 rpm (22 rad.s™) utilizando un moline de paletas.

Para las muestras 2 y 3, 1a agitacién es manual mediante una espatula de acerc inoxidable estérll durante 5 a 10
minutos, seguido de un nuevo ciclo de agitacion manual cada 30 minutos hasta completar la hidratacion.

La disolucién del NaHA se considera completa una vez que todo el NaHA se hidrata y la solucidén es perfectamentes
homogénea (ausencia de aglomerados y color uniforme). En el casc en gue la disclucién no parezca ser completa,
se puede llevar a cabo un ciclo de agitacién suplementario.

Los tiempos de disolucion total del NaHA en la disolucién de hidroxido sddico al 1% para las tres muestiras se
indican en la Tabla 1 gue figura a continuacion.

Tabla 1: tiempo total de disolucion

§Muestra 1 (bolsa) éMuestra 2 (recipiente) éMuestra 3 (recipiente)

........................................................................................................................................................................................................................................................

ETiempo total de disolucién (minutos) 160 114 106

La homogeneizacion del &cido hialurénico en [a bolsa es més rapida gue la homogeneizacion en un recipiente con
una espatula sin requerir un aumento en la temperatura, como con la muestra 3. Esta alternativa también es mas
fimpia, ya que el gel no esta en contacto con el exterior y no existe friccion directa sobre el medio de reaccion que
podria generar particulas.

Ejemplo 2: Reticulacion

Se afiade una disolucién de BDDE diluido a 1/5 en una disolucion de hidroxido sodico al 1%, para cada una de las
muestras obtenidas en el Ejemplo 1, a la disolucién de NaHA homogénea obtenida al final de la etapa precedente.

La homogeneizacion del medio de reaccion de la muestra 1 se lleva a cabo luego en virtud de sucesivos ciclos de
agitacién que comprenden cada uno de ellos:
- 5 a 10 minutos de agitacién manual mediante el amasado de 1a bolsa; y
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- 5 de agitacién utifizando un molino de paletas a 210 rpm (22 rad.s™).

La homogeneizacion de los medics de reaccién de las muestras 2 y 3 se lleva a cabo mediante agitacion con una
aspatula de acero inoxidable estéril durants 15 minutos.

Luego se colocan tres sondas de temperatura en cada uno de los productes a reticular (dos en la periferia y
diametralmente opuestos, y uno en &l medio) con el fin de poder registrar las temperaturas dentro del medio de
reaccion durante la reaccion de reticulacion.

Para la muestra 1, 1a bolsa sellada se coloca en un bafic de agua a 52°C durante 3 horas, asegurandose de que la
aberiura de la bolsa permanezca fuera del bafio.

Para las muestras 2 vy 3, los recipientes se colocan en el bafic de agua duranie 3 horas, respectivamente a 52°C y a
55,5°C.

l.a temperatura dentro del medio de reaccidn se controld durante toda la reaccion de reticulacién en virtud de tres
sondas de temperatura.

Lag Figuras 1 a 3 representan los perfiles de temperatura observados durante las reacciones de reticulacion de las
tres muestras.

l.os nimeros 1 a 3 en cada uno de los perfiles corresponden a las tres sondas de temperatura que se colocaron en
la bolsa 0 en los recipientes con el fin de controlar el cambic de temperatura dentro del medio de reaccion.

Para la muestra 1, se observa un aumenio casi inmediato de la temperatura dentro de la bolsa, luego se observa
una retencién uniforme de la temperatura del medio de reaccion a alrededor de 52°C, independientemente de la
sonda de temperatura. La temperatura es por lo tanto uniforme en todo el medio de reaccibn.

Para las muestras 2 y 3 se observa un aumento de la temperatura mas lento que para el procedimiento de la bolsa,
por lo que se observan entonces diferencias marcadas entre las temperaturas medidas por las tres sondas
diferentes alrededor de 52°C (muestra 2} 0 55,5°C (muestra 3). Por lo tanto, la temperatura no es uniforme en todo
el medic de reaccion.

Una vez que finaliza la reaccién de reticulacién, la bolsa y los recipientes se retiran del bafio termostatizado v se
disponen en un recipiente que contiene agua estéril refrigerada hasta que la temperatura se haya enfriado a 25°C
(temperatura ambiente).

El rendimiento se define relacionando el peso del producto obtenido con el peso de los reactivos de partida.

Tabla 2: Rendimientos en peso de las reacciones de reticulacion

......................................................

R R R RN R

i
H

Muestra 1 (bolsa) Muestra 2 (recipiente) ‘Muestra 3 (recipiente)

.........................................................................................................................................................................................................................................................

'Rendimiento (%) 199,6 945 194.6

...........................................................................................................................................................................................................................................................

Se observa que sl rendimiento de la reaccidén de reticulacion llevada a cabo en una bolsa es mejor que la de la
reaccion llevada a cabo en un recipiente, incluso en presencia de un aumento de temperatura.

Eiemplo 3: Caracterizacion de los geles obienidos en el Eiemplo 2

1) Protocolo

Las tres muestras de geles retficulados obtenidas en el Ejemplo 2 se dividen en pequefos cubos de alrededor de 1
cm?.

Para cada uno de los geles obtenidos, las piezas se introducen en un recipiente de plastico rigido de 1 L estéril que
contiene la cantidad apropiada de tampén fosfato estéril apirdgeno (PB) para llevar el gel a una concentracién de 20
mg/g. La cantidad de disolucién de PB se ajusta para obtener un gel que contiene 20 mg/m de HA. La cantidad de
acido clorhidrico se ajusta para neutralizar el pH. El contenido del recipiente se agita durante 5 minutos utilizando
una espatula de acero inoxidable estéril. A continuacion, el recipiente se coloca en un agitador tridimensional
durante 20 horas a temperatura ambiente.
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Los geles reticulados, asf obtenidos, tienen un pH cercano a la neutralidad v una concentracion fisioldgica de NaCl.

Para cada una de las muestras obtenidas de acuerde con esta etapa, se retira una cantidad dada de producto
utilizando cinco jeringas de vidrio de 1 mi BD Hypack® con el fin de llevar a cabo mediciones de las fuerzas de

inyectabilidad (aguja hipodérmica 27G1/2} y del pH.

Las medicicnes del pH vy de las fuerzas de inyectabilidad se presentan en la tabla que figura a continuacion (Tabla
3). Las jeringas llenas con gel reticulado se sometieron a una compresion de 12,5 Nmm™ v los valores de la
medicion de las fuerzas de inyectabilidad obtenidas representan un promedic de las mediciones realizadas en tres
jeringas para cada uno de los geles reticulados.

Tabla 3; Mediciones del pH v de las fuerzas de invectabilidad

: Muestra 1 (bolsa) Muestra 2 (recipiente) gMuestra 3 (recipiente)
EpH 7,3 7,2 36,9

Fuerza de inyectabilidad (N} 45,6 34,7 43

EDesviacién estandar (%) 5.6 5.2 §16,7

Los autocres de la invencion también cbservaron que los geles resultantes del procedimiento en bolsa tienen una
mayor tolerancia a la esterilizaciéon, en términos de propiedades reclégicas, gue los geles obtenidos por el
procedimientc en recipiente.

Ademads, se ohserva gue el procedimiento utilizado para la implementacién de la muestra 1 hace posible obtener un
gel reticulado para el cual el contenido residual de BDDE antes de la reticulacion es sustancialmente menor que el
registrado para las muestras 2 y 3, en torno a un factor de 2.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para preparar un gel reticulado de al menos un polisacéarido o una de sus sales, gue comprende al
menos las etapas gue consisten en:
a) proporcionar un medio acuoso que contiene dicho polisacarido,
b) formar un gel homogéneo a partir del medio de |a etapa a),
¢} poner en contacto el gel obtenido en la etapa b) con una cantidad eficaz de al menos un agente
reticulante;
dj reticular dicha mezcla formada en la etapa ¢j; v
e) recuperar dicho hidrogel reticulado,
en el que
- al menos dichas etapas a} a d) se llevan a cabo dentro de una cavidad hermética delimitada, al menos
parcialmente, por una pared deformable, haciéndose dicha cavidad dentro de una bolsa deformable, siendo
expuesta la mezcla presente en la cavidad, en la etapa d}, a condiciones propicias para la reticulacion,
- la homogeneizacién, considerada en la etapa b), se lieva a cabo opcionalmente mediante deformaciones
mecanicas sucesivas de la cara externa de la pared deformable o de la bolsa,
en el que el polisacarido es acido hialurénico o una de sus sales.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, gue comprende, ademas, una etapa f) de detener la
reticulacion, llevandose a cabo esta etapa antes, junto con o después de la etapa de recuperacion e).

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que la etapa f} se lleva a cabo antes de la etapa de
recuperacion ).

4. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion precedente, en el que todas las etapas a) a d) y f} se llevan a cabo
dentro de dicha cavidad.

5. Procedimiento de acuerdo con una cualguiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha bolsa esta
equipada con un sistema de apertura.

6. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha bolsa estd
hecha de plastico, preferiblemente de polietilenc de calidad farmacéutica.

7. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedenies, en el gue la homogeneizacion
tiene lugar a o largo de una duracién de menos de 400 minutos, preferiblemente de menos de 150 minutos, incluso
comprendido entre 30 y 100 minutos.

8. Procedimiento de acuerdo con una cualguiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la etapa de
reticulacion se lleva a cabo por medios térmicos.

9. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la reficulacién tiene
lugar a lo largo de una duracién qgue oscila entre 30 y 300 minutos, preferiblemente entre 100 y 200 minutos.

10. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que implementa hialuronato
sodico en un medio alcaline con butancdiol-diglicidil-éter (BDDE) como agente reticulante.

11. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el gel reticulado es
un gel solido.

12. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha homogeneizacién de la etapa b) se lleva a
cabo en virtud de un sistema de dos cuchillas una al lado de la otra que alternativamente presionan la pared
deformable o al menos una de las paredes deformables siguiendo un movimiento hacia adelante y hacia atras.

13. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que dicha homogeneizacion de la etapa b) se lleva a

cabo primeramente mediante palpacién, después utilizando un dispositive mecanico, o utiizando estos mediocs de
homogeneizacién de forma alternativa.

14



ES 2 647 547 TS5

Figura i

b

15



ES 2 647 547 TS5

Figura 2
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