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DESCRIPCION
Proceso para preparar una formulacion estéril de acido hialurénico de alto peso molecular

La presente invencion se refiere a un proceso para preparar una sal estéril del acido hialurénico de alto peso
molecular como una formulacién final para uso farmacéutico.

El acido hialurénico en forma de sal puede incluir por ejemplo hialuronato de sodio, hialuronato de potasio,
hialuronato de magnesio, hialuronato de calcio u otras.

El acido hialurénico es un polisacarido mucoide de origen bioldgico, que estd ampliamente distribuido en la
naturaleza. Por ejemplo, se sabe que el acido hialurénico esta presente en varios tejidos animales como cordén
umbilical, liquido sinovial, humor vitreo, cresta de gallo y varios tejidos conjuntivos tales como piel y cartilago.

Quimicamente, el acido hialurénico es un miembro de los glicosaminoglicanos y esta constituido por unidades
alternantes y repetitivas de acido D-glucuronico y N-acetil-D-glucosamina, para formar una cadena lineal con un
peso molecular hasta 13 x 10° Daltons.

En el sentido de la presente invencion, el acido hialurénico de alto peso molecular es el &cido hialurénico que tiene
un peso molecular promedio de ho menos de 0,5 x 10° Daltons.

El uso farmacéutico del &cido hialurénico o de una sal derivada del mismo estd ampliamente descrito en la literatura.

Debido a que el &cido hialurénico es una sustancia no inmunogénica y tiene propiedades viscoelasticas e
hidrofilicas, se utiliza, desde hace varios afios, como un sustitutivo del humor vitreo del ojo o liquido de las
articulaciones o como un medio de apoyo en cirugia oftalmica, como por ejemplo se divulga en US A-4,141,973 de
Balazs.

En los liquidos de las articulaciones, la solucién viscosa de acido hialurénico sirve como lubricante para proporcionar
una proteccién ambiental para las células y por esta razon, se utiliza en el tratamiento de las articulaciones de la
rodilla inflamada.

La patente EP-A-0 781 547 divulga un hialuronato de sodio segun formulacién oftalmica para uso en la cirugia
ocular.

La patente EP-A-0 719 559 divulga soluciones viscosas de hialuronato de sodio para su utilizacion como fluido
mascara en foto-queratectomia terapéutica mediante laser excimer.

La patente EP-A-0 875 248 divulga el uso de &cido hialurénico o de una de sus sales farmacéuticamente aceptables
para la preparacion de una solucién acuosa util como liquido de lavado intra-articular.

La patente EP-A-0 698 388 de Chemedica S.A. divulga una preparacion oftalmica para el uso como lagrimas
artificiales con hialuronato como un espesante de la viscosidad.

El uso farmacéutico de acido hialurénico o de una sal derivada del mismo requiere un producto altamente puro y
estéril.

El acido hialurénico puede extraerse y purificarse de fuentes animales o microbianas como cordones umbilicales,
crestas de gallo o de Estreptococos del grupo A y C, tal como se divulga, por ejemplo, en las patentes US-A-
4,141,973 de Balazs, US-A-5,559,104 de Romeo y al. y WO 00/4925.

El proceso industrial de extracciéon y purificacion de &cido hialurénico produce normalmente sales de &cido
hialurénico, como hialuronato de sodio, en forma de polvo seco. El polvo seco purificado de calidad farmacéutica
puede utilizarse para preparar, por ejemplo, formulaciones farmacéuticas acuosas para diversos usos farmacéuticos
tales como inyeccion interarticular, colirios o sustitucién de humor vitreo.

Un proceso industrial comun para la preparacion de formulaciones farmacéuticas listas-para-el-uso comprende la
mezcla de una cantidad definida en peso de hialuronato de sodio con un volumen exacto de agua y sal y
dependiendo del caso, como el cloruro de sodio y tampones tales como fosfatos y otros excipientes. Como la
concentraciéon y la composicién de la formulacion para uso farmacéutico deben mantenerse dentro de un rango
definido por un estrecho margen, los diferentes componentes de la formulacion se miden cuidadosamente. La
formulacion, a continuacion, se introduce en recipientes como jeringas y viales de dosis definidas listos-para-usar.
Tras el llenado de los recipientes, la formulacién es esterilizada por autoclave tipicamente alrededor de 121 °C
durante quince minutos 0 mas.

Uno de los problemas con el uso de calor para esterilizar el acido hialurénico es el efecto conocido en romper las
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cadenas moleculares que forman el Acido Hialurénico, reduciendo el peso molecular medio de Acido Hialurénico.
El alto peso molecular del &cido hialuronico es una importante propiedad farmacologica.

En muchas aplicaciones farmacéuticas no es conveniente que exista Acido Hialurénico de bajo peso molecular en la
formulacion, por ejemplo, teniendo en cuenta los efectos inflamatorios del Acido Hialurénico de bajo peso molecular
como se divulga en US 4.141.973 y la pérdida de propiedades beneficiosas reoldgicas de Acido Hialurénico de alto
peso molecular. Para compensar la degradacion del Acido Hialurénico en una formulacién de determinada
concentracién en los métodos de esterilizacion mencionados, el &cido hialurdnico o sus sales derivadas, inicialmente
utilizado en la preparacion de la formulacion tiene un peso molecular medio que es mayor que el deseado minimo
peso molecular promedio de la formulacién final. Esto es, sin embargo, antieconémico debido a que el rendimiento
de la produccién de acido hialurénico desde la materia prima disminuye tanto como el peso molecular medio
requerido aumenta.

Otro método conocido de esterilizacion del acido hialurénico es por filtracion. Esta técnica se utiliza en procesos
industriales convencionales para preparar sales purificadas del acido hialuronico en forma concentrada,
generalmente en forma de polvo seco, mediante el cual una solucién acuosa de baja concentracion es pasada por el
filtro y posteriormente secada.

Tales medidas de esterilizacion, se describen en la solicitud de patente europea EP 867453 y aplicacion PCT WO
00/44925. En estas solicitudes también se divulga, un filtro para la esterilizacién con un tamafo de poro tan pequefio
como 0,22 um. Filtros con un tamafo de poro de 0,22 um tienen un reto bacteriano de 1 entre 10’ bacterias, basado
en la conocida y mas pequena bacteria Pseudomonas diminuta, mientras que filtros con un tamano de poro de 0,45
pum tienen un reto bacteriano de 1 entre 10* bacterias (siempre basadas en Pseudomonas diminuta). Por esta razon,
filtros de poro de un tamafo menor de 0,45 um se consideran ser de esterilizacién.

En la WO 93/20858 Acido Hialurénico y descritas soluciones como adhesivos para sustituciones de hueso granular
compuestas por acido hialurdnico, esteres de acido hialurénico o sales antibiéticas de &acido hialurénico en
combinacion con granulos de hueso. Esta solicitud de patente describe la preparacién de soluciones de alta
viscosidad de acido hialurénico de bajo peso molecular, esteres de acido hialurénico o sal de acido hialurénico en
asociacion con antibiéticos, previamente esterilizado con rayos gamma, en agua estéril o tampén. La WO 93/20858
describe también un filtro con un tamafo de poro de 0,22 um para la esterilizacion de una solucién de acido
hialurénico de bajo peso molecular.

En procesos industriales convencionales, no se conoce la utilizacion del método de esterilizacion por filtracién para la
preparacion de formulaciones farmacéuticas de alta viscosidad listas para su uso, ya que en la concentracion
requerida de Acido Hialurénico en formulaciones acuosas farmacéuticas de alta viscosidad, tipicamente en el rango
de 1 a 2% peso/volumen, no todo el acido hialurénico pasa por el filtro de 0,22 um. Debido a que esto da como
resultado un cambio en la concentracion y/o una pérdida de &cido hialurénico, la esterilizacion por filtracién para la
preparacion de formulaciones farmacéuticas de alta viscosidad lista-para-el-uso es problematica.

En la US 5.093.487, se describe la preparacién de una formulacion farmacéutica acuosa que incluye hialuronato de
sodio de alto peso molecular esterilizado y listo para su uso a través de un filtro de 0,22 um. Sin embargo, el método
de esterilizacion descrito en esta patente se basa en un nimero de pasadas de la formulacién acuosa de acido
hialurénico a través del filtro de 0,22 um, con el fin de reducir irreversiblemente la viscosidad del &cido hialurénico.
La esterilizacion de una formulacién farmacéutica acuosa que incluya Acido Hialurénico en una concentracién de 1%
0 mas es, segun esta publicacién, posible teniendo en cuenta la reduccién de la viscosidad del &cido hialurénico
resultante de mdltiples pasadas a través del filiro. Ademas, en esta aplicacién se argument6 que la viscosidad se
reduce sin reducir el peso molecular de Acido Hialurénico. Sin querer tomar posicién sobre la validez de las
conclusiones del informe de la publicacion mencionada, para muchas aplicaciones farmacéuticas como las
aplicaciones intra-articulares, la reduccién de la viscosidad de Acido Hialurdnico es indeseable.

Un objetivo de la invencién presente es obtener una formulacion farmacéutica acuosa estéril lista-para-el uso que
incluya una sal de &cido hialurdnico, que sea estéril y econdmica de producir, especialmente en condiciones
industriales. Es ventajoso proporcionar tal formulacién con una tolerancia estrecha de la concentracién de los
ingredientes de la formulacion.

Los objetivos de esta invencidn se han logrado mediante un proceso para preparar una formulacién estéril de Acido
Hialurénico de alto peso molecular para uso farmacéutico segun la Reivindicacion 1.

Lo aqui divulgado es un proceso para preparar una formulacion farmacéutica acuosa estéril de lista para su uso
incluyendo una sal de acido hialurénico de alto peso molecular (Acido Hialurdnico) a una concentracién final
especificada, que comprende los etapas de:

- proporcionar una formulacion acuosa incluyendo Acido Hialurénico de alto peso molecular a una concentracion
menor que la concentracion final especificada;
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- pasar dicha formulacién acuosa a través de un filtro de tamafio de poro inferior a 0,45 um;

- concentrar dicha formulaciéon acuosa aplicando agua en ebullicién al vacio hasta que se alcanza dicha
concentracion final especificada.

Ventajosamente, la concentracion reducida de la formulacion acuosa antes del filtrado, como una funcién del peso
molecular, reduce la viscosidad y permite que todo él Acido Hialurénico pase a través del filtro y sea esterilizado, la
posterior ebullicién en vacio asegura que esencialmente no se produce degradacion, por dependencia del calor, del
Acido Hialurdnico. El proceso se adapta bien a ambientes industriales y es especialmente econémico, permitiendo
que dosis de formulacion farmacéutica lista-para-el-uso que incluya Acido Hialurénico puedan llenarse en recipientes
estériles sin posterior esterilizacion.

Otra ventaja es que la formulaciéon es microbiolégicamente estable y puede mantenerse durante semanas antes de
ser utilizada como preparacion farmacéutica.

La viscosidad del Acido Hialurdnico en solucion acuosa es una propiedad que depende de varios parametros como
peso molecular, concentracién, temperatura, concentracion y calidad de sales, pH y coeficiente de corte aplicado a la
soluciéon. Un mayor peso molecular y la concentracion aumentan la viscosidad, mientras que las sales y un mayor
coeficiente de corte disminuyen la viscosidad. Con respecto a la temperatura, el Acido Hialurénico tiene un
comportamiento histerético segun informé M. Cardones et al. "Comportamiento de histéresis de soluciones de
hialuronato de sodio durante el calentamiento y enfriamiento”, Clear Solutions Biotech, Inc., Informe Técnico 01. La
viscosidad aumenta y disminuye de forma irregular, aumentando o disminuyendo la temperatura. Entre 60 °C y 70 °C
es posible obtener la viscosidad minima de la solucién. Por lo tanto, esta propiedad histerética se puede utilizar para
disminuir o aumentar la viscosidad de la solucién, pero debe considerarse que la degradacién de las cadenas de
Acido Hialurénico es proporcional a la temperatura y la duracién en la que se mantiene esta temperatura.

Durante la etapa de concentracion después de la filtracion, la concentracion de Acido Hialurénico puede ser
controlada en tiempo real con el fin de detener la ebullicion en vacio cuando se alcanza la concentracion
especificada para la formulacion farmacéutica listo para su uso. El proceso de seguimiento o medicién puede ser
realizado ventajosamente con un espectrofotémetro con el haz sensor colocado en la formulacion, la absorcién de la
radiacion en el rango ultravioleta (UV) es proporcional a la concentracién de Acido Hialurénico. Una caracteristica
especialmente ventajosa de esta invencion es que obvia la necesidad de mezclar las cantidades exactas de agua y
acido hialurénico para obtener la concentracién adecuada y garantiza que dicho concentracion se mantiene a través
del proceso. En cambio, la mezcla inicial de Acido Hialurdnico y agua tiene una concentracion aproximada inferior a
la formulacion final, lo que simplifica el proceso.

El vacio aplicado durante el proceso de concentracion es preferiblemente menor de 200 milibares de presion
absoluta, en particular en el rango de 30 a 60 milibares, por ejemplo 40 milibares, mediante el cual la temperatura de
ebullicién es de alrededor de 26 a 28 °C. Los equipos industriales funcionan econdémica y confiablemente a tales
presiones y la baja temperatura evita cualquier reduccion significativa o medible del peso molecular de acido
hialurénico.

El tamafno de poro del filiro es ventajosamente alrededor de 0,22 um o menos, lo que garantiza la preparacion de
una formulaciéon muy estéril. La formulacion farmacéutica de alta viscosidad, esterilizada mediante filtro, con
concentracién de Acido Hialurdnico en el rango de 1 a 3% puede, por lo tanto, ser preparada, ventajosamente, de
manera estéril y econdémica, segln esta invencion.

Mas aspectos ventajosos de esta invencion apareceran claros en las Reivindicaciones y la siguiente descripcion
detallada de un ejemplo de un proceso y dibujo anejo en el cual:

e La fig. 1 representa un diagrama de flujo que ilustra los etapas en una Realizacion del proceso segun la
invencion;

e Las figuras 2 y 3 son graficos que representan el porcentaje de Acido Hialurénico de peso molecular de 1,1
millones y 2,2 millones de Daltons, respectivamente, pasando a través de un filtro de 0,22 pm en funcién del
porcentaje de concentracién de peso/volumen en una solucién acuosa, a 20 °C y pH neutro;

e Lafig. 4 es un gréfico que representa la densidad 6ptica (OD) a 230 nm de la formulacion en funcién del
tiempo durante el proceso de concentracion, medida por un espectrofotometro.

Refiriéndose a la figura 1, se muestra un proceso para preparar una formulacién farmacéutica acuosa lista-para-el-
uso que incluye una sal de acido hialurdnico de alto peso molecular en una concentracion farmacéutica especificada.
Antes de preparar la formulacion, el equipo de la planta de proceso es limpiado con agua purificada (etapa 1),
esterilizado con vapor limpio (etapa 2) y lavado con agua destilada estéril para inyeccién (WFI) (etapa 3).
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Una preparacion de una formulacion acuosa de Acido Hialurénico, por ejemplo, una solucién diluida de hialuronato
de sodio en una concentracion inferior a la especificada para la formulacién farmacéutica final se introduce en un
reactor de mezclado para preparar la formulacién pre-filtrada (etapa 4).

La solucién acuosa de Acido Hialurénico puede ser igualmente preparada desde una sal secada de Acido
Hialurénico o bien de la solucién preparada de acuerdo con la solicitud PCT WO 00/44925, antes del proceso de
secado.

La adicion de una solucién concentrada de sal (25x), dosificada por una bomba peristaltica, se lleva a cabo con el fin
de agregar la cantidad correcta de sales junto con la cantidad de Acido Hialurénico afadido (etapa 5). La solucion de
sal normalmente contiene NaCl, tampones y otros excipientes especificados para la formulacion farmacéutica final y
se agregan para llevar el pH a un pH fisiolégico, como 7,4 y dar a la formulacién final la osmolaridad fisiolégica, tal
como 300 mOsm/litro.

La solucién de sal, tampones y otros excipientes también se puede anadir asépticamente después de la etapa de
filtracion 7 directamente en la camara de reaccion. Esto es particularmente ventajoso para Acido Hialurénico de muy
alto peso molecular, habida cuenta del hecho que las sales disminuyen la capacidad de filirado del Acido Hialurénico
y por lo tanto, requeriria una mayor diluciéon de la solucion pre- filtrada. La cantidad de excipientes afadidos puede
ser controlada en tiempo real por un sensor de conductividad eléctrica (sonda) en la cdmara de reaccion. La
conductividad de la formulacién del Acido Hialuronico esta relacionada con la cantidad de excipiente en la
formulacion y puede determinarse empiricamente. Asi, midiendo la conductividad de la formulacion de Acido
Hialurénico segun se afiade excipiente en la camara de reaccién, hasta que se alcanza la concentracion requerida,
puede agregarse la cantidad necesaria de excipiente en la formulaciéon de una manera simple, fiable y precisa. Lo
antes mencionado, en particular evita la necesidad de calcular y medir las dosis de antemano y en particular elimina
el problema de tener que tomar en cuenta y compensar por la cantidad cierta de Acido Hialurénico, aunque fuera
pequenia, retenida por el filtro durante la etapa de filtracion 7.

A modo de ejemplo, la formulacién puede ser preparada con 45 gramos de hialuronato de sodio seco de un peso
molecular promedio de 2,2 millones Daltons mezclado con 15 litros de agua destilada estéril para inyeccion, WFI. En
este caso, debido al alto peso molecular del Acido Hialuronico, las sales y el tampon se agregan después de la
filtracion para evitar una mayor dilucion de la solucién pre-filtrada que la requerida, como se mencion6 anteriormente.

Un agitador en el reactor mezcla la solucion pre-filtrada (etapa 6), por ejemplo, durante unos 120 minutos, hasta que
quede homogénea. En este ejemplo en particular, la solucién pre-filirada tiene una concentracion de Acido
Hialurénico de 0,3% peso/volumen. A esta concentracion, el &cido hialurénico con un peso molecular de 2,2 millones
de Daltons, a temperatura ambiente y pH fisiolégico, tiene una baja viscosidad que le permite pasar completamente
a través de un filtro con tamafno de poro de 0,22 um. La viscosidad maxima a la que toda la formulacién de Acido
Hialurénico pasa a través de un filtro de un tamafo de poro de 0.22 um, se encuentra a aproximadamente a 5 Pa's
(pascal segundo) medido con coeficiente de corte de 0,1 s’ a 20 °C. Sin embargo esta maxima viscosidad
dependera del tamano de poro del filiro: Un menor tamafo de poro, tal como 0,1 um, reduciria esta maxima
viscosidad a la cual todo el Acido Hialurdnico pasaria a través del filtro.

Como se menciond anteriormente, la concentracién maxima de Acido Hialurénico en una solucién acuosa en la que
todo el Acido Hialurénico pasara a través de un filtro esterilizador, por ejemplo, un filiro de 0,22 um, dependera del
peso molecular del acido hialurénico. Esto puede comprobarse en las graficas mostradas en las figuras 2 y 3, donde
en la figura 2 se muestra el porcentaje de hialuronato de sodio de peso molecular medio de aproximadamente 1,1
millones Daltons que pasa por un filtro con tamafo de poro de 0,22 pum a temperatura sustancialmente ambiente
(alrededor de 20 ° C) y con sustancialmente pH neutro (alrededor de 7) como una funciéon de la concentracion
(gramos de hialuronato de sodio por decilitro de agua = % peso/volumen).

La fig. 3 muestra un gréafico similar en las mismas condiciones, excepto que el hialuronato de sodio tiene un peso
molecular medio de aproximadamente 2,2 millones de Daltons. Puede verse en el grafico de la figura 2 que todo el
hialuronato de sodio de un peso molecular de 1,1 millones de Daltons pasa por el filtro hasta una concentracion de
aproximadamente 0,92% peso/volumen (o g/dl), mientras que para el hialuronato de sodio con un peso molecular de
2,2 millones de Daltons, la maxima concentracion es aproximadamente 0,32% peso/volumen. Por consiguiente,
como el peso molecular de la sal del acido hialurénico aumenta de 1,1 a 2,2 millones de Daltons, disminuira la
concentracién maxima de Acido Hialurénico en una solucién acuosa al pasar el 100% a través del filtro de 0,22 ym
desde un 0,94% peso/volumen a alrededor de 0,32% peso/volumen.

En un proceso industrial y considerando que, después de la filtracion, la solucién esta concentrada, es preferible
tener una concentracion algo menor que el limite superior para asegurar que el proceso de filtrado estd completado y
es confiable con un cierto margen para el error o variaciones de lote a lote, en el peso molecular del hialuronato de
sodio, la temperatura y las concentraciones de la mezclas.

La solucion puede ser obligada a pasar a través del filtro de esterilizacion (etapa 7) mediante la introduccién de un
gas a presion, tal como nitrégeno, por ejemplo, con presion de alrededor de 3 bares en el reactor de mezclado o
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mediante una bomba. El filtro esterilizador tiene preferiblemente un tamafo de poro de 0,22 um, pero los filtros con
otros tamarios de poro menores de 0,45 um y mayores de aproximadamente 0,1 pm, también pueden utilizarse en la
medida que estos filtros estan o estaran comercialmente disponibles.

Cuando toda la solucion de Acido Hialurénico ha pasado por el filtro hacia un destilador, el destilador es cerrado
desde el filtro y reactor de mezcla con una valvula y una bomba de vacio se activa y regula la presion en el destilador
mediante una valvula de regulacién (etapas 8, 9, 10). La presion es menos de 200 milibares con el fin de que la
temperatura de ebullicion esté por debajo de 60 °C, pero preferiblemente la presion esté en el rango de 30 a 60
milibares, por ejemplo en 40 milibares, cuando la temperatura de ebullicién del agua esta en el rango de 26 a 28 °C,
cerca de la temperatura ambiente.

En lugar del destilador, un evaporador de pelicula fina o cualquier otro de concentrador bajo vacio puede ser Util para
un lote, lote alimentado o concentracién continua de la formulacién de Acido Hialurénico.

Una camisa de calentamiento alrededor del destilador suministra energia térmica durante el proceso de ebullicion.
Ventajosamente, la temperatura de ebullicion inferior a 30 °C asegura que esencialmente no existe degradacion del
acido hialurénico por lo que no se reduce el peso molecular del &cido hialurénico.

Un sensor de concentracion del Acido Hialurénico, ventajosamente, en forma de un espectrofotometro con una fibra
optica sumergida en la formulacién, puede ser proporcionado para medir en tiempo real la concentracién de acido
hialurénico (etapa 11) y automaticamente detiene el proceso de ebullicion cuando se alcanza la concentracion
adecuada. Por ejemplo, el espectrofotometro puede basarse en la absorcion de un haz de luz ultravioleta (por
ejemplo, con longitud de onda 230 nm) colocada dentro de la solucién en el destilador. La figura 4 muestra la
densidad o6ptica a 230 nm medida en el tiempo durante el proceso completo de concentracién (por ejemplo hasta 2%
peso/volumen). La medicion de tiempo real de la concentracién de Acido Hialurénico evita la necesidad de mezclar
cantidades muy precisas durante la preparacién de la solucion diluida pre-filtrada, simplificando el proceso.

La ebullicién en vacio tiene también un importante ventaja de desgasificacién de la formulacién que, teniendo en
cuenta el proceso de mezcla y aplicacion de nitrogeno a alta presion durante el proceso de filtrado, incluye burbujas,
microburbujas y gas disuelto que no son aceptables en la formulacion farmacéutica final.

Cuando el sensor de concentracion de Acido Hialurénico en el destilador sefiala que se alcanza la concentracion
especificada, la presion en el destilador es rapidamente aumentada mediante la introduccién de gas en él, por
ejemplo nitrégeno, (etapa 13) y la camisa de calentamiento alrededor del destilador se enfria a temperatura ambiente
0 menos, logrando asi detener inmediatamente el proceso de concentracion de la formulacién (etapa 12).

Cabe sefialar que con un proceso segun esta invencion, la concentracion de &cido hialurénico en la formulacion
puede estar en el rango de hasta un 3%, segun el uso farmacéutico especificado.

La formulacion entonces puede ser bombeada o empujada mediante un gas (por ejemplo, nitrégeno) bajo presion en
depdsitos estériles (etapas 28, 30) para el llenado en otro lugar y/o en una fase posterior directamente en recipientes
estériles, como jeringas (etapa 16), listos-para-usar. La formulacion farmacéutica también puede ser llenada
directamente en recipientes estériles para uso farmacéutico sin almacenamiento intermedio en un depésito estéril.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para preparar una formulacién farmacéutica estéril acuosa lista-para-el- uso comg)uesta por una sal
de &cido hialurénico de alto peso molecular (Acido Hialurénico) (HA) de no menos de 0,5*10° Daltons con una
concentracién especificada, que comprende las etapas de:

- proporcionar una formulacion acuosa compuesta por Acido Hialurénico de alto peso molecular a una
concentracion inferior a la concentracién especificada;

- pasar dicha formulacion acuosa a través de un filtro de un tamafo de poro menor de 0,45 pum y mayor de
0,1 um;

- concentrar dicha formulaciéon acuosa mediante la aplicacion de vacio a una presion absoluta inferior a 200
milibares y ebullicion del agua mientras se mide la concentracion de Acido Hialurénico en tiempo real;

- detener el proceso de ebullicion en vacio cuando se alcanza dicha concentracion especifica de Acido
Hialurdnico.

2. Proceso segun la Reivindicacion 1, en donde, después del etapa de la concentracién, la formulacion
farmacéutica es llenada en recipientes estériles listos-para-su-uso o en depositos estériles y posteriormente llenada
en recipientes estériles listos-para-su-us0.

3. Proceso segun cualquiera de las Reivindicaciones anteriores, en donde el peso molecular medio de Acido
Hialurénico esta en el rango de 800’000' a 5'000'000 Daltons.

4. Proceso segun cualquiera de las Reivindicaciones anteriores, en donde el filtro tiene un tamano de poro de 0,22
Hm o menos.

5. Proceso segun cualquiera de las Reivindicaciones anteriores, en donde la concentraciéon de Acido Hialurénico se
mide con un espectrofotometro de deteccion de absorcion de la radiacion de onda en la formulacién.

6. Proceso segun cualquiera de las Reivindicaciones anteriores, donde los excipientes se agregan a la formulacion
después de la etapa de filtracion y en donde se mide la conductividad de la formulacién de Acido Hialurdnico en
tiempo real hasta que la cantidad de excipientes alcanza el valor requerido.
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