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DESCRIPCION
Relleno de &cido hialurénico con alta capacidad de elevacién y baja fuerza de inyeccién
[CAMPO TECNICO]

[Referencia cruzada con solicitud(es) relacionada(s)

La presente solicitud reivindica el beneficio de la prioridad en base a la solicitud de patente coreana No. 10-2018-
0080210, depositada el 10 de julio de 2018.

La presente invencion se refiere a un relleno de acido hialurdnico, y mas especificamente, se refiere a un relleno de
acido hialurénico, que tiene propiedades de rellenos de acido hialurdnico (HA) monofasicos y rellenos de acido
hialurénico bifasicos simultdneamente y, por lo tanto, es inyectable a una fuerza de inyeccién baja con excelente
capacidad de elevacién, y un procedimiento para preparar el mismo.

[ANTECEDENTES DE LA TECNICA]

El tejido de la piel humana mantiene su estructura mediante una matriz extracelular que incluye proteinas tales como
colageno, elastina y similares y glicosaminoglicanos, pero, cuando se producen defectos de tejidos blandos debido a
un choque externo, enfermedades o envejecimiento, etc., la mejora de tejidos, tal como la mejora de tejidos blandos,
es algo a lo que se recurre con fines médicos y cosméticos. Esta mejora se realiza quirdrgicamente a través de cirugia
plastica, o se restaura y corrige la forma de manera no quirtrgica mediante la inyeccién de tejido biolégico o productos
quimicos poliméricos sintéticos en el érea con el objeto de aumentar y expandir el volumen de tejido blando. A
continuacién, una sustancia, que es un componente similar al tejido de la piel y se inserta en un sitio especifico para
expandir los tejidos blandos y de ese modo expandir el volumen de las mejillas, los labios, los senos, las caderas, etc.
cosméticamente, lo que se utiliza para corregir arrugas o un contorno a través de la reduccién de arrugas finas y
arrugas profundas de la piel, se denomina material de aumento de tejidos blandos, y generalmente se denomina
relleno dérmico. El relleno dérmico de primera generacién desarrollado principalmente en relacién con este relleno
incluye productos como Zyderm y Zyplast preparados mediante la extraccién de proteinas animales derivadas de
animales, es decir, vacas o cerdos, etc., y Cosmoderm o Cosmoplast, con el uso de colageno humano, y similares,
pero rara vez se han operado recientemente debido a la corta duracién del efecto y la inconveniencia de realizar una
prueba de sensibilizacién cutanea un mes antes del procedimiento.

El relleno de segunda generacion es un relleno de acido hialurénico (en lo sucesivo, también denominado "HA") que
tiene una duracién del efecto mas largo que el relleno de colageno y consiste en polisacaridos similares a los
componentes humanos, N-acetil-D-glucosamina y acido D-glucurénico y, por lo tanto, tiene menos efectos
secundarios, es facil de procesar y eliminar, y es posible mantener la humedad, el volumen y la elasticidad de la piel
atrayendo agua, por lo que presenta ventajas adecuadas como relleno para la piel.

Sin embargo, el acido hialurénico en si muestra una vida media corta de solo unas pocas horas en el cuerpo humano
Yy, por consiguiente, existe una limitacién en la aplicacién, por lo que se realizaron investigaciones a fin de aumentar
la vida media (persistencia interna) a través de la reticulacién. Por ejemplo, la patente estadounidense No. 4,582,865
describe un derivado de acido hialurénico reticulado usando divinilsulfona (DVS) como agente de reticulacién, y su
forma de hidrogel se comercializ6 bajo el nombre comercial Hyalfrom®, y la patente estadounidense No. 5.827.937
describe un procedimiento para preparar un producto reticulado derivado de acido hialurénico usando un compuesto
epoxi multifuncional como agente de reticulacion, y entre ellos, Restylane®, una forma de hidrégeno de un producto
reticulado de acido hialurénico preparado mediante el uso de 1,4-butanodiol diglicidil éter (BDDE) como agente de
reticulacién obtuvo la aprobacién de la FDA de los EE. UU. y esta disponible en todo el mundo como relleno para la
mejora del tejido.

Dicho relleno de acido hialurénico reticulado incluye un relleno hecho de una sola fase (relleno de HA monofasico) y
un relleno hecho de doble fase (relleno de HA bifasico). El relleno de acido hialurénico monofasico se prepara mediante
el uso de un hidrogel homogéneo de tipo liquido que comprende un acido hialurénico reticulado y, por consiguiente,
generalmente tiene baja elasticidad y alta cohesividad. En consecuencia, cuando el relleno de é&cido hialurénico
monofésico se inyecta en la piel, es poco probable que se desvie del sitio inyectado, aunque existen problemas porque
la forma inyectada no se mantiene durante mucho tiempo y el periodo de retencién de la forma (forma) es de solo de
alrededor de 2 meses después del procedimiento.

El relleno de acido hialurénico bifasico se prepara mezclando particulas de &cido hialurdnico reticuladas solas o con
acido hialurénico no reticulado cerca del liquido (4cido hialurénico no reticulado (HA lineal) y, por lo tanto, generalmente
tiene una alta elasticidad y una baja cohesividad. En consecuencia, cuando se inyecta el relleno bifasico de HA, puede
mantener su forma durante mucho tiempo, pero existe el problema de hay una alta posibilidad de que se desvie del
sitio donde se inyectd. Un ejemplo representativo del relleno bifasico de HA es el mencionado Restylane® (producto
de Galderma).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2974 233T3

Como tal, el relleno de HA monofésico y el relleno de HA bifasico tienen ventajas y desventajas, respectivamente, y
de manera convencional, hay un ejemplo en el que los rellenos anteriores se mezclan para tener todas las propiedades
del relleno de &cido hialurénico monofésico y el relleno de acido hialurénico bifésico, pero en este caso, las ventajas
del relleno de acido hialurénico monofasico y el relleno de acido hialurénico bifasico se reducen bastante en conjunto
y, por lo tanto, no resulta adecuado su uso como relleno. Por consiguiente, existe la necesidad de un relleno que pueda
mantener su forma durante mucho tiempo mientras tenga una baja posibilidad de desviarse del sitio inyectado.

Ademés, cuando las propiedades fisicas de los rellenos son fuertes, existe el problema de que la capacidad de
aumento de tejidos blandos mejora de ese modo, pero debido a las fuertes propiedades fisicas de los rellenos durante
un procedimiento, la fuerza de inyeccién aumenta y, por lo tanto, cuando un médico opera a un paciente, la inyeccion
es dificil y también la fuerza de inyeccién es desigual y, por consiguiente, hay una dificultad para inyectar en una
cantidad precisa.

El documento WO 2016/074794 describe un relleno dérmico inyectable de larga duracién en forma de gel, que
comprende 4cido hialurdnico reticulado y carboximetilcelulosa. El acido hialurénico se reticula con BDDE con un grado
de modificacion, expresado como la relacién de la suma de reticulantes de BDDE mono y doblemente unidos a la
suma de unidades de disacérido de &cido hialurénico, del 0,5 % al 25 %. El relleno muestra una baja fuerza de extrusién
y un alto médulo de elasticidad y una alta viscosidad dinamica que proporciona una alta capacidad de voluminizacién.

[DESCRIPCION]
[PROBLEMA TECNICO]

Se sugiere que la presente invencién resuelva los problemas anteriores, y un objeto de la presente invencion es
proporcionar un relleno que tenga una alta viscoelasticidad y adhesion como ventajas tanto de los rellenos de &cido
hialurénico monofésicos como de los rellenos de acido hialurénico bifasicos y, por lo tanto, que tenga una buena
capacidad de elevacidn en el sitio inyectado y, por consiguiente, que tenga una baja posibilidad de desviarse del sitio
inyectado y pueda mantener su forma durante mucho tiempo, con una baja fuerza de inyeccidn y que, por consiguiente,
pueda inyectarse de manera estable.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar un procedimiento para preparar dicho relleno.
[SOLUCION TECNICA]

La presente invencién se define segun las reivindicaciones. La presentacidén de cualquier "realizacién” o "ejemplo" que
se describa en la descripcidn, pero que no se incluya en las reivindicaciones, se debe considerar Gnicamente con fines
ilustrativos. La presente solicitud se ha inventado para resolver los problemas antes mencionados de la técnica
anterior, y se descubrié que, cuando un acido hialurénico cumple con condiciones tales como el peso molecular
especifico y el grado de reticulacién, tiene propiedades reolégicas de alta cohesividad de rellenos monofasicos y alta
viscoelasticidad de rellenos bifasicos simultaneamente, y en consecuencia, muestra una alta capacidad de elevacién,
por lo que resulta facil hacerlo en una forma deseada y se mantiene durante un periodo deseado cuando se inyecta
en la piel, etc., y los componentes de relleno rara vez se mueven a otros sitios en un cuerpo, a la vez que la fuerza de
inyeccién se reduce de manera excelente, lo que puede minimizar el dolor durante la inyeccion en pacientes,
completando asi la presente invencién.

Por consiguiente, como un aspecto, la presente invencién se refiere a un relleno de &cido hialurdnico que muestra
propiedades tanto de rellenos monofasicos como de rellenos bifasicos, teniendo asi una alta capacidad de elevacion
y una baja fuerza de inyeccién, una jeringa precargada con el relleno, un biomaterial para el aumento de tejidos blandos
que comprende el relleno, y un procedimiento antiarrugas que comprende inyectarlo en el tejido biolégico.

El 4cido hialurdnico (en lo sucesivo, también denominado "HA") comprendido en el relleno de la presente invencién
es un biopolimero en el que las unidades de repeticiéon que consisten en N-acetil-D-glucosamina y acido D-glucurénico
estan conectadas de manera lineal, y esta presente en gran medida en el humor vitreo de los ojos, el liquido sinovial
de la articulacién, cresta de polla y similares, y se ha utilizado ampliamente para aparatos médicos y médicos tales
como ayudas quirdrgicas oftalmicas, agentes de mejora de la funcién articular, materiales de administracién de
farmacos, gotas oculares, agentes antiarrugas o cosméticos, ya que tiene una excelente biocompatibilidad.
Especificamente, el acido hialurénico comprendido en el relleno de la presente invencién puede hacer referencia a su
sal ademas del 4cido hialurdnico. La sal del &cido hialurdnico incluye, por ejemplo, sales inorganicas tales como el
acido hialurénico de sodio, el acido hialurénico de potasio, el &cido hialurénico de calcio, el acido hialurénico de
magnesio, el acido hialurénico de zinc, el acido hialurénico de cobalto y similares, y sales organicas tales como el
acido hialurénico de tetrabutil amonio, y asi sucesivamente, pero no se limitan a las mismas.

Segun la invencién reivindicada, el 4cido hialurdnico o su sal se reticula mediante un agente de reticulacién adecuado.

El derivado de acido hialurénico reticulado se prepara mediante la reticulacién del acido hialurénico anterior en si o su
sal utilizando un agente de reticulaciéon. Para la reticulacién, se utiliza un procedimiento que utiliza un agente de
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reticulacién en una solucién acuosa alcalina. La solucién acuosa alcalina incluye NaOH, Koh, preferentemente, una
solucién acuosa de NaOH, pero no se limita a la misma A continuacién, en el caso de una solucién acuosa de NaOH,
se puede usar a una concentracién de 0,1 N a 0,5 N. El &cido hialurénico reticulado comprendido en la carga de la
presente invencién muestra altas propiedades reol6gicas (viscoelasticidad, cohesividad) y capacidad de elevacién y
muestra una baja fuerza de inyeccién, incluso si se usa un agente de reticulacién a una baja concentracién y en una
pequefia cantidad.

El agente de reticulacién es un compuesto que comprende dos 0 méas grupos funcionales epoxi y puede variar y, como
ejemplo preferible, incluye butanodiol diglicidil éter (1,4-butanodiol diglicidil éter: BDDE), éter diglicidilico de etilenglicol
(EGDGE), éter diglicidilico de hexanodiol (éter diglicidilico de 1,6-hexanodiol), éter diglicidilico de propilenglicol, éter
diglicidilico de polipropilenglicol, éter diglicidilico de politetrametilenglicol, éter diglicidilico de neopentilglicol, éter
poliglicidilico de poliglicerol, éter poliglicidilico de diglicerol, éter poliglicidilico de glicerol, éter poliglicidilico de
trimetilpropano, éter glicidilico de bisepoxipropoxi etileno (1,2-(bis(2,3-epoxipropoxi)etileno), éter poliglicidilico de
pentaeritritol y éter poliglicidilico de sorbitol, y similares y, entre ellos, el éter glicidilico de 1,4-butanodiol basado en
biepbxido es particularmente preferible por su baja toxicidad.

En esta invencion, el término "grado de modificacion (MOD)" significa un grado de modificacién del 4cido hialurénico
calculado mediante un valor numérico (n) que muestra la cantidad de moles del agente de reticulacién (por ejemplo,
BDDE) unido a la molécula de é&cido hialurénico completa en relacién con la cantidad de moles de N-acetil-D-
glucosamina en la unidad del acido hialurénico (N-acetil-D-glucosamina (GlcNAc) + acido D-glucurénico), y se
representa mediante la siguiente Ecuacién 1.

{Ecuacidn i]

Grado de modificacidn = nimero total de moles de agente de
reticulacidn/ nimero total de motes de N-acetil-D-glucosamina

En la presente invencién, el relleno se caracteriza porque dicho grado de modificacién muestra un intervalo de 0,01 a
0,07 (del 1 % al 7 %), preferentemente, un intervalo de 0,03 a 0,05 (3 % ~ 5 %), a través de la reticulacion mediante
el agente de reticulacién anterior.

Ademds, en esta invencién, el término "relacién de reticulacién (CrR)" significa la relacién del nimero de moles del
agente de reticulacién reticulado con respecto al nimero de moles del agente de reticulacién total, y se representa
mediante la siguiente Ecuacion 2.

[Ecuacién 2]

Relacion de reticulacion = nomero de moles de agente de
reticulacion reticulado/ nimero de moles de agente de reticulacién
total

En la presente invencién, el relleno se caracteriza por mostrar un intervalo de 0,1 a 0,2, preferentemente de 0,14 a
0,17 a través de la reticulacion. El relleno de acido hialurénico segun la presente invencién tiene la caracteristica de
mostrar sinérgicamente propiedades de rellenos monofasicos y bifasicos al mismo tiempo por tener los intervalos de
MOD y CrR anteriores.

En esta invencién, el peso molecular del acido hialurdnico reticulado puede ser de 2.500.000 Da o mas,
preferentemente de 2.500.000 a 3.500.000 Da.

El término "elasticidad" utilizado en esta invencién significa una propiedad como sélido cuando se aplica fuerza a un
objeto, es decir, una propiedad de cambiar la forma cuando se aplica fuerza, pero volver a la forma original cuando se
elimina la fuerza. Esta elasticidad esté representada por el médulo de almacenamiento (G" médulo elastico), y su
unidad es el pascal (Pa). Ademas, el término viscosidad utilizado en esta invencién significa una propiedad como
liquido, es decir, la cantidad que describe la resistencia de un fluido al flujo. Esta viscosidad puede estar representada
por el médulo de pérdida (G": médulo viscoso) y su unidad es el pascal (Pa).

El término cohesividad utilizado en esta invencién es atraccién (adhesidén) que actia entre las particulas de relleno, y
puede hacer que las particulas de relleno se aglomeren entre si. Cuanto mayor sea esta cohesividad, mayor sera la
fuerza que puede soportar el tejido en el que se inyecta el relleno. Cominmente, la cohesividad se puede medir
indirectamente mediante una prueba de compresion, y se mide como resistencia cuando se comprime a una cierta
velocidad después de la carga en un reédmetro, y su unidad es gf (fuerza gramo).
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Ademés, el término capacidad de elevacién, como se utiliza en esta invencién es una capacidad para extender o
restaurar el sitio inyectado, que se puede representar como el producto del médulo elastico de almacenamiento y la
resistencia durante la compresién, y una alta capacidad de elevacién significa una excelente capacidad de restauracion
de tejido y menos migracién de rellenos después de la inyeccién. En general, cuando la capacidad de elevacidn es
alta, las propiedades fisicas de los rellenos son fuertes y, por consiguiente, muestra una propiedad de alta fuerza de
inyeccion.

El término fuerza de inyeccién utilizado en esta invencidén representa la fuerza requerida durante la inyeccién de
relleno.

Generalmente, el relleno de acido hialurénico en una forma monofasica muestra una forma de gel con cohesividad
(gel cohesivo) y, por lo tanto, tiene baja elasticidad, pero alta cohesividad y, por consiguiente, exhibe una alta fuerza
de inyeccién. Los ejemplos incluyen Belotero® de Merz y Stylage® de Vivavy. Ademas, el relleno de acido hialurénico
en una forma bifasica muestra una forma de particula y, por lo tanto, tiene una caracteristica de alta elasticidad y baja
cohesividad y, para exhibir una elasticidad tan alta, el diametro de particula se hace grande. El ejemplo incluye
Resyrane® de Garderma. Sin embargo, dicho relleno de acido hialurénico bifasico requiere una fuerza grande cuando
pasa a través de una aguja con un diametro de particula grande, lo que resulta en una fuerza de inyeccién alta.

Sin embargo, el relleno de acido hialurénico segln la presente invencidén se caracteriza por tener una baja fuerza de
inyeccién con una alta capacidad de elevacién, por tener una alta elasticidad y cohesividad y, en consecuencia, por
tener propiedades de rellenos monofasicos y propiedades de rellenos bifasicos simultaneamente. El relleno de &cido
hialurénico segun la presente invencién muestra la capacidad de elevacién de 12.000 a 44.000 Pa*gf, cuando se mide
mediante un reémetro, y muestra la fuerza de inyeccién de 15 a 25 N, cuando se mide llendndola en una jeringa de
vidrio de 1 ml de Schott Company y usando una aguja de 29G 1/2"de Terumo Company.

Ademdés, una particula de acido hialurénico, preferentemente, una particula de acido hialurénico reticulada, en el
relleno de acido hialurdnico segun la presente invencion, puede mostrar diversas formas, pero preferentemente puede
tener forma de esfera. Ademas, el didmetro medio de esta particula puede ser de 300 a 400 pm. Cuando tiene un
intervalo de diametro de particula tan especifico, puede tener una alta capacidad de elevacién debido a sus excelentes
propiedades reolégicas y también mostrar una baja fuerza de inyeccion.

En un aspecto preferible, el relleno de acido hialurénico segln la presente invencién puede comprender un écido
hialurénico del 1 al 3 % en peso en base al peso total del relleno. Ademas, el relleno de &cido hialurdnico segun la
presente invencién puede comprender ademas agua, un anestésico o una combinacién de los mismos, ademas del
acido hialurénico.

El anestésico comprende uno o més tipos de anestésicos, preferentemente, anestésicos locales, conocidos en la
técnica, y la concentracién de uno o mas anestésicos es una cantidad eficaz para aliviar los sintomas que se
experimentaran al inyectar una composiciéon. El ejemplo del anestésico puede seleccionarse del grupo que consiste
en ambucaina, amolanona, amilocaina, benoxinato, benzocaina, betoxicaina, bifenamina, bupivacaina, butacaina,
butamben, butanilicaina, butetamina, butoxicaina, carticaina, cloroprocaina, cocaetileno, cocaina, ciclometilcaina,
dibucaina, dimetilsoquina, dimetocaina, diperodon, 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 y sales de las mismas. En una realizacién, el
anestésico puede ser lidocaina, por ejemplo, una forma de clorhidrato de lidocaina.

Para el relleno de acido hialurénico segun la presente invencién, la concentracién del anestésico comprendido en el
relleno puede ser de alrededor del 0,1 % en peso a alrededor del 1,0 % en peso en funcién del peso total del relleno,
por ejemplo, de alrededor del 0,2 % en peso a alrededor del 0,5 % en peso de la composicién. Preferentemente, puede
ser del 0,3 % en peso.

La concentracién del anestésico en el relleno descrito en esta invencién puede ser terapéuticamente eficaz, y esto
significa una concentracién que no es perjudicial para un paciente y es adecuada para proporcionar ventajas en un
aspecto de conveniencia de los procedimientos y cumplimiento de los pacientes.

Ademds, el relleno segun la presente invencidén puede comprender ademas una solucién amortiguadora, y la solucién
amortiguadora puede usar cualquier cosa que se utilice para la preparacién de hidrogeles de acido hialurénico sin
limitacién. Un ejemplo preferible de la solucién amortiguadora puede ser una solucién amortiguadora que comprende
uno o mas tipos seleccionados del grupo que consiste en &acido citrico, monohidrogenofosfato de sodio,
dihidrogenofosfato de sodio, &cido acético, acido dietilbarbitirico, acetato de sodio, TAPS (acido
tris(hidroximetil)metilamino)propanosulfénico), Bicina (acido 2-bis(2-hidroxietil)amino)acético), Tris
(tris(hidroximetil)amino metano), Tricina (N-(2-hidroxi-1,1-bis(hidroximetil)etil)glicina), HEPES (acido 4-(2-hidroxietil)-
1-piperazina etanosulfénico), TES (acido 2-{[1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-ilJamino]met-anasulfénico) y PIPES



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2974 233T3

(4cido piperazina-N,N' -bis(2-etanosulfénico), pero no se limita a los mismos. El contenido de los componentes
anteriores comprendidos en la solucién amortiguadora se puede ajustar de manera adecuada, pero preferentemente
pueden estar comprendidos a una concentracién de 0,3 a 2,0 g/L en funcién de la solucién amortiguadora.

Ademas, el relleno segln la presente invenciéon puede comprender ademas un agente isotdnico, y este agente
isoténico se puede usar sin limitacién, siempre que se use para la preparaciéon de hidrogeles de &cido hialurénico.
Como agente isoténico preferible, se puede usar cloruro de sodio, pero no se limita al mismo. El contenido del agente
isoténico se puede ajustar adecuadamente si es necesario y, por ejemplo, puede estar comprendido en una cantidad
de 7,0 a2 9,0 g/L en funcién de la solucién amortiguadora, pero no se limita a esto.

En un ejemplo segun la presente invencién, se usé una solucién amortiguadora que comprende cloruro de sodio,
monohidrogenofosfato de sodio y dihidrogenofosfato de sodio en agua de inyeccién.

Como un aspecto adicional, la composicién segln la presente invencién puede comprender ademéas componentes
aceptables que pueden estar comprendidos en la preparacidén de un relleno, ademas de los componentes anteriores.

Ademas, se caracteriza porque rara vez se comprende un agente de reticulacién residual en el relleno de acido
hialurénico que tenga una alta viscoelasticidad y cohesividad de la presente invencién, y el agente de reticulacién
residual es preferentemente de 0,5 ppm 0 menos, que es un limite de deteccion.

Este relleno de &cido hialurénico que tiene una alta viscoelasticidad y cohesividad segun la presente invencién se
puede usar de manera muy Util con un propésito cosmético o terapéutico, debido a la presente propiedad elastica y
cohesividad que lo distinguen. Como ejemplo especifico, este relleno de acido hialurénico se puede usar para rellenar
tejido biolégico, como antiarrugas, rellenando arrugas, remodelando la cara o restaurando o aumentando el volumen
de tejidos blandos como labios, nariz, caderas, mejillas o senos, y similares, como biomaterial para el aumento de
tejidos blandos. El relleno de acido hialurénico se puede administrar en una forma de administracién adecuada para
dichos usos, y preferentemente, puede ser una inyeccién.

Como otro aspecto, la presente invencién se refiere a un procedimiento de preparacién del relleno de acido hialurénico
anterior que tiene alta viscoelasticidad y cohesividad, que comprende las siguientes etapas:

(a) preparar hidrogeles de &cido hialurénico reticulados mediante la adicién de un acido hialurénico o su sal, un
agente de reticulacidén a una solucién acuosa alcalina y agitar y, a continuacién, hacer reaccionar,

(b) cortar los hidrogeles de acido hialurénico preparados en la etapa (a);

(c) preparar una solucién amortiguadora;

(d) lavar e hinchar los hidrogeles de acido hialurénico cortados en la etapa (b) utilizando la solucién amortiguadora
preparada en la etapa (c);

(e) moler los hidrogeles de acido hialurénico lavados e hinchados en la etapa (d); y

(f) llenar los hidrogeles preparados en la etapa (e) en una jeringa y, a continuacién, esterilizar.

La etapa (a) es una etapa de preparacién de hidrogeles de acido hialurénico reticulados mediante la reaccién de
reticulaciéon de un acido hialurdnico o su sal en una solucién acuosa alcalina usando un agente de reticulacién, y como
los asuntos relacionados con el acido hialurdnico o su sal, agente de reticulacién e hidrogel de acido hialurénico
reticulado, lo mismo se aplica a los mencionados en el relleno de &cido hialurénico. La solucién acuosa alcalina puede
usar cualquier cosa conocida como una solucién acuosa alcalina adecuada para la preparacién de hidrogeles de acido
hialurénico, de modo no limitante y, por ejemplo, puede ser NaOH, Koh, NaHCOs, LIOH o una combinacién de los
mismos, y preferentemente, puede ser NaOH. La concentracién de esta solucién acuosa alcalina puede ser de 0,1 a
0,5 N, pero no se limita a esto. Ademas, la concentracién del acido hialurénico o su sal es una relacién en peso del
acido hialurénico o su sal en funcién del peso total de la mezcla del acido hialurénico o su sal y la solucién acuosa
alcalina, y puede ser del 10 al 25 % en peso, y la concentracién del agente de reticulacién es del 1 al 10 % molar en
funcién de la unidad del acido hialurdnico afiadido o su sal de 1 mol. Cuando la concentracién del agente de reticulacién
se utiliza a una concentracién alta en el intervalo anterior, se obtiene una carga con una elasticidad excesivamente
alta, y cuando la concentracién es inferior al intervalo anterior, la elasticidad es excesivamente baja y, por lo tanto, no
es posible exhibir una viscoelasticidad adecuada. Especificamente, la etapa (a) se puede realizar mezclando y
agitando un acido hialurénico o su sal, un agente de reticulacién y una solucién acuosa alcalina para mezclar
homogéneamente. Esto se puede realizar a una temperatura durante la reticulaciéon que es una temperatura ambiente
o0 mas, preferentemente en un intervalo de temperatura de 25 a 40 °C, durante 15 a 22 horas.

El procedimiento de corte puede utilizar varios procedimientos de corte conocidos de hidrogeles de acido hialurénico.
En un ejemplo, el gel reticulado preparado después de la reaccién se obtiene en forma de torta, y se puede dividir en
forma de media luna usando un cortador tal como un cortador de paja y similares, y por ejemplo, se puede dividir en
seis. A continuacion, el procedimiento de corte se puede realizar haciendo pasar a través (preferentemente 2 veces o
méas) el gel dividido como anteriormente utilizando un cortador de crudo que tiene intervalos constantes de cuchillas.

La etapa (c) es una etapa de preparacién de una solucién amortiguadora utilizada para lavar e hinchar los hidrogeles
de &cido hialurénico reticulados cortados en la etapa (b), y la solucién amortiguadora se puede preparar mediante
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procedimientos de preparacidén conocidos de una solucién amortiguadora. Ademas, la solucién amortiguadora puede
comprender adicionalmente un anestésico. En una realizacién especifica de la presente invencién, la solucién
amortiguadora se prepard disolviendo monohidrogenofosfato de sodio hidratos, dihidrogenofosfato de sodio hidratos,
cloruro de sodio y clorhidrato de lidocaina en un tanque amortiguador lleno de agua de inyeccién. La solucién
amortiguadora se puede usar de modo no limitante, siempre y cuando se use para la preparacién de hidrogeles de
acido hialurénico. El ejemplo de esta solucién amortiguadora preferible puede ser una solucién amortiguadora que
comprende uno o mas tipos seleccionados de entre el grupo que consiste en acido citrico, monohidrogenofosfato de
sodio, dihidrogenofosfato de sodio, acido acético, acido dietilbarbiturico, acetato de sodio, TAPS (acido
tris(hidroximetil)metilamino)propanosulfénico), Bicina (acido 2-bis(2-hidroxietil) ami-no)acético), Tris
(tris(hidroximetil)amino metano), Tricina (N-(2-hidroxi-1,1-bis(hidroximetil)etil) glicina), HEPES (&acido 4-(2-hidroxietil)-
1-piperazina etanosulfénico), TES (acido 2-[[1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-il] amino]metanosulfénico) y PIPES
(acido piperazina-N,N'-bis(2-etanosulfénico), pero no se limita a los mismos.

La etapa (d) es una etapa de lavado e hinchazén de los hidrogeles de &cido hialurénico reticulados cortados en la
etapa (b) con la solucién amortiguadora preparada en la etapa (c), y esta etapa (d) se puede repetir una o dos veces
o mas. Al completar el lavado y la hinchazén, se puede eliminar la solucién de lavado.

La etapa (e) es una etapa de molienda de los hidrogeles lavados e hinchados, y esta molienda se puede realizar
mediante diversos procedimientos de molienda, pero preferentemente, puede ser molienda por extrusién.

Como aspecto adicional, después de la etapa (e), el hidrogel preparado puede estar bajo un procedimiento tal como
una esterilizacién y/o desgasificacién y similares, y se puede llenar cuantitativamente, sellar y esterilizar en un
recipiente adecuado, por ejemplo, una jeringa.

[EFECTOS VENTAJOSOS]

El relleno segln la presente invencidn no solo tiene una baja posibilidad de desviarse de los sitios inyectados y puede
mantener su forma durante mucho tiempo, debido a que muestra una alta capacidad de elevacién, sino que también
puede minimizar los problemas que pueden causarse al inyectar un relleno, por ejemplo, la dificultad durante la
operacion de los médicos debido a una alta fuerza de inyeccién o dolor de los pacientes, al exhibir una baja fuerza de
inyeccién diferente de los rellenos convencionales que tienen una alta capacidad de elevacién y, por lo tanto, puede
ser Util como relleno para restaurar tejidos blandos como mejillas, labios, senos, caderas y similares, o expansién de
volumen, antiarrugas a través de la reduccién de arrugas finas y arrugas profundas de la piel, o correccidén de contorno.

[DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES]
En lo sucesivo, la presente invencién se describird con mas detalle a través de ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos
pretenden ilustrar la presente invencién a modo de ejemplo, y el alcance de la presente invencién no se limita a los

mismos.

Ejemplo 1: Preparacién del relleno de acido hialurénico sequn la presente invencién

Para la preparacion del relleno de acido hialurdnico segln la presente invencion, se llevdé a cabo el siguiente
procedimiento.

Se pesaron 4cido hialurénico de sodio, hidroxido de sodio y BDDE (1,4-butanodiol diglicidil éter), que tenian un peso
molecular de 2,5 MDa a 3,5 MDa. La concentracién de acido hialurénico de sodio durante la reaccion fue del 15 % en
peso, y el % en moles de BDDE fue del 4 % en moles en funcién de la unidad del acido hialurénico de sodio afiadido
(a saber, N-acetil-D-glucosamina y 4cido D-glucurénico) de 1 mol. Por separado, se preparé una solucién acuosa de
hidréxido de sodio a una concentracién de 0,25 N y se filtr6. El acido hialurénico de sodio pesado, la solucién acuosa
de hidréxido de sodio 0,25 N y el BDDE (1,4-butanodiol diglicidil éter) se afiadieron a un recipiente mezclador y se
mezclaron homogéneamente, y este recipiente mezclador se puso en un bafio de agua a temperatura constante y la
reaccién de reticulacion se completd a una temperatura de 30 °C durante la noche. A continuacién, los hidrogeles de
acido hialurénico reticulados en los que se completé la reaccién se molieron de forma preliminar. Por otro lado, se
preparé una solucién amortiguadora disolviendo sales y un anestésico en un tanque amortiguador lleno de agua de
inyeccién a concentraciones de hidratos de monohidrogenofosfato de sodio (12 hidratos) en 1,26 g/L, hidratos de
dihidrogenofosfato de sodio (monohidratos) en 0,46 g/L, cloruro de sodio en 7 g/L y clorhidrato de lidocaina en 3 g/L.

Una parte de la solucién amortiguadora se considerd como la solucién amortiguadora primaria y se transfirié a un
tanque de lavado a través de un filtro de 0,22 um, y el gel de &cido hialurénico cortado de forma preliminar preparado
anteriormente se transfirié al tanque de lavado lleno con la solucién amortiguadora primaria y, a continuacién, se agité
para lavar e hinchar principalmente el gel de &cido hialurénico y, después, cuando se completé la hinchazén, se elimind
la solucién de lavado. A continuacién, la solucién amortiguadora secundaria se transfirié a un tanque de lavado a
través de un filtro de 0,22 ym, y a continuacién se agité para lavar e hinchar de manera secundaria el gel de &cido
hialurénico. Cuando se completé el lavado y la hinchazén, se eliminé la solucidén de lavado. A continuacién, la solucién
amortiguadora terciaria 40 L se transfirié a un tanque de lavado a través de un filtro de 0,22 pm y, a continuacién, se
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agitd para lavar de manera terciaria e hinchar el gel de acido hialurénico. La solucién de lavado se eliminé tan pronto
como se completd el lavado y la hinchazén.

Después de completar el lavado terciario y la hinchazdn, se confirmé si el pH de la solucidén de lavado estaba en el
intervalo neutro, y después de moler el gel de acido hialurénico en el que se completé el lavado y la hinchazén, se
transfiri6 a un tanque extrusor y se pesé, y para alcanzar un peso deseado del peso del gel, se afiadi6 la solucién
amortiguadora para corregir el contenido primario. Cuando se completé la correccién del contenido primario, el gel de
acido hialurénico se extruyé y molié en el tanque extrusor. A continuacién, el gel de acido hialurénico molido se
transfiri6 a un tanque estéril y se homogeneizé y, a continuacién, se midié el contenido y se afiadié la solucién
amortiguadora para realizar la correccién del contenido secundario. El gel de acido hialurénico en el que se completé
la correccién del contenido se traté térmicamente a una temperatura de 121 °C o mas, durante 1 minuto o més, y el
gel de 4cido hialurénico antes del llenado se descomprimié mientras se agitaba para llevar a cabo la desaturacién. A
continuacion, el gel de acido hialurénico en una cantidad fija de llenado se aspird/llené en cada jeringa y al mismo
tiempo, se tapé con un tapén de goma. Las jeringas llenas se esterilizaron con vapor en un esterilizador final a una
temperatura de 121 °C o mas durante 8 minutos o mas.

Ejemplo 2: Preparacién del relleno de acido hialurénico sequn la presente invencién

Para la preparacion del relleno de acido hialurdnico segln la presente invencion, se llevdé a cabo el siguiente
procedimiento.

Se pesaron 4cido hialurénico de sodio, hidroxido de sodio y BDDE (1,4-butanodiol diglicidil éter), que tenian un peso
molecular de 2,5 MDa a 3,5 MDa. La concentracién de acido hialurénico de sodio durante la reacciéon fue del 16 % en
peso, y el % en moles de BDDE fue del 4 % en moles en funcién de la unidad del acido hialurénico de sodio afiadido
(a saber, N-acetil-D-glucosamina y 4cido D-glucurénico) de 1 mol. Por separado, se preparé una solucién acuosa de
hidréxido de sodio a una concentracién de 0,25 N y se filtr6. El acido hialurénico de sodio pesado, la solucién acuosa
de hidréxido de sodio 0,25N y el BDDE (1,4-butanodiol diglicidil éter) se afiadieron a un recipiente mezclador y se
mezclaron homogéneamente, y este recipiente mezclador se puso en un bafio de agua a temperatura constante y la
reaccién de reticulacion se completd a una temperatura de 30 °C durante la noche. A continuacién, los hidrogeles de
acido hialurénico reticulados en los que se completd la reaccidn se cortaron en forma preliminar. Por otro lado, se
preparé una solucién amortiguadora disolviendo sales y un anestésico en un tanque amortiguador lleno de agua de
inyeccién a concentraciones de hidratos de monohidrogenofosfato de sodio (12 hidratos) en 1,26 g/L, hidratos de
dihidrogenofosfato de sodio (monohidratos) en 0,46 g/L, cloruro de sodio en 7 g/L y clorhidrato de lidocaina en 3 g/L.

Una parte de la solucién amortiguadora se considerd como la solucién amortiguadora primaria y se transfirié a un
tanque de lavado a través de un filtro de 0,22 um, y el gel de &cido hialurénico cortado de forma preliminar preparado
anteriormente se transfirié al tanque de lavado lleno con la solucién amortiguadora primaria y, a continuacién, se agité
para lavar e hinchar principalmente el gel de &cido hialurénico y, después, cuando se completé la hinchazén, se elimind
la solucién de lavado. A continuacién, la solucién amortiguadora secundaria se transfirié a un tanque de lavado a
través de un filtro de 0,22 pym y, a continuacidn, se agité para lavar e hinchar de manera secundaria el gel de &cido
hialurénico. Cuando se completé el lavado y la hinchazén, se eliminé la solucidén de lavado. A continuacién, la solucién
amortiguadora terciaria se transfirié a un tanque de lavado a través de un filtro de 0,22 pmy, a continuacién, se agit6é
para lavar de manera terciaria e hinchar el gel de acido hialurénico. La solucién de lavado se eliminé tan pronto como
se completé el lavado y la hinchazén.

Después de completar el lavado terciario y la hinchazdn, se confirmé si el pH de la solucidén de lavado estaba en el
intervalo neutro, y después de cortar el gel de &cido hialurénico en el que se completé el lavado y la hinchazén, se
transfirié a un tanque extrusor y se pesd, y para alcanzar un peso deseado del peso del gel, se afiadié la solucidén
amortiguadora para corregir el contenido primario. Cuando se completé la correccién del contenido primario, el gel de
acido hialurénico se extruyé y molié en el tanque de la extrusora. A continuacién, el gel de acido hialurénico molido se
transfiri6 a un tanque estéril y se homogeneizé y, a continuacién, se midié el contenido y se afiadié la solucién
amortiguadora para realizar la correccién del contenido secundario. El gel de acido hialurénico en el que se completé
la correccién del contenido se traté térmicamente a una temperatura de 121 °C o mas, durante 1 minuto o més, y el
gel de acido hialurénico antes del llenado, se descomprimidé mientras se agitaba para realizar la desgasificacién. A
continuacion, se llen6 cada jeringa con el gel de &cido hialurénico en una cantidad fija de relleno y, al mismo tiempo,
se tap6 con un tapdn de goma. Las jeringas llenas se esterilizaron con vapor en un esterilizador final a una temperatura
de 121 °C o mas durante 10 minutos 0 mas.

Ejemplo experimental 1: Investigacion de las propiedades de viscoelasticidad del relleno de acido hialurénico
preparado mediante la presente invencién

Para la investigacion de las propiedades reolégicas de los Ejemplos 1y 2 preparados, el anélisis se realizé usando un
redmetro. Para la comparacién con la carga de la presente invencién, también se analizaron y compararon las
propiedades de viscoelasticidad de las preparaciones de carga comercialmente disponibles. Las preparaciones de
relleno disponibles comercialmente como ejemplos comparativos y condiciones de analisis fueron las siguientes.
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<Ejemplos comparativos>

- Ejemplo comparativo 1: Belotero Intense con lidocaina

- Ejemplo comparativo 2: Teosyal PureSense Ultradeep con lidocaina
- Ejemplo comparativo 3: Teosyal PureSense Ultimate con lidocaine
- Ejemplo comparativo 4: Stylage L con lidocaina

- Ejemplo comparativo 5: Stylage XL con lidocaina

- Ejemplo comparativo 6: Juvederm Volift con lidocaina

- Ejemplo comparativo 7: Juvederm Voluma con lidocaina.

<Condiciones de anélisis>
Condiciones de anélisis del redmetro oscilatorio y rotacional
En caso de prueba de médulo elastico de almacenamiento (G') y viscosidad compleja (n*)

(1) Equipo de prueba: reémetro (Anton Paar Ltd., MCR301)

(2) Frecuencia: 1 Hz

(3) Temperatura: 25 °C

(4) Tensién: 4 %

(5) Geometria de medicidn: 25 mm placa/placa (9) Espacio de medicién: 1,0 mm

En caso de resistencia cuando se comprime (fuerza de compresién)

Equipo de prueba: reémetro (Anton Paar Ltd., MCR301)
Espacio: posicién inicial: 2,5 mm, posicién final: 0,9 mm
Velocidad: 0,8 mm/min

Temperatura: 25 °C

Geometria de medicién: 25 mm placa/placa

Posicidén del espacio de medicién de fuerza normal: 1,5 mm

e e e e e

1
2
3
4
5
9

e e s s =

En caso de medicién de la fuerza de inyeccidn

(1) Equipo de prueba: Probador de tensidn (soporte: Mecmesin., MultiTest 2,5-xt, celda de carga: ILC 100N)
(2) Velocidad: 10 mm/min

(3) Desplazamiento: 0-17 mm

(4) Temperatura: 25 °C

(5) Jeringa: Jeringa OVS de 1 ml de largo (Schott Ltd.)

(6) Aguja: 29G, 1/2", pared delgada (Terumo Ltd.)

En las condiciones de analisis, los valores resultantes del mddulo elastico de almacenamiento (G'), la viscosidad
compleja (n*), la fuerza de compresion, la fuerza de inyeccién, la capacidad de elevacidn calculada (= médulo eléstico
de almacenamiento*fuerza de compresion) y el valor numérico calculado de la capacidad de elevacion por fuerza de
inyeccién (capacidad de elevacién/fuerza de inyeccién) se mostraron en la Tabla 1.
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Como se puede observar en la Tabla 1, se puede confirmar que el relleno de hidrogel de &cido hialurénico segun la
presente invencién muestra una mayor capacidad de elevacién en comparacién con otros rellenos disponibles
comercialmente. En el caso de los ejemplos comparativos 2 y 3, entre los ejemplos comparativos, se puede demostrar
que muestran una pequefia capacidad de elevaciéon alta, pero se determina que los problemas durante el
funcionamiento, por ejemplo, que no se puede inyectar de manera constante durante el funcionamiento o requiere una
gran potencia para funcionar debido a una fuerza de inyeccidn relativamente alta y similares, son relativamente mas
altos en comparacion con la presente invencién. En consecuencia, se puede confirmar que los Ejemplos 1y 2 segln
la presente invencion, con la relacién mas alta a un nivel superior de capacidad de elevacién a fuerza de inyeccion,
que es un parametro que muestra propiedades fisicas, pueden mostrar los mejores efectos de operacién.

Ejemplo experimental 2: Analisis del tamafio de particula de los hidrogeles de acido hialurénico segtn la
presente invencién

Con el fin de confirmar el tamafio de particula de los hidrogeles de acido hialurénico de los Ejemplos 1y 2 y los
Ejemplos Comparativos 1 a 7 y la distribucién, se realizé la siguiente prueba. El resultado correspondiente de esta
prueba se muestra en la Tabla 2.
<Condiciones de anélisis>
Condiciones de anélisis del analizador de tamafio de particula por difraccion laser
Equipo de prueba: Analizador de tamafio de particula por difraccién laser (Malvern Ltd., Mastersizer 3000)
Dispersante: Soluciéon de NaCl al 0,9 %

(1)

(2)

(3) rpm del agitador: 1.000

(4) Oscurecimiento del laser: 5-25 %
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Como se puede observar en la Tabla 2, se puede confirmar que el relleno de acido hialur

iametro de particu

invencion muestra el di

5

los Ejemplos comparativos 6 y 7 tienen el diametro de particula relativamente més grueso.
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Ejemplo experimental 3: Analisis del grado de modificacién de los hidrogeles de acido hialurénico segtn la
presente invencién

Con el fin de confirmar el grado de modificaciéon de los hidrogeles de acido hialurdnico de los Ejemplos 1y 2 y los
Ejemplos comparativos 1 a 6, se realizé una prueba en las siguientes condiciones. El resultado de esta prueba se
mostré en la Tabla 3.

<Condiciones de analisis>
Condiciones de analisis de la resonancia magnética nuclear

(1) Equipo de prueba: Sistema FT-NMR (Jeol Ltd., ECA500/ECZ400S),
(2) Pulso: 30 °

(3) Escaneos: 512

(4) Tiempo de relajacién (retraso): 5s

(5) Temperatura: 25 °C
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Como se puede observar en la Tabla 3, se puede observar que los rellenos de acido hialurénico de los Ejemplos 1y
2 segun la presente invencién muestran un bajo grado de modificacién a pesar de mostrar excelentes propiedades
fisicas como se confirmé anteriormente, y esto significa que son muy biocompatibles, ya que permiten proporcionar
un relleno que muestra excelentes propiedades fisicas, incluso cuando se usa una pequefia cantidad de agente de
reticulacion durante la preparacién de un relleno.
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REIVINDICACIONES

1. Un relleno de hidrogel de acido hialurénico, que comprende un &cido hialurénico o su sal, y que muestra
una capacidad de elevacién de 12.000 a 44.000 Pa*gf medida por un redmetro y una fuerza de inyeccién de 15 a 25
N cuando se mide a través de un probador de tensidn, en el que el acido hialurdnico o su sal presenta reticulacién;

donde

el relleno tiene ambas propiedades de rellenos de acido hialurénico monofasico y bifasico,
un grado de modificacién (MOD) del acido hialurénico, como se representa mediante la siguiente Ecuacion 1, se
ubica en el intervalo de 0,01 a 0,07 (del 1 al 7 %);

"[Ecuacién i]

Grado de modificacion = nimero total de moles de agente de
reticulacién/ nimero total de moles de N-acetil-D-glucosamina

y
una relacién de reticulaciéon (CrR), como se representa mediante la siguiente Ecuacién 2, se ubica en el intervalo
de 0,1a0,2

[Ecuacion 2}

Relacién de reticulacion = nimero de moles de agente de
reticulacion reticulado/ nimero de moles de agente de reticulacion
total

2. El relleno de hidrogel de acido hialurénico segun la reivindicacion 1, donde el peso molecular del acido
hialurénico reticulado es 2.500.000 Da o mas.

3. El relleno de hidrogel de &cido hialurénico segun la reivindicacién 1, donde el acido hialurdnico esta
reticulado por la accién de un agente de reticulacién seleccionado de entre el grupo que consiste en éter diglicidilico
de butanodiol (éter diglicidilico de 1,4-butanodiol: BDDE), éter diglicidilico de etilenglicol (EGDGE), éter diglicidilico de
hexanodiol (éter diglicidilico de 1,6-hexanodiol), éter diglicidilico de propilenglicol, éter diglicidilico de polipropilenglicol,
éter diglicidilico de politetrametilenglicol, éter diglicidilico de neopentilglicol, éter poliglicidilico de poliglicerol, éter
poliglicidilico de diglicerol, éter poliglicidilico de glicerol, éter poliglicidilico de trimetilpropano, etileno bisepoxipropoxi
(1,2-(bis(2,3-epoxipropoxi)etileno), éter poliglicidilico de pentaeritritol y éter poliglicidilico de sorbitol.

4. El relleno de hidrogel de acido hialurénico segun la reivindicacién 1, que comprende ademas un
anestésico, preferentemente lidocaina o su sal.

5. El relleno de hidrogel de acido hialurénico segun la reivindicacion 1, donde el relleno es para inyeccién
cutdnea, aumento de tejidos blandos, antiarrugas, restauracién de tejidos blandos o expansién de volumen, o
correccidn de contorno.

6. El relleno de hidrogel de é&cido hialurénico segun la reivindicacién 1, que comprende un agente de
reticulacién a una concentracién del 1 al 10 % en moles, preferentemente del 1 al 5 % en moles, en base a 1 mol de
N-acetil-D-glucosamina en el cido hialurénico o su sal.

7. Un procedimiento de preparacién del relleno de hidrogel de acido hialurénico segiin una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 6, que comprende las siguientes etapas:

(a) preparar hidrogeles de &cido hialurénico reticulados mediante la adicién de un acido hialurénico o su sal, y un
agente de reticulacion, preferentemente 1,4-butanodiol diglicidil éter, a una solucibn acuosa alcalina,
preferentemente una solucién acuosa de NaOH, Koh, NaHCO3, LiOH o una combinacién de los mismos, y agitar;
(b) cortar los hidrogeles de acido hialurénico preparados en la etapa (a);

(c) preparar una solucién amortiguadora;

(d) lavar e hinchar los hidrogeles de acido hialurénico cortados en la etapa (b) utilizando la solucién amortiguadora
preparada en la etapa (c);

(e) moler los hidrogeles de acido hialurénico lavados e hinchados en la etapa (d); y
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(f) llenar los hidrogeles preparados en la etapa (e) en una jeringa y, a continuacién, esterilizar, procedimiento en el
que se reticula un &cido hialurénico o su sal;

donde la carga tiene propiedades tanto de cargas monofasicas como bifésicas;

la relacidn de reticulacién de la carga de hidrogel de 4cido hialurénico es de 0,1 a 0,2;

la concentracidn del agente de reticulacién en la etapa (a) es del 1 al 10 % molar en base a la unidad del acido
hialurénico afiadido o su sal de 1 mol; y

la concentracién del acido hialurénico o su sal es del 10 al 25 % en peso como una relacién en peso del acido
hialurénico o su sal en funcién del peso total de la mezcla del acido hialurénico o su sal y la solucién acuosa
alcalina.

8. El procedimiento de preparacién segun la reivindicacién 7, donde una concentracién de la solucién
acuosa alcalinaes de 0,1 Na0,5N.

9. El procedimiento de preparacién segun la reivindicacién 7, donde la etapa (a) se realiza a un intervalo
de temperatura de 25 a 40 °C durante 15 a 22 horas.

10. El procedimiento de preparacién segun la reivindicacién 7, donde la solucién amortiguadora de la etapa
(c) comprende uno o mas tipos seleccionados de entre el grupo que consiste en acido citrico, monohidrogenofosfato
de sodio, dihidrogenofosfato de sodio, acido acético, é&cido dietilbarbitdrico, acetato de sodio, acido TAPS
(tris(hidroximetil)metilamino)propanosulfénico, &cido bicina (2-bis(2-hidroxietil)amino)acético, tris(hidroximetil)amino
metano, tricina  (N-(2-hidroxi-1,1-bis(hidroximetil)etil)glicina, &cido HEPES  (4-(2-hidroxietil)-1-piperazina
etanosulfénico, TES (2-[[1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-ilJlamino]metanosulfénico y PIPES (4cido piperazina-
N,N'-bis(2etanosulfénico), u opcionalmente comprende ademas un anestésico y un agente isoténico.

11. Una jeringa precargada en la que se carga el relleno de hidrogel de acido hialurénico segun cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 6.

12. Un biomaterial para el aumento de tejidos blandos que comprende el relleno de hidrogel de acido
hialurénico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.
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