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Formulation aqueuse stérile injectable a base d’acide hyaluronique reticulé et d’
hydroxyapatite pour usage esthétique

DOMAINE DE L’INVENTION

La présente invention a pour objet une formulation aqueuse stérile injectable,
préte a I'emploi, résorbable utilisée dans des buts esthetiques sous forme de gel
viscoélastique cohésif particulaire comprenant i) de I'acide hyaluronique réticulé, ou
I'un de ses sels, a une concentration comprise entre 1% a 4% (masse/volume) ; la
reticulation effectuee permettant d’obtenir un gel a base d’acide hyaluronique réticulé
de structure dite cohésive, et ii) de I'nydroxyapatite, a une concentration comprise entre
5% a 60% (masse/volume), ladite hydroxyapatite étant sous forme de particules de
taille moyenne inféerieure ou €gale a 200 pm; ladite formulation aqueuse stérile
injectable possédant des propriétés viscoélastiques telles que Tand a la fréquence de 1
Hz est inférieur ou égal a 0.60.

CONTEXTE DE L’INVENTION

Le vieillissement est un phénoméne naturel auquel tout individu est confronté. |l

s'accompagne inévitablement d'une diminution de I'activité cellulaire du corps humain.

Les signes les plus visibles de I'age apparaissent au niveau du visage : la peau se
détend et les premiéres rides apparaissent. De nombreuses solutions ont été
développées pour tenter de ralentir 'apparition des ces signes de I'age ou de réparer

les signes déja installés.

Parmi ces solutions, on peut mentionner une technique qui consiste a injecter
dans ou sous la peau des substances dites de comblement, ces substances pouvant
étre résorbables ou non résorbables in vivo. Le réle de ces substances est de combler
les parties affaissées en créant un volume dans ou sous la peau, pour traiter différentes
parties du corps, en particulier le visage. Par cet effet mécanique, la peau est retendue

et les rides lissées, conduisant a un aspect plus jeune de la zone traitée.

Parmi les substances de comblement dites résorbables, on peut citer I'acide
hyaluronique (AH) réticule (également appelé « AH stabilisé ») utilisé en dermo-

esthétique. Il est injecté dans ou sous le derme pour combler les rides ou restaurer le
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volume de différentes zones du corps pour une période de plusieurs mois. Il présente
I'avantage de présenter trés peu d’effets secondaires en post d’'injection et des
complications extrémement rares sur le long terme. D’autre part, en cas de mauvaise
injection, le praticien a la possibilité de corriger son traitement en injectant une solution
de hyaluronidases (enzymes spécifiques de I’AH), solution qui va dégrader le produit a
base de AH réticulé préalablement injecté. Les injections de AH réticulé, du fait de leur
disparition progressive (resorption du polymére dans les tissus au cours du temps),
doivent étre répetées a intervalles réguliers, généralement de 6 a 12 mois, afin de
maintenir I'efficacité du traitement. L’acide hyaluronique non réticulé, lui, a un temps de
résidence court au niveau de la peau (demi-vie inférieure a une semaine), il est
degradé in vivo par differents facteurs comme la dégradation radicalaire, enzymatique,
thermigue et mécanique. C’est bien la réticulation qui permet de significativement
accroitre sa demi-vie en ralentissant les cinétiques de dégradation de 'acide
hyaluronique selon les facteurs décrits ci-dessus, permettant ainsi une efficacité du

traitement esthétigue pouvant atteindre environ 12 mois.

Une recherche scientifiqgue intensive est effectuée a I'échelle mondiale afin de mettre au
point des traitements a base d’acide hyaluronique possédant une performance
renforcée dans le temps. L'objectif étant notamment d’avoir des produits capable de se
degrader moins rapidement afin de conserver un effet esthétique optimal sur une
période la plus longue possible, tout en conservant un tres haut niveau de sécurité des

produits injectés.

D'autres substances de comblement résorbables existent sur le marché de la
dermo-esthétique. On peut citer par exemple les produits contenant des particules
d’hydroxyapatite de calcium. Ces particules sont suspendues dans une phase agueuse
pouvant contenir un polymeére comme la carboxymethylcellulose, un dérivé de la
cellulose. Les produits de cette famille sont injectés dans ou sous le derme pour
combler les rides ou restaurer le volume de différentes zones du corps et en particulier
le visage. lls possédent un haut niveau de biocompatibilité, ce qui justifie 'absence d’un
test d’allergie préalable a l'injection. Pour ces produits, peu d’effets secondaires ou de
complications sont reportés et une durée d’efficacité de I'ordre de 12 mois ou plus est

observée. Du point de vue de la résorption, la phase agueuse est rapidement éliminée
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de la zone traitée et les particules d’hydroxyapatite sont dégradées et métabolisées par

les macrophages au cours du temps.

Une stimulation de la production endogéne de collagéne par les particules
d’hydroxyapatite est egalement décrite pour ces produits injectés dans les tissus de la
peau.

Ces produits ont malheureusement tendance a migrer, comme décrit dans différentes
communications scientifiques. Cette migration pose un probléme car elle induit une
perte prématurée de I'effet esthétique (moins de biomatériau au niveau de la zone
corrigée) et peut potentiellement induire des effets secondaires (les particules peuvent
notamment se concentrer dans certaines parties plus ou moins €loignées de la zone a
traiter (du fait des contraintes mécaniques soumises au biomatériau) et induire

localement des zones dites dures.

Dans ce contexte, il est important de mettre a la disposition des praticiens des
formulations possédants des propriétés mécaniques remarquables adaptées aux
injections a buts cosmétiques et/ou esthétiques ayant une longévité accrue dans les

tissus, prétes a I'emploi, et ne présentant pas les inconvénients décrits précédemment.

RESUME DE L’INVENTION

L’invention concerne une formulation aqueuse stérile injectable et biorésorbable,
utilisée dans des buts esthétiques, sous forme de gel viscoélastique cohésif particulaire
comprenant i) de I'acide hyaluronique reticulé, ou 'un de ses sels, a une concentration
comprise entre 1% a 4% (masse/volume) ; la masse moléculaire de 'acide
hyaluronique, ou de I'un de ses sels, étant comprise entre 2.5x10°Da et 4x10°Da, la
reticulation effectuée permettant d’obtenir un gel a base d’acide hyaluronique réticulé
de structure dite cohésive, et ii) de 'hnydroxyapatite, a une concentration comprise entre
5% a 60% (masse/volume), ladite hydroxyapatite étant sous forme de particules de
taille moyenne inférieure ou égale a 200 um; ladite formulation aqueuse stérile
injectable possédant des propriétés viscoélastiques telles que Tand a la fréquence de 1
Hz est inférieur ou égal a 0.60.
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Selon un autre objet, la présente invention concerne un procéde de préparation
d’'une formulation aqueuse stérile injectable comprenant les étapes consistant a : a)
préparer un premier mélange comprenant au moins 1% a 4% en poids d'acide
hyaluronique réticulé ou d'un de ses sels, par formation de liaisons covalentes entre les
chaines dudit biopolymére a I'aide de molécules bi- ou polyfonctionnelles, la réticulation
effectuée permettant d’'obtenir un gel a base d’acide hyaluronique réticulé de structure
dite cohésive, b) purifier ledit premier mélange, c) ajouter ensuite I'hydroxyapatite a
une concentration comprise entre 5% a 60% (masse/volume) en la dispersant de
maniére homogene dans le gel a base d’acide hyaluronique réticulé, d) mettre le gel

ainsi obtenu sous forme préte a I'emploi, e) stériliser le produit a la chaleur humide.

Selon un autre objet également, la présente invention concerne un kit se
présentant de préférence sous la forme de seringue contenant la formulation telle que

décrite precédemment.

BREVE DESCRIPTION DE LA FIGURE

La figure 1 représente des photos de la comparaison des gels B’, X et de la
formulation a base de CMC et d’hydroxyapatite, selon le test décrit dans I'exemple 2.

DESCRIPTION DETAILLEE DE L'INVENTION

L’invention décrite ci-aprés a pour objectif de proposer une nouvelle formulation
aqueuse stérile injectable biorésorbable utilisée dans des buts cosmetiques et
esthétiques et présentant des propriétés spécifiques de viscoélasticité, de comblements
et de performance a long terme. Cette formulation est caractérisée en ce qu’elle est

sous forme de gel viscoélastiqgue cohesif particulaire comprenant

i) de I'acide hyaluronique réticulé, ou I'un de ses sels, a une concentration comprise
entre 1% a 4% (masse/volume) ; la réticulation effectuée permettant d’obtenir un gel a

base d’acide hyaluronique réticulé de structure dite cohésive, et

i) de I'nydroxyapatite, a une concentration comprise entre 5% a 60% (masse/volume),
ladite hydroxyapatite étant sous forme de particules de taille moyenne inférieure ou

égale a 200 um;
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ladite formulation aqueuse stérile injectable possédant des propriétés viscoelastiques

telles que Tand a la fréquence de 1 Hz est inférieur ou égal a 0.60.

De maniere tout a fait surprenante, il a été constaté que cette formulation posséde une
capacité remarquable a créer du volume dans les tissus sur le long terme, ceci grace a
une synergie entre I'acide hyaluronique réticulé et les particules d’hydroxyapatite, selon
les conditions de I'invention.

D’un point de vue mécanique, les particules d’hydroxyapatite (de comportement solide :
forte élasticité et viscosité négligeable) renforcent considérablement I'élasticité du gel
et donc sa capacité a créer du volume en induisant une force/pression importante sur

les tissus pour corriger la zone déficiente a traiter.

L’acide hyaluronique réticulé, Iui, apporte des proprietes de viscoélasticité, c’est-
a-dire d’élasticité mais également de viscosité permettant d’avoir une consistance de
gel se rapprochant de celle des tissus et donc ainsi de contrebalancer |a trés forte
elasticité et I'absence de viscosité apportée par les particules d’hydroxyapatite. Ceci
permettant d’avoir un produit s’intégrant dans les tissus de maniére beaucoup plus
homogéne (le patient ressentant moins le produit a la palpation), moins traumatique
pour les tissus (forte limitation de 'inflammation en post injection) et moins douloureux a
I'injection.

D’autre part, I'acide hyaluronique réticulé, dans les conditions de I'invention, va
permettre de réduire considérablement la migration des particules d’hydroxyapatite,
particules qui sont retenues au sein du gel, de part la forte cohésivité apportée par
I'acide hyaluronique réticulé de nature cohésive (acide hyaluronique réticulé possédant
une faible cinétique de résorption). Cette forte limitation de la migration permet d’avoir
un gel avec une capacité volumatrice ameliorée sur le long terme et de réduire les

effets secondaires comme |'apparition de zones dites dures, ressenties par le patient.

L’acide hyaluronique est un polysaccharide composé de la répétition d’unités
disaccharide de glucuronate et de N-acetyl glucosamine. Il est réparti largement parmi
les tissus conjonctifs, épithéliaux et nerveux chez les humains comme chez les
animaux. Il constitue I'un des principaux composants de la matrice extracellulaire. Il

contribue de fagon significative a la prolifération et a la migration des cellules. Il est
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notamment trouvé en concentration importante dans I’humeur aqueuse, le liquide

synovial, la peau et le cordon ombilical.

Parmi les sels d'acide hyaluronigue préférés selon l'invention, on citera les sels d'acide
hyaluronique, avec un cation, par exemple un sel mono- ou divalent tel que les sels de
sodium, potassium, magnésium, calcium, manganeése. Les sels de sodium sont tout

particulierement préférés.

Selon l'invention, I'acide hyaluronigue ou d'un de ses sels, est sous forme
réticulée. Cette réticulation est obtenue par formation de liaisons covalentes entre les
chaines dudit biopolymére a I'aide de molécules bi- ou polyfonctionnelles, la réticulation
effectuee permettant d’'obtenir un gel a base d’acide hyaluronique réticulé de structure

dite cohésive, encore appelée monophasique.

La nature cohésive du gel a base d’acide hyaluronigue réticulé est une spécificité
majeure et necessaire de I'invention. Le gel ne doit pas se desagréger rapidement
lorsqu’on I'introduit dans de I'eau, comme le fait un gel de nature non cohésive, encore
appelé gel biphasique (type de gel a base d’acide hyaluronigue réticulé n’étant pas en
mesure de maintenir les particules d’hydroxyapatite et donc d'éviter la migration).

L’exemple 2 met en avant cette différence entre un gel cohésif et un gel non cohésif.

La présente invention comprend généralement une concentration en acide
hyaluronique réticulé, ou de I'un de ses sels, comprise entre 1% a 4% (masse/volume),
de préférence entre 1% et 3% (masse/volume). Selon une variante particuliérement
préférée, la concentration en acide hyaluronique réticulé, ou de I'un de ses sels, est
comprise entre 1.5% a 2.5% (masse/volume). Alternativement, la concentration en
acide hyaluronique réticulé, ou de I'un de ses sels, peut étre comprise entre 1.5% a 3%

(masse/volume), ou 1% a 2.5% (masse/volume).

Avantageusement, la formulation agueuse selon l'invention comprend de I'acide
hyaluronique, ou I'un de ses sels, dont la masse moléculaire est préférablement
comprise entre 2.5x10° Da et 4x1 0° Da. Selon une variante particulierement préféree,
cette masse moléculaire est comprise entre 1x10° Da et 3x10°%. Alternativement, la
masse moléculaire est comprise entre 1x10° Da et 2.5x10°, ou 2.5x10° Da et 3x10° Da.
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L’hydroxyapatite est une espéce minérale de la famille des phosphates, de
formule Ca5(PO4)3(OH), usuellement écrite Ca10(PO4)6(OH)2 pour souligner le fait
que la maille de la structure cristalline comprend 2 molécules. L'hydroxyapatite
appartient a la famille cristallographique des apatites, composés isomorphes possédant
une méme structure hexagonale. Ce composé est utilisé comme biomatériau depuis de

nombreuses années dans différentes spécialités médicales.

La présente invention comprend généralement une concentration en particules
d’hydroxyapatite comprise entre 5 a 60% (masse/volume), de préférence entre 10 a
50% (masse/volume), de préférence entre 20 a 40% (masse/volume) et |a taille
moyenne des particules d’hydroxyapatite est inférieure ou égale a 200 um, de
préférence inférieure a 50 um, de préférence supérieur a 10 um.

Il a été observeé que les propriétés de viscosité et d’élasticité de la formulation
selon invention sont optimales lorsque le paramétre Tan delta ou Tand, correspondant
au rapport [module visqueux G” /module élastique G’] a la fréquence de 1Hz, est
inferieur ou égal a 0.60, de préférence inférieur ou égal a 0.58. En effet, il a été montré
gue le caractére élastique de la formulation selon I'invention, par rapport a sa viscosité,
doit étre suffisamment important pour pouvoir éviter la sédimentation des particules
d’hydroxyapatite. Ainsi, il a eté observé qu’en dessus de 0.60, les particules d’
hydroxyapatite ont tendance a sédimenter au cours du temps. Cette sédimentation
implique I'obtention d’une formulation a base de particules d’hydroxyapatite non
homogene, ce qui n'est pas satisfaisant d'une part pour I'acte d’injection de la
formulation a travers I'aiguille (bouchage d'aiguille) et d’autre part pour la sécurité et la
performance de la formulation au niveau de la zone d’injection (par exemple, création
de zones dites dures dans les tissus de la peau).

En général, la mesure de I'élasticité (G’) et du rapport de la viscosité sur I'élasticité
(Tan delta=G"/G’) est effectuée en réalisant un balayage en fréquence de 0.01 a 100
Hz a 'aide d'un rhéométre avec une geométrie plate de 40 mm, un entrefer de 1000

micrométres et une température d’analyse de 25°C.

Comme montré dans I'exemple 2, la cohésivité de la formulation selon I'invention est un
elément majeur mais il est également nécessaire que le caractére viscoélastique de

celui-ci soit approprié afin :
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- d’éviter la sedimentation au cours du temps des particules d’hydroxyapatite au sein de
leur contenant, et

- d’éviter d’avoir un produit qui va se séparer en 2 phases (particules d’hydroxyapatite
et gel d’acide hyaluronique réticulé) lors de l'injection et/ou au niveau de la zone

d’injection, créant ainsi des hétérogéngités au niveau de la zone traitée.

L’invention a également pour objectif de présenter une meilleure longeévité au
cours du temps en comparaison avec les formulations de I'art antérieur. Cette meilleure
longévité de I'effet esthétique est obtenue grace a la capacité de 'acide hyaluronique
réticulé a maintenir sur le long terme les particules d’hydroxyapatite au niveau de la
zone d’'injection et aux particules d’hydroxyapatite a conférer des propriéteés
mécaniques/rhnéologiques remarquables sur le long terme. |l sera donc moins souvent
nécessaire de renouveler les injections avec la formulation selon I'invention, le gain sur

la longévité en clinique étant probablement de plusieurs mois.

Il est egalement important de préciser que la présence des particules
d’hydroxyapatite, radio-opaques, confére un avantage au gel car pouvant étre localisé

aisément par le praticien sous radiographie pendant et/ou apreés l'injection.

D’autre part, la capacité des particules d’hydroxyapatite a stimuler la production
endogéne de collagéne est un élément important de I'invention. La résorption lente du
produit dans les tissus va s’accompagner d’'une production de collagene (création de
volume et d’élasticité), qui va permettre de participer a la performance du traitement sur
le long terme.

La possibilité donnée au praticien d’injecter une solution de hyaluronidases pour
corriger son injection et dégrader I'acide hyaluronique réticulé composant le produit
confére également un avantage a I'invention. Cette injection ne permet néanmoins pas
d’acceélérer |la résorption des particules d’hydroxyapatite : il n'y a donc pas dégradation

compléte du produit au sein des tissus.

La présente invention consiste donc en une formulation, telle que décrite ci-
dessus, utilisée pour le comblement et/ou la restauration de volumes et/ou le

remplacement de tissus biologiques, en particulier i) restauration des volumes du
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visage (joues, menton, pommettes, tempes, ...), ii) restauration des volumes du corps
(fesses, seins, mains...), iii) restauration des volumes du visage chez des patients HIV
atteint de lipodystrophie faciale.

La formulation selon I'invention est généralement utiliseée telle quelle mais il n'est
pas exclu qu'il lui soit ajouté au moins un autre additif (autre gue ceux citées plus haut)

et/ou au moins un principe actif.

De maniére avantageuse, la formulation selon I'invention est « une formulation
préte a 'emploi », car le praticien n’a pas a mélanger lui-méme l'acide hyaluronique

reticulé et une solution d’hydroxyapatite, juste avant leur injection.

Ainsi, la formulation peut comprendre en outre un ou plusieurs matériaux
ceramiques. Ces matériaux sont généralement choisis parmi le groupe comprenant le
phosphate tricalcique, le carbonate de calcium et le sulfate de calcium, ou une

combination de plusieurs de ses matériaux céramiques.

La formulation selon l'invention peut également comprendre en outre un ou
plusieurs anesthésiques, choisi parmi le groupe comprenant la lidocaine seule ou en
combinaison avec de I'adrénaline, la procaine, I'étidocaine seule ou en combinaison
avec de I'adrénaline, I'articaine seule ou en combinaison avec de I'adrénaline, la
mépivacaine, la pramocaine, la quinisocaine, ou un ou plusieurs des sels de ces
anesthésiques. Selon une variante particulierement préférée, I'anesthésique choisi est
le chlorhydrate de lidocaine. La présence d'un anesthésique dans la formulation selon
I'invention présente un intérét majeur pour I'amélioration du confort du patient au cours

et aprés injection.

Selon un autre mode particulier de 'invention, la formulation selon l'invention
peut également comprendre en outre un ou plusieurs antioxydants, comme les
antioxydants de la famille des polyols. L'antioxydant pourra étre choisi parmi le groupe

des polyols comprenant le sorbitol, le glycérol, le mannitol ou le propyléne glycol.

Selon un autre objet, la présente invention concerne un procéde de préparation

d’'une formulation aqueuse stérile injectable comprenant les étapes consistant a : a)
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préparer un premier mélange comprenant au moins 1% a 4% en poids d'acide
hyaluronique réticulé ou d'un de ses sels, par formation de liaisons covalentes entre les
chaines dudit biopolymére a I'aide de molécules bi- ou polyfonctionnelles, la réticulation
effectuee permettant d’'obtenir un gel a base d’acide hyaluronique réticulé de structure
dite cohésive, b) purifier ledit premier mélange, ¢) ajouter ensuite I'nydroxyapatite a
une concentration comprise entre 5% a 60% (masse/volume) en la dispersant de
maniére homogene dans le gel a base d’acide hyaluronique réticule, d) mettre le gel

ainsi obtenu sous forme préte a I'emploi, e) stériliser le produit a la chaleur humide.

La stérilisation de la formulation selon I'étape e) est réalisée a la chaleur humide.
L'homme de I'art saura sélectionner un cycle de stérilisation a la chaleur (température et
durée du cycle de stérilisation) approprié a la stérilisation de son produit. Par exemple,
les cycles de stérilisation a la chaleur humide suivants peuvent étre utilisés : 131°C, 1
min / 130°C, 3 min / 125°C, 7 min / 121 °C, 20 min.

Selon un autre objet, la présente invention concerne un kit se présentant de
preéference sous la forme de seringue contenant la formulation telle que décrit

précédemment.

La présente invention concerne €galement un kit sous forme d’un contenant
différent d’'une seringue comme une ampoule ou un flacon contenant la formulation telle

gue décrit précédemment.

L’inventeur a montré dans les exemples suivants que la formulation selon I'invention a
base de HA réticulé doit posséder des propriétés spécifiques, notamment de cohésivité.
Si tel n'est pas le cas (voir les exemples avec le HA non reticulé ou avec un HA réticule
ne possédant pas la structure revendiquée), les particules d’hydroxyapatite ne sont pas
maintenues correctement au sein de la matrice et peuvent donc diffuser relativement
facilement hors du gel, ce qui implique une perte de volume au niveau de la zone traité
(c'est-a-dire une perte d’efficacité) et des possibles complications du fait de cette

migration entrainant des problémes de sécurité.

10
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L'invention va maintenant étre illustrée a titre non limitatif par les exemples 1 a 4

suivants :

EXEMPLES

Exemple 1

Préparation d’un gel a base d’acide hyaluronique réticulé de structure dite
cohésive

Etape 1 : 3.5 g de hyaluronate de sodium de poids moléculaire 2,6 MDa sont ajoutes a
de la soude 1 % (30,5 g). Le mélange est laissé a I'homogénéisation pendant 1 h 30.
420 mg de butanediol diglycidyl ether (BDDE) sont ajoutés au mélange qui est
homogéneéise, ferme puis placeé au bain-marie a 50°C pendant 2 h. Le mélange est

ensuite neutralisé par 'ajout de 7.5 g de HCI 1N.

Le gel est purifié pendant 24h par dialyse avec une solution physiologique iso-
osmolaire et possédant un pH neutre (cellulose régénérée, limite de séparation : masse
moléculaire = 60 kDa) afin d’obtenir une concentration en acide hyaluronique de 25
mg/ml (2.5%). Il est ensuite homogénéisé dans un mélangeur classique a pales
pendant 1h30 (= gel A1/ 124 g).

Le gel peut enfin étre dégaze, rempli en seringues en verre de 2 ml et stérilisé par
autoclavage vapeur a 130°C pendant 3 minutes (= gel A / gel viscoélastique de
structure dite cohésive ou monophasique).

Etape 2 : preparation du gel selon I'invention. Dans 100g de gel A1, on ajoute 42.9 g de
phosphocalcium hydroxyapatite Ca10(PO4)6(OH)2 dont les particules ont une
granulometrie moyenne comprise entre 30 et 50 micrometres puis on homogénéise le
gel dans un mélangeur classique a pales pendant 1h30 (= gel B1/ 142.99).

Le gel peut enfin étre dégazé, rempli en seringues en verre de 2 ml et stérilisé par
autoclavage vapeur a 130°C pendant 3 minutes (= gel B).

Le gel est viscoélastique cohesif particulaire. En effet, celui-ci se présente sous la forme
d’un gel viscoélastique (il présente des propriétés d’élasticité G’ et de viscosité G” / voir
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ci-dessous), possedant une forte cohésivité (voir exemple 2) et contenant des particules
d’hydroxyapatite.

La concentration en acide hyaluronique du gel est de 17.5 mg/ml (1.75%) (dosage au
carbazole, méthode de la Pharmacopée Européenne). D’autre part, le pH (7.15) et
I'osmolarité (315 mOsm/kg) du gel sont physiologiques.

Le gel est facilement injectable a travers une aiguille : Une force de 26.3 N est
nécessaire pour pousser le gel a travers une aiguille de 21G 1 1/2, en considérant une

vitesse de poussée de 12.5 mm/minute.

Les gels A et B sont caractérisés d’'un point de vue mécanique/rhéologique : Le
rheometre utilisé pour effectuer ces caracterisations est un AR2000 (TA instruments)
avec une géométrie plate de 40 mm, un entrefer de 1000 micrométres est une

température d’analyse de 25°C.

Une mesure de I'élasticité (G’) et du rapport de la viscosité sur I'élasticité (Tan
delta=G"/G’) est effectuée en réalisant un balayage en fréquence de 0.01 a 100 Hz.

Une comparaison des parametres est effectuée a 1 Hz.

Gel G’(1 Hz) en Pa Tan delta (1 Hz)
A 184 0.25
B 381 0.29

On constate que le produit B posséde une élasticité significativement plus forte que le
produit A. Le Tan delta des 2 produits A et B, quant a lui, est relativement proche : le
gel B conserve un caractere visqueux important, malgre la présence des particules
d’hydroxyapatite (qui elles possédent une forte élasticité et une viscosité négligeable).
Cette plus forte élasticité, en combinaison avec la forte cohésivité du produit selon

I'invention, confére une meilleure capacité du produit a créer du volume dans les tissus.

Une mesure de la force normale induite par le gel a tester est effectuée par
compression de I'échantillon entre le plan peltier et la géométrie pour un entrefer de

1500 micrométres et une quantité de gel de 1.4 g.

Gel Force normale (N)
A 0.86
B 1.47
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On constate que le produit B posséde une élasticité et une force normale induite

significativement plus forte que le produit A.

Cette plus forte élasticité, en combinaison avec la forte cohesivite du gel selon

I'invention, confére une meilleure capacité du produit a créer du volume dans les tissus.

Exemple 2

Importance de la structure dite cohésive du gel a base de HA réticulé - Comparatif

Le gel A1 (de structure dite cohésive ou monophasigue) décrit dans I'exemple 1 est
dialysé avec une solution physiologique iso-osmolaire et possédant un pH neutre
(cellulose régénérée, limite de séparation : masse moléculaire = 60 kDa) afin d’obtenir
une concentration en acide hyaluronique de 20 mg/ml (2%).

De I'nydroxyapatite de calcium est ensuite ajouté dans le gel afin d’obtenir une
concentration de 200 mg/ml (20%) puis un mélange a la spatule est effectué (2 minutes
pour 5g de gel).

Le gel ainsi obtenu est ensuite stérilisé a I'autoclave a 121°C pendant 20 minutes (= gel

B’ selon I'invention).

Le gel commercial Restylane® Perlane® (lot 11363-1) a base d’acide hyaluronique
réticulé de structure dite non cohésive ou biphasique, dont la concentration en acide
hyaluronique est de 20 mg/ml (2%) est dopé avec 200 mg/ml (20%) d’hydroxyapatite de
calcium par mélange a la spatule (2 minutes pour 5g de gel).

Le gel ainsi obtenu est ensuite stérilisé a I'autoclave a 121°C pendant 20 minutes (= gel
X).

Le gel A1 et le gel Restylane® Perlane® sont comparés selon le test suivant :
Dans des flacons en plastique de 30 ml contenant 5 ml d’eau purifiée, on introduit 1 ml
de gel A1 dans le flacon 1 et 1 ml de gel Restylane® Perlane® dans le flacon 2. Apres

fermeture des flacons, on mélange manuellement les 2 flacons pendant 5 secondes.
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Aprés 10 secondes, on observe que le gel Restylane® Perlane® s’est complétement
désagrégé/dispersé sous forme d’'une multitude de particules dans la solution aqueuse.
Le gel Restylane® Perlane® possede donc bien une structure dite non cohésive ou

biphasique (le gel se disperse rapidement dans la solution aqueuse).

Le gel A1, lui, est toujours sous la forme d’'une « boule de gel » dans la solution
aqueuse. |l posséde donc bien une structure dite cohésive ou monophasique (le gel ne
se disperse pas rapidement dans la solution aqueuse, il possede une forte cohesivité,
contrairement au gel Restylane® Perlane®).

Le gel B’ selon l'invention et le gel X sont comparés selon le test suivant (voir figure 1):
Dans des flacons en plastique de 30 ml contenant 5 ml d’eau purifiée, on introduit 1 ml
de gel B’ dans le flacon 1 et 1 ml de gel X dans le flacon 2. Aprés fermeture des
flacons, on melange manuellement les 2 flacons pendant 5 secondes.

Aprés 10 secondes, on observe que le gel X s'est complétement désagrégé/dispersé
sous forme d’'une multitude de particules dans la solution aqueuse. Le gel X possede
une structure viscoélastique non cohesive particulaire. Il ne correspond pas aux
caractéristigues du gel selon 'invention. En pratique médicale pour une utilisation en

esthétique, celui-ci va diffuser/migrer au niveau de la zone d’injection.

Le gel B, lui, est toujours sous la forme d’'une « boule de gel » dans la solution
aqueuse. Il posséde donc bien une structure cohésive particulaire qui va permettre,
dans le cadre de la pratique médicale pour une utilisation en esthétique, de ne pas
diffuser/migrer au niveau de la zone injectée, et ainsi d’éviter les complications liées a la
migration de particules d’hydroxyapatite dans les tissus mais également d’avoir une
meilleure performance long terme du produit car le gel injecté va pouvoir maintenir sa
capacité a créer du volume dans les tissus sur une longue période, du fait de I'absence

de migration du biomatériau de la zone traitée.

Exemple 3

Importance de la viscoélasticité du gel selon I'invention - Comparatif
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Soit C un gel préparé selon le méme protocole (étapes 1&2) que celui décrit en
exemple 1 en introduisant 200 mg de BDDE au lieu de 420 mg.
Soit D un gel préparé selon le méme protocole (étapes 1&2) que celui décrit en
exemple 1 en introduisant 290 mg de BDDE au lieu de 420 mg.

Le gel C est caractérisé d’'un point de vue mécanique/rhéologique.
Le rhéometre utilisé pour effectuer les caractérisations rhéologiques est un AR2000 (TA
instruments) avec une géométrie plate de 40 mm, un entrefer de 1000 micrometres est

une température d’analyse de 25°C.

Une mesure du rapport de la viscosité sur |'élasticité (Tan delta=G"/G’) est effectuee en
réalisant un balayage en fréquence de 0.01 a 100 Hz.

Une comparaison des parameétres est effectuée a 1 Hz.

Gel Tan delta = G”’/G’(1 Hz)
C 0.84
D 0.58

On constate que les particules d’hydroxyapatite ont tendance a sédimenter au cours du
temps (phénoméne bien observeé par passage d’un échantillon a la centrifugeuse) pour
le gel C, ce qui n'est pas observé pour le gel D.

Cette sédimentation implique I'obtention de produits a base de particules
d’hydroxapatite non homogéne, ce qui n’est pas satisfaisant pour I'acte d’injection du
gel a travers l'aiguille (bouchage de I'aiguille) mais également pour la sécurité et la
performance du produit au niveau de la zone d’injection (risques importants de
complications comme par exemple la création de zones dites dures dans les tissus de

la peau).

Comme montré dans I'exemple 2, la cohésivité du gel selon I'invention est importante
mais il est également nécessaire que le caractére viscoélastique de celui-ci soit
approprie afin :

- d'eviter la sédimentation au cours du temps des particules d’hydroxyapatite au sein de

leur contenant
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- d’eviter d’avoir un produit qui va se séparer en 2 phases (particules d’hydroxyapatite
et gel d’acide hyaluronique réticulé) lors de I'injection et/ou au niveau de la zone

d’injection, créant ainsi des hétérogénéités au niveau de la zone traitée.

Le caractére élastique du gel (par rapport a sa viscosité) doit donc étre suffisamment

important pour pouvoir éviter la sédimentation des particules.

Exemple 4

Comparaison d’un gel selon I'invention avec des solutions de I'art antérieur

a) Formulation a base de HA non réticulé et d’hydroxyapatite

Comme décrit dans la litterature, in vivo, I'acide hyaluronique non réticulé a une demi-
vie inférieure a une semaine.

Par conséquent, une solution de HA non réticulé avec hydroxyapatite n’est pas
intéressante car I'acide hyaluronique non réticulé va se résorber tres rapidement et il ne
va pas permettre d’'empécher la migration des particules d’hydroxyapatite sur le long

terme.

b) Formulation aqueuse d’hydroxyapatite

Une solution aqueuse d’hydroxyapatite (S1) est préparée (30% de phosphocalcium
hydroxyapatite possédant une granulomeétrie comprise entre 30 et 50 micrometres dans

une solution physiologique iso-osmolaire et possédant un pH neutre).

Dans un flacon en plastique de 30 ml contenant 5 ml d’eau purifiée, on introduit 1 ml de
la solution S1. On observe une dispersion immeédiate des particules d’hydroxyapatite
dans le flacon.

Contrairement a la formulation selon l'invention, la solution S1 n’est pas en mesure de

maintenir les particules d’hydroxyapatite au niveau de la zone d’injection sur le long

terme.
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c) Formulation a base de CMC et d’hydroxyapatite (voir figure 1).

Une formulation aqueuse de carboxyméthylcellulose (CMC) et d’hydroxyapatite (S3) est
préparée (30% de phosphocalcium hydroxyapatite possédant une granulométrie
comprise entre 30 et 50 micrométres, et 2% de CMC a 250 000 Da dans une solution

physiologique iso-osmolaire et possédant un pH neutre).

Dans un flacon en plastique de 30 ml contenant 5 ml d’eau purifiée, on introduit 1 ml de
la formulation S3. Aprés fermeture du flacon, on melange manuellement le flacon

pendant 5 secondes.

Aprés 10 secondes, on observe que la formulation S3 s’est complétement
desagréegee/dispersée sous forme d'une multitude de particules dans la solution

aqueuse.
Contrairement a la formulation selon I'invention, la formulation S3 n’est pas en mesure

de maintenir les particules d’hydroxyapatite au niveau de la zone d’injection sur le long

terme.
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REVENDICATIONS

1. Formulation aqueuse stérile injectable, utilisée dans des buts esthetiques, sous
forme de gel viscoélastique cohésif particulaire comprenant

i) de I'acide hyaluronique réticulé, ou I'un de ses sels, a une concentration comprise
entre 1% a 4% (masse/volume) ; la réticulation effectuée permettant d’obtenir un gel a
base d’acide hyaluronique réticulé de structure dite cohésive, et

ii) de I'hydroxyapatite, a une concentration comprise entre 5% a 60% (masse/volume),
ladite hydroxyapatite étant sous forme de particules de taille moyenne inférieure ou
égale a 200 um;

ladite formulation aqueuse stérile injectable possédant des propriétés viscoelastiques

telles que Tand a la fréquence de 1 Hz est inférieur ou égal a 0.60.

2. La formulation aqueuse stérile injectable selon la revendication 1, caractérisée
en ce que la masse moléculaire de I'acide hyaluronique, ou de I'un de ses sels, est

comprise entre 2.5x10°Da et 4x10°Da.

3. La formulation aqueuse stérile injectable selon les revendications 1 ou 2,

caractérisée en ce que la formulation a été stérilisée a la chaleur humide.

4. La formulation aqueuse stérile injectable selon I'une quelconque des
revendications précédentes, caractérisée en ce que la concentration de l'acide
hyaluronique réticulé, ou de I'un de ses sels, est comprise entre 1% a 3%

(masse/volume), préférablement entre 1.5% a 2.5% (masse/volume).

5. La formulation aqueuse stérile injectable selon I'une quelconque des

revendications précedentes, caractérisee en ce que la concentration de I'hydroxyapatite
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est comprise entre 10 a 50% (masse/volume), de préférence entre 20% a 40%

(masse/volume).

6. La formulation aqueuse stérile injectable selon I'une quelconque des
revendications précédentes, caractérisée en ce que la taille moyenne des particules

d’hydroxyapatite est inférieure ou égale a 50 um et supérieure ou égale a 10 um.

7. La formulation aqueuse stérile injectable selon 'une quelconque des
revendications précédentes, caractérisée en ce que la formulation comprend en outre

un ou plusieurs matériaux ceramiques.

8. La formulation aqueuse stérile injectable selon I'une quelconque des
revendications précédentes, caractérisée en ce que la formulation comprend en outre

un ou plusieurs anesthésiques.

9. La formulation aqueuse stérile injectable selon la revendication 8, caractérisée
en ce que I'un ou plusieurs anesthésiques est choisi parmi le groupe comprenant la
lidocaine seule ou en combinaison avec de I'adrénaline, la procaine, I'étidocaine seule
ou en combinaison avec de I'adrénaline, I'articaine seule ou en combinaison avec de
'adrénaline, la mépivacaine, la pramocaine, la quinisocaine, ou un ou plusieurs des

sels de ces anesthésiques.

10. La formulation aqueuse stérile injectable selon la revendication 9, caractéerisee

en ce que I'anesthésique est le chlorhydrate de lidocaine.

11.  Laformulation aqueuse stérile injectable selon I'une quelconque des
revendications précédentes, caractérisée en ce que la formulation comprend en outre

un ou plusieurs antioxydants.
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12.  Laformulation aqueuse stérile injectable selon la revendication 11, caractérisée

en ce que I’ un ou plusieurs antioxydants est choisi parmi la famille des polyols.

13.  Laformulation aqueuse stérile injectable selon la revendication 12, caractérisée
en ce que les polyols comprennent le sorbitol, le glycérol, le mannitol ou le propyléne

glycol.

14. Laformulation aqueuse stérile injectable selon I'une quelconque des
revendications précédentes, utilisée pour le comblement et/ou la restauration de

volumes et/ou le remplacement de tissus biologiques.

15.  Kit contenant la formulation aqueuse stérile injectable, selon l'une quelconque

des revendications 1 a 14.

16.  Kit selon la revendication 15 se présentant sous forme de seringue, ampoule ou
flacon.

17.  Procédé de fabrication d’une formulation aqueuse stérile injectable comprenant
les étapes consistant a : a) préparer un premier mélange comprenant au moins 1% a
4% en poids d'acide hyaluronigque réticulé ou d'un de ses sels, par formation de liaisons
covalentes entre les chaines dudit biopolymére a |'aide de molécules bi- ou
polyfonctionnelles, la réticulation effectuée permettant d’obtenir un gel a base d’acide
hyaluronique réticulé de structure dite cohésive b) purifier ledit premier mélange, c)
ajouter ensuite I'hydroxyapatite a une concentration comprise entre 5% a 60%
(masse/volume) en la dispersant de maniére homogéne dans le gel a base d’acide
hyaluronique réticulé, d) mettre le gel ainsi obtenu sous forme préte a I'emploi, e)

stériliser le produit a la chaleur humide.
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