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DESCRIPCION
Composicién de acido hialurénico reticulado con anestésicos locales

La presente solicitud reivindica el beneficio de la solicitud de patente europea 21183109.4 presentada el 1 de julio de
2021.

La presente invencién pertenece al campo de las composiciones de acido hialurénico y, particularmente, a las
composiciones que contienen acido hialurénico reticulado con poliglicerol poliglicidil éter y agentes anestésicos locales.

Antecedentes de la técnica

Un anestésico local (AL) es un medicamento que provoca la ausencia de la sensacién de dolor en un lugar especifico
del cuerpo sin pérdida de la conciencia, a diferencia de un anestésico general. En particular, los AL interrumpen la
conduccién neural mediante la inhibicion del aflujo (absorcién) de iones sodio. En la mayoria de los casos, esto se
produce tras su difusién a través de la membrana neural en el axoplasma, donde entran en los canales de sodio e
impiden que adopten un estado activo o abierto.

Los agentes anestésicos locales estdn formados por un grupo lipéfilo (anillo aromatico), un grupo hidréfilo (amina
terciaria) y un grupo de enlace intermedio (éster o amida). Se sabe que cada uno de estos grupos (componentes)
confiere propiedades distintas a la molécula anestésica en términos de solubilidad en lipidos y agua, lo que es
importante para tener una duracién de accién eficaz y un tiempo de comienzo de accién corto (es decir, el intervalo de
tiempo entre el final de la administracién total del anestésico local y el bloqueo sensorial o motor completo). Por un
lado, parece que el anillo aromatico mejora la liposolubilidad del AL, que puede mejorarse aun méas mediante
sustituciones alifaticas en el grupo amino. Una mayor liposolubilidad mejora la difusién a través de las vainas nerviosas,
asi como las membranas neurales de los axones individuales que comprenden un tronco nervioso. Esta propiedad se
ha correlacionado con la potencia anestésica del principio activo puesto que una mayor porcién biodisponible de una
dosis administrada puede entrar en las neuronas. Aparte, por otro lado, el grupo amina puede existir como amina
terciaria neutra (no ionizada) o como sal cuaternaria cargada positivamente (ionizada). La forma neutra del anestésico
local, que tiene la amina terciaria no ionizada, es liposoluble y, por lo tanto, es la forma biodisponible (y, por lo tanto,
la forma activa). En cambio, la forma cargada positivamente (que tiene la sal de amonio cuaternario) es soluble en
agua y, por lo tanto, no es biodisponible (es decir, no es activa). Sin embargo, parece que la forma cargada
positivamente (incluso sin ser la forma activa biodisponible) puede participar activamente en el mecanismo de accién
de los anestésicos, permitiendo que los cationes anestésicos se unan mas firmemente a las proteinas ubicadas en los
sitios receptores, ampliando la duracién de la accidén del anestésico local.

Normalmente, los anestésicos locales se administran en forma de una forma farmacéutica inyectable estéril que
contiene una sal del AL (tal como la sal de clorhidrato) y un hidrogel hecho de un polisacarido reticulado (tal como el
acido hialurénico). Estos hidrogeles que contienen sales anestésicas locales se administran a través de finas agujas,
especialmente cuando se usan como cargas con fines estéticos o para el tratamiento de la osteoartritis.

Lamentablemente, estas formas farmacéuticas inyectables tienen algunos inconvenientes. Por un lado, la sal
(clorhidrato) del anestésico local contenida en el hidrogel se encuentra principalmente en su forma soluble en agua
cargada positivamente (es decir, la forma no activa del anestésico local) evitando asi la precipitaciéon de la forma
liposoluble al pH fisiolégico del hidrogel (es decir, la forma activa del anestésico local), aumentando de forma
indeseable el tiempo de comienzo de accién del AL y comprometiendo la eficacia del anestésico local mediante la
reduccién de la capacidad de penetracién del AL en las neuronas. Ademas, por otro lado, los &cidos hialurénicos
reticulados (hidrogeles) que tienen un alto grado de reticulaciéon presentan una propiedad de flujo deficiente
inadecuado. De hecho, el porcentaje de reticulaciéon contribuye positivamente a la elasticidad y viscosidad del hidrogel
pero compromete las propiedades de extrudibilidad a través de finas agujas, provocando dolor y también una reaccién
inflamatoria como respuesta a la lesién mecanica en el tejido (provocada por la penetracién de la aguja durante la
inyeccion y por las fuerzas que el hidrogel viscoelastico ejerce sobre los tejidos circundantes). Por otra parte, el 4cido
hialurénico (AH) (reticulado) también puede ser degradado de forma natural en el organismo por las especies reactivas
del oxigeno (ROS), lo que conlleva a una reaccién inflamatoria transitoria adicional. Por todos los motivos anteriores,
los hidrogeles reticulados se formulan incorporando anestésicos locales en su composicidén y, lo més importante, los
anestésicos locales deben actuar en poco tiempo tras la inyeccién del hidrogel.

Por consiguiente, como se ha descrito en el presente documento anteriormente, numerosos factores pueden alterar
la estabilidad de la forma neutra del anestésico, contribuyendo al efecto terapéutico anestésico y, particularmente, al
tiempo de comienzo de accién y a la duracién del efecto terapéutico. Estos factores pueden estar relacionados bien
con las caracteristicas del anestésico local (tales como su estructura quimica) o bien con la caracteristica del hidrogel
de &cido hialurdnico (composicién quimica, grado de reticulacién y presencia de compuestos disueltos adicionales,
osmolaridad y/o fuerza iénica), la osmolaridad y/o fuerza idnica del medio en el que se disuelve el anestésico local (es
decir, el hidrogel reticulado), asi como el método de esterilizaciéon usado para su administracién.
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W0O2021064006 divulga poliglicerol poliglicidil éteres de (PPE) hiperramificados que tienen un peso molecular de 750
a 15000 Da, y un peso equivalente epoxi de 183 a 7.000 g/eq. También divulga hidrogeles de polisacéaridos reticulados
obtenibles mediante la reticulacién de los polisacaridos con los poliglicerol poliglicidil éteres hiperramificados. La
preparacién de acidos hialurénicos reticulados con PPE que se describe en la seccién 2.1.1.1 de los ejemplos incluye
una etapa ¢ en la que el acido hialurénico reticulado con PPE se lava con solucién acuosa acida de 48 a 120 horas
para eliminar los materiales sin reaccionar y los subproductos, neutralizar el catalizador alcalino y restaurar el pH del
acido hialurénico reticulado con PPE a 6,5-7,4. Este documento no se pronuncia sobre la presencia de poligliceroles
libres en el hidrogel.

Se han descrito en el estado de la técnica varias estrategias para el desarrollo de hidrogeles estables de acido
hialurénico reticulado que contienen agentes anestésicos. En particular, se han descrito en el estado de la técnica
hidrogeles de acido hialurénico reticulado con 1,4-butanediol diglicidil éter (BDDE) y agentes anestésicos que tienen
propiedades reolégicas mejoradas (propiedades fisicas). De hecho, composiciones acuosas inyectables de hidrogel
que contienen acido hialurénico reticulado con 1,4-butanediol diglicidil éter (BDDE) y agentes anestésicos y uno o mas
polioles elegidos entre glicerol, sorbitol, propilenglicol, manitol, eritritol, xilitol, maltitol y lactitol mostraron una mayor
estabilidad a la degradacién de un gel a base de acido hialurénico in vivo (degradacidén enzimatica por hialuronidasas,
degradacién por radicales libres, degradacién térmica a 37 °C) mejorando la vida Util del hidrogel. Sin embargo, todos
los documentos no se pronuncian acerca de la composicién del hidrogel (poligliceroles libres) que tiene el efecto de
aumentar la cantidad de la forma activa del anestésico en el interior del hidrogel en el efecto terapéutico del agente
anestésico contenido en él, y alin menos en el efecto en la liberacidén del principio activo (es decir, el anestésico local)
del mismo y su posterior efecto en el tiempo de comienzo de accién del agente anestésico.

De manera alternativa, se han descrito varias estrategias en el estado de la técnica para aumentar la eficacia vy,
particularmente, para reducir el tiempo de comienzo de accién del agente anestésico local. Algunos de estos métodos
se basan en el cambio de la sal del agente anestésico local (cambio de la sal clorhidrica por el contraién bicarbonato)
y/o el uso de un pH superior a 8. Lamentablemente, estos métodos son poco aplicables para la preparacién de
dispositivos médicos inyectables permanentes o semipermanentes que contienen acidos hialurénicos. Otras
estrategias se centraron en la adicién de sustancias tales como agentes tensioactivos 0 manitol que aumentan la
permeabilidad del AL a través de la barrera lipoproteica del nervio (es decir, potenciadores de la permeacién del
nervio). Sin embargo, también se han descrito en la técnica los efectos secundarios asociados al uso de estos
potenciadores de la permeacion del nervio. En particular, la principal desventaja del uso de manitol es que el manitol
se usa en forma de una solucidn hiperosmolar que puede provocar efectos adversos graves (como edema) debido a
la retirada de agua o fluidos en el lugar de la inyecciéon. Por lo tanto, el uso de la solucidén hiperosmolar de manitol no
esta indicado en aplicaciones a largo plazo, y no se recomienda (es inaceptable) en forma de solucién hiperosmolar
para aplicaciones osteoarticulares, intradérmica o intraocular.

Por lo tanto, a partir de lo que se sabe en la técnica, sigue existiendo la necesidad de proporcionar un &cido hialurdnico
reticulado que tenga una estabilidad y unas propiedades reoldgicas adecuadas y que contenga uno o méas agentes
anestésicos con una biodisponibilidad mejorada; particularmente con un efecto terapéutico mejorado provocado por
la reduccién del tiempo de comienzo de accidn.

Sumario de la invencién

Los inventores de la presente invencidén han proporcionado sorprendentemente una composicién segura y estable que
contiene anestésico local y acido hialurénico reticulado y que permite potenciar la liberacién de la forma activa del
anestésico local contenido en la misma, dando lugar a un efecto terapéutico rapido (reduccién del tiempo de comienzo
de la accién). En oposicién al estado de la técnica, en el que la forma no activa del anestésico local se libera
principalmente del hidrogel. En particular, la composicién de acido hialurénico reticulado que comprende una
concentracién especifica de poligliceroles libres y un acido hialurénico reticulado con PPE que tiene propiedades
mecénicas adecuadas, una baja velocidad de degradacién enzimatica/oxidativa y una biocompatibilidad adecuada
para ser usada en aplicaciones in vivo sin provocar los efectos secundarios indeseables asociados a su administracién,
particularmente a su aplicacién inyectable. En particular, los inventores han descubierto que la combinacién de un
acido hialurénico reticulado con poliglicerol diglicidil éter (PPE) y la concentraciéon especifica de poligliceroles libres
descritas en la presente invencién permite reducir el dolor y los efectos secundarios indeseables inflamatorios
asociados a la administracién de las composiciones de AH, puesto que se consigue una reduccién del comienzo de
accién del agente anestésico. Este corto comienzo de accién esta asociado a la accién mas rapida de los anestésicos
locales, provocada por una mayor biodisponibilidad de la forma activa del anestésico local pero sin comprometer las
propiedades mecanicas del acido hialurénico.

Sin quedar ligados a teoria alguna, los inventores atribuyen la mayor biodisponibilidad del anestésico local (aumento
del porcentaje de la forma activa del anestésico local) a una combinacién de la concentracién controlada de los
poligliceroles libres, su peso molecular junto con la estructura del reticulante PPE que también afecta positivamente a
la liberacién cinética del anestésico local desde el hidrogel a los tejidos circundantes. Adicionalmente, las propiedades
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mecénicas y la resistencia a la degradacién del 4cido hialurénico reticulado con PPE respecto a un efecto combinado
de la estructura del reticulante junto con sus propiedades cohesivas derivadas de las interacciones (covalentes y no
covalentes) entre el AH y el PPE. En particular, la interaccién del PPE con el AH crea una densa red tridimensional de
AH que mantiene intacta la matriz del hidrogel y limita la capacidad de la enzima para infiltrarse en el implante y
degradar la red 3D incluso con un grado de reticulacién bajo.

Como se demuestra en la seccidén experimental, la composicién de la presente invencidén permite tener en el interior
de la red 3D de AH un valor pKa del anestésico local méas cercano al pH fisiolégico, dando como resultado tener en el
interior de la red 3D de AH una mayor concentracién de la forma activa (es decir, la forma liposoluble al pH fisiolégico)
del anestésico local que la concentracién teérica predicha por la ecuacién de Henderson-Hasselbalch a un
determinado pH fisiolégicamente aceptable. Esta mayor cantidad de la forma activa del anestésico local en el interior
se traduce a su vez en la reduccién del tiempo de comienzo de accién. De hecho, se demuestra que el valor pKa
experimental del anestésico local ubicado en el interior de la composicién 3D de AH de la presente invencién es inferior
al valor pKa tebérico.

Por otra parte, los inventores también han demostrado una fuerte correlacién entre este comienzo de accién rapido in
vivo y la eficacia de los anestésicos descritos en la presente invencidn, con la red 3D de AH, junto con la presencia de
una concentracién especifica de poligliceroles libres.

Sin quedar ligados a teoria alguna, parece que la composicidén de la invencién y, particularmente, el efecto sinérgico
de la combinacién del reticulante PPE y los poligliceroles libres confiere el cambio en la biodisponibilidad del anestésico
local en el interior del hidrogel y la rapida difusién del farmaco desde el mismo.

En particular, parece que el caracter anfifilico del PPE usado como reticulante, su peso molecular y el grado de
reticulaciéon, en combinacién con el caracter anfifilico de los poligliceroles libres derivados de la apertura del anillo
epoxi hidrolitico del reticulante PPE sin reaccionar, asi como de la hidrélisis natural del reticulante unido a la cadena
de 4cido hialurénico, confiere una inesperada estabilizacidén de la forma activa del anestésico en el interior de la matriz.
Esto provoca un incremento cuantitativo en el porcentaje de la forma biodisponible (forma B) del agente anestésico en
comparacidn con el porcentaje predicho por la ecuacién termodinamica y que se encuentra en los productos conocidos
en el estado de la técnica (es decir, el valor pKa termodinamico disminuye del 2,5 % al 10 % de su valor predicho); al
mismo tiempo, la estructura tridimensional del AH reticulado contribuye a una liberacién cinética mas rapida del agente
anestésico de la matriz reticulada en 3D del AH, dando lugar a una rapida difusién de la forma activa del farmaco
(acorte de su comienzo de accién).

Por ultimo, la composicidén de la invenciéon que comprende el AH reticulado con PPE, la concentracién especifica de
poligliceroles libres y los agentes anestésicos presenta buenas propiedades de flujo. Aparte, como se ha mencionado
anteriormente, la inyeccién de la composicién de la presente invencién produce una baja o nula inflamacion y
percepcién del dolor por parte de los pacientes durante y después de su aplicacién.

En resumen, la composicion de la presente invencidn tiene (a) tal caracter anfifilico del reticulante PPE hiperramificado,
(b) tal concentracién especifica de fragmentos de polioles libres hiperramificados, y (c¢) tal peso molecular de los
polioles libres hiperramificados que la combinacién de los mismos permite aumentar la forma activa liposoluble del
anestésico local en el interior de la composicién (es decir, tener una forma del anestésico local superior a la
concentraciébn molar esperada de acuerdo con la ecuacién de Handerson-Hasselbach). A su vez, la matriz 3D
reticulada de la composicién de hidrogel de la presente invencién (es decir, la propiedad fisica) proporciona una
liberacién cinética més rapida de una mayor cantidad de la forma activa liposoluble del anestésico local, dando como
resultado un rapido comienzo de accién del anestésico local. La invencién se expone en el juego de reivindicaciones
adjunto.
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Por tanto, el primer aspecto de la invencién se refiere a una composicién segln la reivindicacién 1, que comprende:
A) uno o més acidos hialurénicos reticulados seleccionados del grupo que consiste en uno o mas de los &cidos
hialurénicos reticulados de férmula (1);
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y una mezcla de uno o mas acidos hialurénicos reticulados de férmula (l) y uno o mas de los acidos hialurénicos
40 reticulados de féormula (Il);

B) uno o0 mas poligliceroles seleccionados del grupo que consiste en uno o mas poligliceroles de féormula (l11);
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uno o mas poligliceroles de férmula (1V);
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(IV)
5
y una mezcla de uno o més poligliceroles de férmula (IIl) y uno o més poligliceroles de formula (1V);

C) uno o mas agentes anestésicos locales o una sal de los mismos; y
D) opcionalmente, uno o méas excipientes o portadores aceptables;
10 donde:
cada R se selecciona independientemente del grupo que consiste en Rz, R4y Rs;

R>
)0
—C
15 K,
R4 es . \ ..
/Eo~ac1do hialurénico
—C
20 g, OH
Rs es
OH
25 Ji
—C” “OH

H,

cada Rs se selecciona independientemente del grupo que consiste en Rs; b es un nimero entero seleccionado del
30 grupo que consiste en 1 a 70; ¢ es un nimero entero seleccionado del grupo que consiste en 0 a 70; d es un nimero
entero seleccionado del grupo que consiste en 0 a 70; e es un nimero entero seleccionado del grupo que consiste en
1a50;
f es un nimero entero seleccionado del grupo que consiste en 0 a 50; g es un nimero entero seleccionado del grupo
que consiste en 0 a 50; los &cidos hialurénicos reticulados de férmula (1) o férmula (Il) tienen un porcentaje de
35 reticulaciéon de 0,030 a 0,900 %; y los poligliceroles de férmula (1) o férmula (1V) tienen un peso molecular promedio
en peso (M,,) de 240 a 3700 Da medido por cromatografia de exclusiéon por tamafios acoplada con detector UV-visible
y de masas (SEC/UV/MS); con la condicién de que: en los acidos hialurénicos reticulados de formula (1) o férmula (11)
al menos un R4 es Ry4; y en los poligliceroles de férmula (Ill) o férmula (1V), si R1 esta presente, entonces R4 es distinto
de R4.
40
Las composiciones que comprenden acido hialurdnico reticulado se obtienen mediante el procedimiento aqui descrito.
El segundo aspecto de la invencién se refiere a un procedimiento para la preparacion del primer aspecto de la
invencién.

45 Eltercer aspecto de la invencién se refiere a la composicién del primer aspecto de la invencién para su uso en terapia.

El cuarto aspecto de la invencion se refiere al uso de la composicion del primer aspecto de la invencién en cosmética;
particularmente como relleno dérmico.

50 Y el quinto aspecto de la invencién se refiere al uso de la composicién del primer aspecto de la invencién como
portador; particularmente como sistema de administracién de farmacos.
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Descripcion detallada de la invencién

Todos los términos del presente documento como se usan en la presente solicitud, a menos que se indique de otro
modo, se entenderan en su significado habitual, como se conoce en la técnica. Otras definiciones mas especificas de
los términos como se usan en la presente solicitud son como se establecen a continuacién y tienen por objeto aplicarse
de manera uniforme a lo largo de la memoria descriptiva y las reivindicaciones a menos que una definicién expuesta
expresamente de otro modo proporcione una definicion méas amplia.

Para los fines de la presente invencién, cualquier intervalo dado incluye los extremos tanto inferior como superior del
intervalo. Los intervalos dados, tales como temperaturas, tiempos, pesos y similares, se deben considerar
aproximados, a menos que se indique especificamente. El término "aproximadamente" o "alrededor de", como se usa
en el presente documento, se refiere a un intervalo de valores £10 % de un valor especificado. Por ejemplo, la
expresion "aproximadamente 0,5" o "alrededor de 0,5" incluye +10 % de 0,5, es decir, de 0,45 a 0,55.

La expresién "porcentaje (%) en peso" se refiere al porcentaje de cada ingrediente en relacidén con el peso total de la
composicién.

Como se ha descrito anteriormente, el primer aspecto de la presente invencién se refiere a una composicién que
comprende: a) uno o mas acidos hialurénicos reticulados seleccionados del grupo que consiste en uno o mas de los
acidos hialurénicos reticulados de férmula (1); uno o méas de los acidos hialurénicos reticulados de formula (I1); y una
mezcla de uno o mas acidos hialurénicos reticulados de formula (1) y uno o mas de los acidos hialurénicos reticulados
de férmula (Il). En una realizacién, la composicién del primer aspecto de la invencién comprende: a) uno 0 mas acidos
hialurénicos reticulados de férmula (I). En una realizacién, la composicién del primer aspecto de la invencién
comprende: a) uno o més acidos hialurénicos reticulados de férmula (Il). En una realizacién, la composicién del primer
aspecto de la invencién comprende: a) una mezcla de uno o mas acidos hialurénicos reticulados de férmula (1) y uno
0 més de los acidos hialurénicos reticulados de férmula (11).

Para el fin de la invencidn, la expresién "acido hialurénico”, "hialuronano" y la abreviatura "AH" tienen el mismo
significado y se usan indistintamente. Se refieren a un glicosaminoglicano (GAG) anidnico no sulfatado que tiene un
polisacérido lineal de alto peso molecular que consiste en monémeros repetidos de acido D-glucurdnico y N-acetil-D-
glucosamina, unidos mediante enlaces glucosidicos alternos B-(1—4) y B-(1—3). Su estructura quimica corresponde

a la siguiente férmula:
YO
NH
0

OH
HO 0 0
0 HO

- 0
ONa OH
Para el fin de la presente invencién, la expresién "acido hialurénico" también abarca su sal fisiolégica aceptable tal
como sal farmacéutica o cosméticamente aceptable de acido hialurdnico. En una realizacién, el polisacarido reticulado
de la presente invencién es uno donde el polisacarido es una sal farmacéutica o cosméticamente aceptable de acido
hialurénico. No hay limitacién sobre el tipo de sal de acido hialurbénico que se puede usar, siempre que sean
farmacéutica o cosméticamente aceptables cuando se usen con fines terapéuticos o cosméticos. El acido hialurénico
y una sal del mismo pueden diferir en algunas propiedades fisicas, pero son equivalentes para los fines de la presente
invencién y las propiedades del 4cido hialurénico respetuosas para la piel son extensibles a una sal farmacéutica o
cosméticamente aceptable, en particular a su sal de sodio (o hialuronato de sodio) y sal de potasio (hialuronato de
potasio). La expresién "sal fisiol6gicamente aceptable” se refiere a una sal fisiol6gicamente tolerada por el paciente
(tal como los mamiferos, incluyendo seres humanos). Particularmente, la expresién "sal farmacéuticamente aceptable"
se refiere a la sal apropiada para su uso en tecnologia farmacéutica para la preparacién de composiciones para uso
médico y, las expresiones "sal cosméticamente aceptable" o "sal dermatolégicamente aceptable" usadas
indistintamente en el presente documento se refiere a la sal apropiada para su uso en contacto con la piel humana sin
toxicidad, incompatibilidad, inestabilidad, respuesta alérgica inapropiada, entre otros. En particular, la expresién "sal
farmacéutica o cosméticamente aceptable” incluye sales de uso comun tales como, por ejemplo, sales de metales
alcalinos. La preparacién de sales farmacéuticamente aceptables de &cido hialurénico puede llevarse a cabo mediante
métodos conocidos en la técnica. Los ejemplos no limitantes de sales farmacéutica o cosméticamente aceptables de
acido hialurénico apropiadas para la presente invenciéon incluyen sales inorganicas tales como hialuronato de sodio,
hialuronato de magnesio, hialuronato de potasio, hialuronato de cinc y hialuronato de cobalto, asi como sales organicas
tales como hialuronato de tetrabutilamonio. En una realizacién, la sal farmacéutica o cosméticamente aceptable de
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acido hialurénico es una sal de un metal alcalino seleccionado de sal de sodio (CAS N.°: 9067-32-7) o sal de potasio
(CAS N.°: 31799-91-4).

En una realizacién, la composicién de la invencién es una donde la concentracién del acido hialurdnico en el &cido
hialurénico reticulado de férmula (1) o formula (I1) es de 1 a 50 mg/ml; particularmente de 10 a 30 mg/ml. Para el fin de
la presente invencién, ya que la densidad de las soluciones es cercana a 1 (1ml = 1g), por lo tanto, la concentracién
expresada como mg/ml es intercambiable con mg/g. La concentracién del acido hialurénico puede medirse por
cualquier método apropiado descrito en el estado de la técnica. En la presente invencién, la concentracion del 4cido
hialurénico se mide por medicién por gravimetria del residuo seco obtenido tras la deshidratacién del hidrogel en horno
ventilado a 105 °C durante un tiempo adecuado.

En una realizacién, la composicién de la invenciéon es una donde el peso molecular del acido hialurénico del acido
hialurénico reticulado de férmula (1) o formula (1) es de 100 a 3000 kDa medido por cromatografia de exclusién por
tamafios (SEC); particularmente de 250 a 2000 kDa.

El 4cido hialurénico de la presente invencién es un acido hialurénico "reticulado". El término "reticulado” se refiere a
un acido hialurénico que tiene una red de reticulacién tridimensional donde la red esta formada por un acido hialurénico
de partida que ha sido colapsado por uno 0 mas agentes de reticulacién. El término "reticulacién" se refiere en el
campo de la ciencia de los polimeros al uso de enlaces cruzados para promover una diferencia en las propiedades
fisicas de los polimeros (acido hialurénico). El término "reticular" se refiere a los enlaces que se forman por la apertura
del anillo epéxido del agente de reticulacién de la presente invencién por el grupo hidroxilo del acido hialurénico. Las
expresiones "reticulante" o "agente de reticulacién" que se usan en el presente documento indistintamente se refieren
a un compuesto que tiene la capacidad de reticular una o méas cadenas de 4cido hialurénico.

Las expresiones "porcentaje de reticulacion”, "porcentaje (%) de reticulacion”, "grado de reticulacién" y la abreviatura
"G.R." tienen el mismo significado y se usan indistintamente. Se refieren a la relacién entre las unidades monoméricas
de &cido hialurénico modificado reticulado y las unidades monoméricas de 4cido hialurénico no modificado, expresada
en porcentaje. Habitualmente, la medicién del grado de reticulacion (G.R.) de los materiales podria evaluarse mediante
diferentes métodos bien conocidos en el estado de la técnica. Algunos métodos son directos, tales como "H-RMN o el
analisis cuantitativo por GPC de los fragmentos del polimero tras digestién enzimatica. Otros métodos son indirectos,
por mediciones reolbgicas, por compresiébn o por ensayos oscilatorios. Normalmente todos estos métodos son
comparativos y permiten distinguir diferentes grados de reticulacién en el interior de la misma familia de polimeros. En
la presente invencion, el valor del grado de reticulacién se calcula matematicamente a partir del valor de G’ obtenido
por mediciones reolégicas mediante la siguiente ecuacién 1:

donde: (Ec. 1)
o 100-MW
G.R. (%) = ~ 7" unidad de rep.
M,

MWonidad de rep. €5 de 401 Da, que es el peso molecular de la unidad de repeticién monomérica hialurénica,
M. se calcula matematicamente mediante la formula inversa de la siguiente ecuacion 2:

- (Ec. 2)
~ e BT s SN
b’ & 11 — 25

Mg\ AL

donde:

G’ se obtiene experimentalmente mediante mediciones reoldgicas usando un reémetro rotacional,

R-T es la energia térmica,

c es la concentracién del acido hialurénico,

M, es la masa molecular promedio en numero del &cido hialurénico (véase. S. C. De Smedt, et al. "Viscoelastic and
transient network properties of hyaluronic acid as a function of the concentration", Biorheology, 1993. vol. 30(1), pags.
31-41).

En una realizacién, la composicidén del primer aspecto de la invencién comprende: A) uno o més acidos hialurénicos
reticulados de férmula (1), o como alternativa de férmula (II) tienen un porcentaje de reticulacién de 0,03 % a 0,9 %;
particularmente, del 0,045 al 0,077 %. Para el fin de la presente solicitud, el porcentaje de reticulacién se mide a partir
del valor de G’ obtenido mediante mediciones reoldgicas usando la ecuacién 1 definida anteriormente.

En una realizacién, la composicidén del primer aspecto de la invencién comprende: a) una mezcla de uno 0 mas éacidos
hialurénicos reticulados de férmula (1) y uno o méas de los &cidos hialurénicos reticulados de férmula (Il). Todas las
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realizaciones mencionadas anteriormente para las composiciones que comprenden uno o méas acidos hialurénicos
reticulados de férmula (I) o como alternativa de férmula (Il), también se aplican a la composicién que comprende una
mezcla de uno o mas acidos hialurénicos reticulados de féormula (1) y uno o mas de los acidos hialurénicos reticulados
de férmula (I1).

En una realizacién, la composicién del primer aspecto de la invencién comprende: a) uno o mas écidos hialurénicos
reticulados seleccionados del grupo que consiste en uno o més acidos hialurénicos reticulados de férmula (I); uno o
més de los acidos hialurénicos reticulados de férmula (l1); y una mezcla de uno o0 mas acidos hialurénicos reticulados
de férmula (I) y uno o méas de los acidos hialurénicos reticulados de férmula (ll); donde los uno o méas acidos
hialurénicos reticulados de férmula (1) o de férmula (II) son obtenibles usando uno o mas agentes de reticulacién de
poliglicerol diglicidil éter (PPE).

En una realizacién, la composicién del primer aspecto de la invencién comprende: a) uno o mas écidos hialurénicos
reticulados de férmula (1), 0 como alternativa de férmula (Il) obtenidos mediante el uso del reticulante PPE que tiene
un EEW promedio de 100 a 7000 g/eq; particularmente de 100 a 600 g/eq medido por valoracién rapida asistida por
ultrasonicaciéon con HCI. La expresién "peso equivalente de epoxi”, "EEW promedio" y la abreviatura "EEW" tienen el
mismo significado y se usan indistintamente. El EEW es el peso del agente de reticulacién, en gramos, que contiene
un equivalente gramo de epoxi. El EEW se refiere al contenido de grupos epoxi presentes en un gramo de los agentes
de reticulacién descritos en la presente invencioén y expresado en g/eq. El EEW se midid experimentalmente usando
la valoracién cuantitativa asistida por ultrasonicaciéon con HCI para la determinacién réapida de epéxidos descrita en el
estado de la técnica (cf. He, Z., et al., "Ultrasonication-assisted rapid determination of epoxide values in polymer
mixtures containing epoxy resin". Analytical Methods, 2014, vol. 6(12), pags. 4257-4261).

En una realizacién, la composicién del primer aspecto de la invencién comprende: a) uno o mas écidos hialurénicos
reticulados de férmula (1), 0 como alternativa de férmula (Il) obtenidos mediante el uso del reticulante PPE que tiene
un Mw de 204 a 15.000 Da, particularmente, de 204 a 3500 Da, medido por cromatografia de exclusién por tamafios
(SEC). Las expresiones "peso molecular”, "peso molecular promedio en peso", "masa molar promedio en peso”, "masa
molar promedio en masa", "Mw promedio” y la abreviatura "M,' tienen el mismo significado y se usan indistintamente.

La masa molar promedio en masa se calcula mediante la siguiente ecuacion:

donde Ni es el nimero de moléculas de masa molecular Mi. La masa molecular promedio en masa puede determinarse
por dispersidn de luz estética, dispersién de neutrones de angulo pequefio, dispersién por rayos X, y velocidad de
sedimentacién. En la presente aplicacién, el Mw se determina mediante cromatografia de exclusién por tamafios
(SEC).

En una realizacién, la composicién del primer aspecto de la invencién comprende: a) uno o mas écidos hialurénicos
reticulados seleccionados del grupo que consiste en uno o més acidos hialurénicos reticulados de férmula (I); uno o
més de los acidos hialurénicos reticulados de férmula (I1); y una mezcla de uno o mas acidos hialurénicos reticulados
de férmula (I) y uno o méas de los acidos hialurénicos reticulados de férmula (ll); donde los uno o méas acidos
hialurénicos reticulados de formula (1) o de férmula (Il) son obtenibles usando como reticulante poliglicerol diglicidil
éter (PPE) que tiene un Mw de 204 a 15.000 g/mol; y un EEW de 100 a 7000 g/eq. En una realizacién, la composicién
del primer aspecto de la invencién comprende: a) uno o mas acidos hialurénicos reticulados seleccionados del grupo
que consiste en uno o més é&cidos hialurénicos reticulados de féormula (l); uno o mas de los acidos hialurdnicos
reticulados de férmula (I1); y una mezcla de uno o mas acidos hialurénicos reticulados de formula (1) y uno o méas de
los acidos hialurénicos reticulados de formula (I1); donde los uno o més 4cidos hialurdnicos reticulados de férmula (1)
o de féormula (IlI) son obtenibles usando como reticulante poliglicerol diglicidil éter (PPE) que tiene un Mw de 204 a
3500 g/mol; y un EEW de 100 a 600 g/eq.

En una realizacién, la composicién del primer aspecto de la invencién comprende: a) uno o mas écidos hialurénicos
reticulados de féormula (I), o como alternativa de férmula (1) tienen un porcentaje de reticulacién de 0,03 % a 0,9 %; y
se obtienen usando el reticulante PPE que tiene un Mw de 204 a 15.000 g/mol; y un EEW de 100 a 7000 g/eq.

En una realizacién, la composicién del primer aspecto de la invencién comprende: a) uno o mas écidos hialurénicos
reticulados de férmula (1), o como alternativa de férmula (1) tienen un porcentaje de reticulacién de 0,045 % a 0,077 %,;
y se obtienen usando el reticulante PPE que tiene un Mw de 204 a 3500 g/mol; y un EEW de 100 a 600 g/eq.

En una realizacién, la composicién del primer aspecto de la invencién comprende: a) uno o mas écidos hialurénicos
reticulados seleccionados del grupo que consiste en uno o més acidos hialurénicos reticulados de férmula (I); uno o
més de los acidos hialurénicos reticulados de férmula (I1); y una mezcla de uno o mas acidos hialurénicos reticulados
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de férmula (1) y uno o més de los &cidos hialurdnicos reticulados de férmula (I1); donde la cantidad de R, es inferior a
2 ppm sobre el peso total del acido hialurénico reticulado de férmula (1) y de férmula (). La cantidad de R, se mide
experimentalmente usando la valoracién cuantitativa asistida por ultrasonicaciéon con HCI para la determinacién répida
de epoxidos descrita en He, Z., et al., "Ultrasonication-assisted rapid determination of epoxide values in polymer
mixtures containing epoxy resin". Analytical Methods, 2014, vol. 6(12), pags. 4257-4261.

Como se ha descrito anteriormente, el primer aspecto de la presente invencién se refiere a una composicién que
comprende: B) uno o mas poligliceroles seleccionados del grupo que consiste en uno o mas poligliceroles de férmula
(111); uno o més poligliceroles de féormula (1V); y una mezcla de uno o mas poligliceroles de férmula (lll) y uno o mas
poligliceroles de férmula (IV). En una realizacién, la composiciéon del primer aspecto de la invencién comprende: B)
uno o mas poligliceroles de férmula (lll). En una realizacién, la composicién del primer aspecto de la invencién
comprende: B) uno o més poligliceroles de férmula (1V).

Para el fin de la presente invencién, los poligliceroles de férmula (1) o los poligliceroles de férmula (1V) también pueden
denominarse poligliceroles "libres" de férmula (1) o poligliceroles "libres" de formula (IV), respectivamente.

En una realizacién, la composiciéon del primer aspecto de la invencién comprende: B) uno o mas poligliceroles de
férmula (Ill) o férmula (1V) obtenibles usando uno o mas agentes de reticulacién de poliglicerol diglicidil éter (PPE) que
tienen un peso molecular promedio en peso (My) de 240 a 3700 Da medido por cromatografia de exclusién por
tamafios acoplada con detector UV-visible y de masas (SEC/UV/MS); particularmente, de 314 a 1129 Da.

Segun la invencién, la composicién tiene una concentracidén de poligliceroles de férmula (Ill) o de férmula (1V) en la
composicién de 0,45 a 25 mg/ml; particularmente de 2 a 20 mg/ml. La concentracién de los poligliceroles de férmula
(1) o de férmula (IV) puede medirse por cualquier método apropiado descrito en el estado de la técnica. En la presente
invencidn, la concentracién de los poligliceroles de férmula (l11) o de férmula (IV) se mide mediante cromatografia de
exclusién por tamafios acoplada con detector de UV-visible y de masas (SEC/UV/MS).

En una realizacién, la composicién de la invencién es una donde los uno 0 mas poligliceroles de férmula (Ill) o formula
(IV) se seleccionan del grupo que consiste en:

un compuesto de férmula (1);
HO/Y\O/Y\O/Y\OH
OH OH OH

(1

OH
H OMO“[OJ\/OH
OH 0
OH

un compuesto de férmula (2);

OH
(2)
un compuesto de férmula (3); OH
HO
OH
Lo L
0 0 OH
OH
oA 0] OH
OH
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un compuesto de formula (4); OH

un compuesto de férmula (5);

I \)i
o o
OH o OH o
KEOH KEOH
OH OH
(4)
OH

(@]
O-IT

Y.
b

un compuesto de férmula (6);

HO
I \)io
0] 0] 0]
OH o 4 OH 0
KEOH KEOH
OH OH
(%)
OH
OH OH
(6)

y una mezcla de los mismos.
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En una realizacién, la composicién del primer aspecto de la invencién comprende: B) una mezcla de uno o més
poligliceroles de férmula (lll) y uno o mas poligliceroles de férmula (IV). Todas las realizaciones mencionadas
anteriormente para las composiciones que comprenden B) uno o més poligliceroles de férmula (l11) o como alternativa
uno o méas poligliceroles de férmula (V) se aplican también para la composicién que comprende una mezcla de uno o
méas poligliceroles de férmula (I1l) y uno o més poligliceroles de férmula (1V).

Como se ha descrito anteriormente, el primer aspecto de la presente invencién se refiere a una composicién que
comprende: C) una cantidad efectiva de uno 0 mas agentes anestésicos locales o una sal de los mismos. El término
"anestésico" se refiere a un agente que provoca la pérdida de sensacién en un humano u otro mamifero con o sin
pérdida de conciencia. Més particularmente, la expresién "anestésico local' se refiere a un agente anestésico que
induce la anestesia local mediante la inhibicién reversible de la excitacién y/o conduccién del nervio periférico. Tal
como se usa en el presente documento, la expresién "cantidad efectiva" se refiere a una cantidad de uno o mas
agentes anestésicos locales que produce el efecto anestésico mencionado anteriormente, p. ej., pérdida parcial o total
de la sensacién, inhibicién de la percepcién sensorial o inhibicién de la funcién motora.

Los anestésicos locales adecuados para su uso en la presente invencién incluyen, pero sin limitacién, aquellos agentes
anestésicos o sales de los mismos que comprenden al menos un resto lipdfilo y un resto hidréfilo seleccionados del
grupo que consiste en ambucaina, amolanona, amilocaina, articaina, benoxinato, benzocaina, betoxicaina,
bifenamina, bupivacaina, butacaina, butambeno, butanilicaina, butetamina, butoxicaina, cloroprocaina, cocaetileno,
cocaina, ciclometicaina, dibucaina, dimetisoquina, dimetocaina, diperoddn, diciclomina, ecgonidina, ecgonina,
etidocaina, beta-eucaina, euprocina, fenalcomina, farmocaina, fomocaina, hexilcaina, hidroxitetracaina, p-
aminobenzoato de isobutilo, mesilato de leucinocaina, levoxadrol, lidocaina, mepivacaina, meprilcaina,
metabutoxicaina, 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
una mezcla de los mismos.

En una realizacién, la composicién de la invencién es una donde los agentes anestésicos locales o una sal de los
mismos se seleccionan del grupo que consiste en anestésicos locales a base de amidas tales como lidocaina,
mepivacaina, articaina o una mezcla de las mismas. En una realizacion, la composicidén de la invencién es una donde
los agentes anestésicos locales o una sal de los mismos es lidocaina o una sal de la misma. En una realizacién, la
composicién de la invencién es una donde los agentes anestésicos locales o una sal de los mismos es mepivacaina
o una sal de la misma. En una realizacién, la composicién de la invencién es una donde los agentes anestésicos
locales o una sal de los mismos es articaina o una sal de la misma.

Las sales del anestésico local abarcan sales formadas a partir de acidos no toéxicos aceptables incluyendo é&cidos
inorganicos u organicos. No hay limitacibn con respecto a las sales, excepto que deben ser terapéutica o
cosméticamente aceptables cuando se usan con fines farmacéuticos o cosméticos, respectivamente. La mayoria de
las sales aceptables estan disponibles en el mercado. De lo contrario, estas sales pueden prepararse siguiendo los
procesos descritos en el estado de la técnica, que implica partir de acidos no tdéxicos aceptables, incluyendo acidos
inorganicos y organicos. Tales acidos incluyen, por ejemplo, acido acético, bencensulfénico, benzoico, alcanfor
sulfénico, citrico, etanosulfénico, fumarico, glucénico, glutdmico, bromhidrico, clorhidrico, lactico, maleico, malico,
mandélico, metanosulfénico, fosférico, succinico, sulfurico, tartarico, p-toluenosulfénico y clorhidrato. A modo de
ejemplo, pueden prepararse a partir del compuesto precursor, que contiene un resto basico, mediante métodos
quimicos convencionales. Generalmente, dichas sales se preparan, por ejemplo, haciendo reaccionar la forma de base
libre de este compuesto con una cantidad estequiométrica del acido aceptable apropiado en agua o en un disolvente
organico o en una mezcla de ellos. Para el fin de la presente invencién, la expresién "sales farmacéuticamente
aceptables" usada en el presente documento abarca cualquier sal formada a partir de é&cidos no téxicos
farmacéuticamente aceptables como se ha definido anteriormente. La expresidn "sales cosméticas aceptables" usada
en el presente documento abarca cualquier sal formada a partir de acidos no téxicos cosméticos aceptables como se
ha definido anteriormente.

En una realizacién, la composicién de la invencidén es una donde los agentes anestésicos locales estédn en forma de
sal. En una realizacién, la composicién de la invencién comprende sal de clorhidrato de lidocaina. En una realizacién,
la composicién de la invencién comprende sal de clorhidrato de mepivacaina. En una realizacién, la composicién de
la invencién comprende sal de clorhidrato de articaina.

En una realizacién, la composicién de la presente invencién comprende: C) una cantidad efectiva de uno o més
agentes anestésicos locales o una sal de los mismos, teniendo un valor pKa experimental calculado por la ecuacién
de Henderson-Hasselbalch que es de 2,5 a 10 % inferior al valor pKa termodinamico predicho calculado por la
ecuacién de Henderson-Hasselbalch.
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Para el fin de la invencién, la expresion "valor pKa termodinamico” (abreviado como pKaT) es el valor pKa tabulado
en el estado de la técnica (cf. René. Levy et al. "Determination of thermodynamic dissociation constants of local
anaesthetic amines: influence of ionic strength”" J. Pharm. Pharmac., 1972, vol. 24, pags. 841-847), y calculado a partir
de la constante de equilibrio de disociacién de un acido débil en ausencia de agentes perturbadores del equilibrio (cf.
René. Levy et al.).

La expresién "valor pKa experimental" (abreviado como pKaS) es el pKa calculado experimentalmente, usando la
ecuacién de Henderson-Hasselbalch, partiendo del pH, los valores [B] y [BH+] medidos experimentalmente usando
respectivamente el medidor de pH y cromatografia de exclusién por tamafios acoplada con detector UV-visible y de
masas (SEC/UV/MS) en presencia de agentes perturbadores del equilibrio (es decir, poligliceroles libres y acido
hialurénico reticulado con PPE).

Para el fin de la invencién, la ecuacién de Henderson-Hasselbalch es la siguiente:

PH = pRnoy log osss

donde:

el pH es el -log([H*]),

pKa es el -log de la constante de equilibrio de disociacién del acido débil;

[B] ([base]) es la concentracién de la forma basica conjugada del anestésico local; y
[BH+] ([acido]) es la forma acida conjugada del anestésico local.

Derivacién de los valores de [B] y [BH+] del siguiente equilibrio:

W '§
RE s BT

A-M-_'..

El valor del pKa corresponde al valor pKa termodinamico para cada anestésico local tabulado en el estado de la técnica
como se ha definido anteriormente (cf. René. Levy et al. "Determination of thermodynamic dissociation constants of
local anaesthetic amines: influence of ionic strength”" J. Pharm. Pharmac., 1972, vol. 24, pags. 841-847).

En una realizacién, la composicién de la presente invencién comprende: C) una cantidad efectiva de lidocaina o una
sal de la misma como uno o mas agentes anestésicos locales y que tiene un valor pKa experimental de 7,2 a 7,8
calculado por la ecuacién de Henderson-Hasselbalch. En una realizacién, la composicién de la presente invencién
comprende: C) una cantidad efectiva de mepivacaina o una sal de la misma como uno o mas agentes anestésicos
locales y que tiene un valor pKa experimental de 7,1 a 7,7 calculado por la ecuacién de Henderson-Hasselbalch. En
una realizacién, la composicidén de la presente invencion comprende: C) una cantidad efectiva de articaina o una sal
de la misma como uno o mas agentes anestésicos locales y que tiene un valor pKa experimental de 7,0 a 7,5 calculado
por la ecuacién de Henderson-Hasselbalch.

En una realizacién, la composicién de la presente invencién comprende: C) una cantidad efectiva de uno o més
agentes anestésicos locales o una sal de los mismos, que tiene un porcentaje de forma neutra B del anestésico local
determinado por GC/MS que es de 40 % a 160 % superior al valor predicho calculado por la ecuacién de Henderson-
Hasselbalch como se describe en la presente invencién.

En una realizacién, la composicién de la presente invencién comprende: C) una cantidad efectiva de lidocaina o una
sal de la misma como uno o més agentes anestésicos locales y que tiene del 25 % al 63 % del porcentaje de la forma
neutra B de lidocaina o una sal de la misma determinado por GC/MS a aproximadamente pH 7,4. En una realizacién,
la composicidn de la presente invencién comprende: C) una cantidad efectiva de lidocaina o una sal de la misma como
uno o mas agentes anestésicos locales y que tiene del 17 % al 34 % del porcentaje de la forma neutra B de lidocaina
o una sal de la misma determinado por GC/MS a aproximadamente pH 7,2. En una realizacién, la composicién de la
presente invencién comprende: C) una cantidad efectiva de lidocaina o una sal de la misma como uno o més agentes
anestésicos locales y que tiene del 12 % al 25 % del porcentaje de la forma neutra B de lidocaina o una sal de la
misma determinado por GC/MS a aproximadamente pH 7,0.

En una realizacién, la composicién de la presente invencién comprende: C) una cantidad efectiva de mepivacaina o
una sal de la misma como uno 0 mas agentes anestésicos locales y que tiene del 29 % al 65 % del porcentaje de la
forma neutra B de mepivacaina o una sal de la misma determinado por GC/MS a aproximadamente pH 7,4. En una
realizacién, la composicidén de la presente invencién comprende: C) una cantidad efectiva de mepivacaina o una sal
de la misma como uno o0 més agentes anestésicos locales y que tiene del 21 % al 40 % del porcentaje de la forma
neutra B de mepivacaina o una sal de la misma determinado por GC/MS a aproximadamente pH 7,2. En una
realizacién, la composicién de la presente invencién comprende: C) una cantidad efectiva de mepivacaina o una sal
de la misma como uno o0 més agentes anestésicos locales y que tiene del 15 % al 26 % del porcentaje de la forma
neutra B de mepivacaina o una sal de la misma determinado por GC/MS a aproximadamente pH 7,0.
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En una realizacién, la composicidén de la presente invencién comprende: C) una cantidad efectiva de articaina o una
sal de la misma como uno o més agentes anestésicos locales y que tiene del 41 % al 70 % del porcentaje de la forma
neutra B de articaina o una sal de la misma determinado por GC/MS a aproximadamente pH 7,4. En una realizacién,
la composicién de la presente invencién comprende: C) una cantidad efectiva de articaina o una sal de la misma como
uno o mas agentes anestésicos locales y que tiene del 29 % al 50 % del porcentaje de la forma neutra B de articaina
o una sal de la misma determinado por GC/MS a aproximadamente pH 7,2. En una realizacién, la composicién de la
presente invenciéon comprende: C) una cantidad efectiva de articaina o una sal de la misma como uno o més agentes
anestésicos locales y que tiene del 21 % al 40 % del porcentaje de la forma neutra B de articaina o una sal de la misma
determinado por GC/MS a aproximadamente pH 7,0.

Como se ha mencionado anteriormente, la composicion de la presente invencién comprende opcionalmente D) uno o
méas excipientes o portadores aceptables. En una realizacién, la composicién comprende: D) uno o més excipientes o
portadores aceptables. Los excipientes y/o portadores apropiados, sus cantidades, asi como las condiciones del
procedimiento experimental para su preparacién, pueden determinarse facilmente por los expertos en la materia de
acuerdo con el campo y el tipo de formulacidén que se esté preparando.

En una realizacién, la composicién de la invencién es una "composicién farmacéutica" que comprende: una cantidad
terapéuticamente efectiva de los uno 0 mas acidos hialurénicos reticulados de férmula (1), de férmula (I1) o una mezcla
de los mismos; una cantidad terapéuticamente efectiva de los uno o mas poligliceroles de formula (111) o férmula (1V)
0 una mezcla de los mismos; una cantidad terapéuticamente efectiva de uno o més agentes anestésicos, y
opcionalmente, uno o més excipientes o portadores farmacéuticamente aceptables. La expresiéon "composicién
farmacéutica" se refiere a una composicién adecuada para su uso en la tecnologia farmacéutica de uso médico. La
expresion "cantidad terapéuticamente efectiva", como se usa en el presente documento, se refiere a la cantidad de
acidos hialurénicos reticulados, poligliceroles y agentes anestésicos que, cuando se administran, es suficiente para
prevenir el desarrollo de, o tratar, curar o aliviar en cierta medida, uno o mas de los sintomas de la enfermedad que
se esta tratando. La dosis de la cantidad terapéuticamente efectiva de 4cidos hialurénicos reticulados, poligliceroles y
agentes anestésicos administrados de acuerdo con la presente invencion, se determinara, por supuesto, segin las
circunstancias particulares del caso, entre las que se incluyen el compuesto administrado, la via de administracién, la
afeccién particular a tratar y las consideraciones similares. Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién
pueden comprender uno o mas excipientes o portadores farmacéuticamente aceptables. La expresion "excipientes o
portadores farmacéuticamente aceptables” se refiere a los excipientes o portadores adecuados para su uso en la
tecnologia farmacéutica para preparar composiciones de uso médico.

En una realizacién, la composicién es una composicién cosmética que comprende una cantidad cosméticamente
efectiva de los uno o mas acidos hialurénicos reticulados de formula (1), de férmula (II) 0 una mezcla de los mismos;
una cantidad cosméticamente efectiva de los uno o més poligliceroles de formula (Ill) o férmula (IV) o una mezcla de
los mismos; una cantidad cosméticamente efectiva de uno o méas agentes anestésicos, y opcionalmente, uno o més
excipientes o portadores cosméticamente aceptables. La composicién cosmética de la presente invenciéon esta
disefiada para aplicar al cuerpo la cantidad apropiada ("cantidad cosméticamente efectiva") para mejorar su aspecto
o embellecer, conservar, acondicionar, limpiar, colorear o proteger la piel, ufias o cabello (cf. Academic Press
Dictionary of Science and Technology, 1992, pag. 531; A terminological Dictionary of the Pharmaceutical Sciences.
2007, pag.190). Por lo tanto, las composiciones cosméticas anteriores se usan adjetivamente para una aplicacién no
médica. Las expresiones "cosméticamente aceptable" o "dermatolégicamente aceptable", que se usan en el presente
documento indistintamente, se refieren a excipientes o portadores adecuados para su uso en contacto con la piel
humana sin demasiada toxicidad, incompatibilidad, inestabilidad, respuesta alérgica, entre otros.

Las composiciones farmacéuticas tépicas o cosméticas topicas definidas anteriormente comprenden excipientes o
portadores apropiados para la administracién tépica que pueden ser excipientes farmacéutica o cosméticamente
aceptables, incluyendo, aunque sin limitacién, un agente reparador de la funcién de la barrera cutanea, un agente
hidratante, un emoliente, un emulsionante, un espesante, un humectante, un agente regulador del pH, un antioxidante,
un agente conservante, un vehiculo, o sus mezclas. Los excipientes o portadores usados tienen afinidad por la piel,
son bien tolerados, estables y se usan en una cantidad adecuada para proporcionar la consistencia deseada y la
facilidad de aplicacién. De manera adicional, las composiciones de la presente invencién pueden contener otros
ingredientes, tales como fragancias, colorantes, y otros componentes conocidos en el estado de la técnica para su
uso en formulaciones tépicas. Las composiciones tdpicas de la invencién se pueden formular en varias formas que
incluyen, pero sin limitacién, soluciones, aerosoles y pulverizados sin aerosol, cremas, polvos, mousses, lociones,
geles, barras, pomadas, pastas, champus, gel de ducha, jabones liquidos corporales o faciales y emulsiones.

En una realizacién, la composicién farmacéutica o cosmética es una composicién inyectable. En una realizacién, la
composiciébn farmacéutica o cosmética es una composicién inyectable seleccionada del grupo que consiste en
aplicaciéon intramuscular, subcutdnea o intravenosa. En una realizacién, las composiciones farmacéuticas o
cosméticas de la presente invencion estdn en forma de composiciones parenterales adecuadas para su inyeccién,
infusién o implantacién en el cuerpo. Las composiciones parenterales definidas anteriormente deben ser estériles, y
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libres de piré6genos, y pueden estar en forma de liquido tal como soluciones, emulsiones o suspensiones, o en forma
sélida envasada en envases monodosis o multidosis convenientemente diluidos antes de su uso. Las composiciones
parenterales pueden comprender excipientes o portadores apropiados para la administracién parenteral que pueden
ser excipientes farmacéuticos o cosméticos, incluyendo, aunque sin limitacién, disolventes, agentes de suspensién,
agentes tamponantes, sustancias para que la preparacidn sea isoténica con la sangre, estabilizadores o conservantes
antimicrobianos. La adicién de excipientes deberia mantenerse al minimo. Cuando se usan excipientes, no deben
afectar negativamente a la estabilidad, biodisponibilidad, seguridad o eficacia de los polimeros y/o los agentes activos,
ni causar toxicidad o irritacién local indebida. No debe haber ninguna incompatibilidad entre ninguno de los
componentes de la forma farmacéutica.

Como se demuestra en la seccién experimental, la composicién de la presente invencién ha mejorado las propiedades
fisicas (reolégicas) y quimicas (concentracién de poligliceroles libres e hidrogel reticulado con PPE) para proporcionar
una mejora inesperada en la cantidad de forma liposoluble (activa) del anestésico local y su liberacién mas rapida de
la composicién de matriz de hidrogel de la presente invencién, dando como resultado una reduccién del comienzo de
accién del anestésico local.

En una realizacién, la composicién del primer aspecto de la invencién, es una que tiene un médulo de almacenamiento
G’ de 10 a 1500 Pa; particularmente de 30 a 700 Pa medido a 1,0 Hz.

También es parte de la presente invencién un procedimiento para la preparacidén del primer aspecto de la invencién.
En una realizacién, el procedimiento para la preparacidén de la composicién de la invencién comprende:

-cuando la composicién comprende (a) un é&cido hialurénico reticulado de férmula (1), la composicién es obtenible
mediante un procedimiento que comprende:
i) reticular un acido hialurénico con un compuesto de férmula (V)

R~
~o _H
O\d
@)
HO
Ry
o
o L
R7< O @) @)
SRR S A
OH c
0 i 0
Ry Ry
V)
donde:
cada Ry se selecciona independientemente del grupo que consiste en Ry;
R2es
o
—C
Ho

b es un nimero entero seleccionado del grupo que consiste en 1 a 70;

€ es un numero entero seleccionado del grupo que consiste en 0 a 70;

d es un nimero entero seleccionado del grupo que consiste en 0 a 70;

(ii) poner en contacto la mezcla obtenida en la etapa (i) que comprende (A) uno o mas acidos hialurénicos reticulados
de férmula (1) y (B) uno o més poligliceroles de férmula (1) o férmula (1V) con los uno o més agentes anestésicos (C),
(iii) opcionalmente, poner en contacto la mezcla obtenida en la etapa (ii) con los uno 0 méas excipientes o portadores
(D) y

(iv) opcionalmente, esterilizar la mezcla obtenida en la etapa (iii);
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0, como alternativa,

- cuando la composicién comprende (a) un 4cido hialurénico reticulado de férmula (1), entonces la composicién es
obtenible mediante un procedimiento que comprende:

i') reticular un &cido hialurénico con un compuesto de férmula (V1)

R~
7 OMOM OMOXY\O/Y\ O}H
O. O O. p OH O. C
Ry R; R7
HO
o
o<,
o
R
D)
donde:
cada Ry se selecciona independientemente del grupo que consiste en Ry;
R2es
o
—C
Ho

b es un nimero entero seleccionado del grupo que consiste en 1 a 70;

€ es un numero entero seleccionado del grupo que consiste en 0 a 70;

d es un nimero entero seleccionado del grupo que consiste en 0 a 70;

(ii") poner en contacto la mezcla obtenida en la etapa (i) que comprende (A) uno o més acidos hialurénicos reticulados
de férmula (I) y (B) uno o mas poligliceroles de férmula (Ill) o férmula (V) con los uno o0 mas agentes anestésicos (C);
(ii") opcionalmente, poner en contacto la mezcla obtenida en la etapa (II') con los uno 0 mas excipientes o portadores
(D) y

(iv') opcionalmente, esterilizar la mezcla obtenida en la etapa (iii’);

0, como alternativa,

- cuando la composicién comprende (a) una mezcla de un acido hialurdnico reticulado de férmula (1) y de férmula (11);
entonces la composicién es obtenible mediante un procedimiento que comprende:

i”) reticular un &cido hialurénico con una mezcla que comprende el compuesto de férmula (V)

H
O\

R/«
~0

o)
HO

Rz
o @)
R7\OXO%OJOWOX
(? b OH
Ry (v)

M

@)
Q
Rz
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y de féormula (V1)

R/~
7 OMOMOMOWOM&H
O. @) O. OH O. C
Rz Ry b Rz
HO
@)
o<,
0O
R7 d
(V1)
donde:

cada Ry se selecciona independientemente del grupo que consiste en Ry;
R2es

b es un nimero entero seleccionado del grupo que consiste en 1 a 70;

€ es un numero entero seleccionado del grupo que consiste en 0 a 70;

d es un nimero entero seleccionado del grupo que consiste en 0 a 70;

(ii”) poner en contacto la mezcla obtenida en la etapa (I”) que comprende (A) uno o mas acidos hialurénicos reticulados
de férmula (1) y férmula (ll) y (B) uno o mas poligliceroles de férmula (l11) o férmula (IV) con los uno o0 méas agentes
anestésicos (C);

(iii”) opcionalmente, poner en contacto la mezcla obtenida en la etapa (ii”’) con los uno o méas excipientes o portadores
(D), y

(iv”’) opcionalmente, esterilizar la mezcla obtenida en la etapa (iii”).

En una realizacién, el procedimiento para la preparacidén de la composicién de la invencién comprende:

- cuando la composicién comprende (a) un acido hialurénico reticulado de férmula (1), la composiciéon es obtenible
mediante un procedimiento que comprende:

i) reticular un acido hialurénico con un compuesto de férmula (V) que tiene:

un peso molecular (M) de 204 a 15.000 Da medido mediante el método por cromatografia de exclusidén por tamafios
(SEC) y

un peso equivalente de epoxi de 100 a 7000 g/eq medido por valoracién rapida asistida por ultrasonicacién con HCI;
0, como alternativa,

- cuando la composicién comprende (a) un 4cido hialurénico reticulado de férmula (1), entonces la composicién es
obtenible mediante un procedimiento que comprende:

i') reticular un &cido hialurénico con un compuesto de formula (VI) que tiene:

un peso molecular (M) de 204 a 15.000 Da medido mediante el método por cromatografia de exclusidén por tamafios
(SEC) y

un peso equivalente de epoxi de 100 a 7000 g/eq medido por valoracién rapida asistida por ultrasonicacién con HCI;
0, como alternativa,

- cuando la composicién comprende (a) una mezcla de un acido hialurdnico reticulado de férmula (1) y de férmula (11);
entonces la composicién es obtenible mediante un procedimiento que comprende:

I”) reticular un acido hialurdnico con una mezcla que comprende el compuesto de férmula (V) y el compuesto de
férmula (V1) que tiene:

un peso molecular (M) de 204 a 15.000 Da medido mediante el método por cromatografia de exclusidén por tamafios
(SEC) y

un peso equivalente de epoxi de 100 a 7000 g/eq medido por valoracién rapida asistida por ultrasonicacién con HCI.
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En una realizacién, el procedimiento para la preparacidén de la composicién de la invencién comprende:

- cuando la composicién comprende (a) un acido hialurénico reticulado de férmula (1), entonces la composicién es
obtenible mediante un procedimiento que comprende una etapa adicional (v) después de la etapa (ii), o como
alternativa después de la etapa (iii), o como alternativa después de la etapa (iv) que comprende la adicién de un
compuesto de férmula (1), un compuesto de féormula (IV) o una mezcla de los mismos;

0, como alternativa,

- cuando la composicién comprende (a) un 4cido hialurénico reticulado de férmula (1), entonces la composicién es
obtenible mediante un procedimiento que comprende una etapa adicional (V') después de la etapa (ii’); o como
alternativa después de la etapa (iii’), o0 como alternativa después de la etapa (iv') que comprende la adicién de un
compuesto de férmula (1), un compuesto de féormula (IV) o una mezcla de los mismos;

0, como alternativa,

- cuando la composicién comprende (a) una mezcla de un acido hialurdnico reticulado de férmula (1) y de férmula (11);
entonces la composicién es obtenible mediante un procedimiento que comprende una etapa adicional (v’) después
de la etapa (ii”); o como alternativa después de la etapa (iii’), 0 como alternativa después de la etapa (iv’) que
comprende la adiciéon de un compuesto de férmula (I1l), un compuesto de férmula (IV) o una mezcla de los mismos.

En una realizacién, el procedimiento para la preparacién de la composicién de la invencién es uno donde:

cuando la composicidén comprende (a) un acido hialurénico reticulado de férmula (I) y el procedimiento comprende i)
reticular un acido hialurénico con un compuesto de férmula (V); entonces el compuesto de férmula (V) se obtiene
mediante un procedimiento que comprende:

a) proporcionar una solucién alcalina que contenga 1,3-glicerol diglicidil éter; y

b) mantener la solucién obtenida en la etapa a) a una temperatura de 10 °C a 80 °C durante un periodo de 1 min a 30
dias;

0, como alternativa,

cuando la composicién comprende (a) un acido hialurénico reticulado de férmula (I1) y el procedimiento comprende I')
reticular un acido hialurénico con un compuesto de férmula (VI); entonces el compuesto de formula (VI) se obtiene
mediante un procedimiento que comprende:

¢) proporcionar una solucién alcalina que contenga 1,2-glicerol diglicidil éter; y

b) mantener la solucién obtenida en la etapa c) a una temperatura de 10 °C a 80 °C durante un periodo de 1 min a 30
dias;

0, como alternativa,

cuando la composicién comprende (a) una mezcla de un acido hialurénico reticulado de férmula (1) y de férmula (11); y
el procedimiento comprende i) reticular un &cido hialurdnico con una mezcla que comprende el compuesto de formula
(V) y el compuesto de férmula (VI), entonces:

el compuesto de férmula (V) se obtiene mediante un procedimiento que comprende:

a) proporcionar una solucién alcalina que contenga 1,3-glicerol diglicidil éter; y

b) mantener la solucién obtenida en la etapa a) a una temperatura de 10 °C a 80 °C durante un periodo de 1 min a 30
dias; y

el compuesto de férmula (V1) se obtiene mediante un procedimiento que comprende:

¢) proporcionar una solucién alcalina que contenga 1,2-glicerol diglicidil éter; y

b) mantener la solucién obtenida en la etapa c) a una temperatura de 10 °C a 80 °C durante un periodo de 1 min a 30
dias;

particularmente,

en la etapa a) la solucién alcalina comprende de 1 a 50 por ciento en peso de 1,3-glicerol diglicidil éter; y

en la etapa c) la solucién alcalina comprende de 1 a 50 por ciento en peso de 1,2-glicerol diglicidil éter.

En una realizacién, el procedimiento para la preparacién de la composicién del primer aspecto de la invencién
comprende:

-cuando la composicién comprende (a) un é&cido hialurénico reticulado de férmula (1), la composicién es obtenible
mediante un procedimiento que comprende ademas una etapa de lavado adicional (vi) después de la etapa (i);

0, como alternativa,

- cuando la composicién comprende (a) un 4cido hialurénico reticulado de férmula (1), entonces la composicién es
obtenible mediante un procedimiento que comprende ademés una etapa de lavado adicional (vi’) después de la etapa
("

0, como alternativa,

- cuando la composicién comprende (a) una mezcla de un acido hialurdnico reticulado de férmula (1) y de férmula (11);
entonces la composicién es obtenible mediante un procedimiento que comprende ademés una etapa de lavado
adicional (vi”) después de la etapa (i”).
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En una realizacién, la etapa (vi), o como alternativa la etapa (vi'); o como alternativa la etapa (vi”’) se realiza mediante
la adicién de dicha cantidad apropiada de una solucién acuosa &cida para obtener un pH de 6,5-7,4 y una
concentracién de poligliceroles de férmula (Ill) o férmula (IV) o una mezcla de los mismos en la composiciéon es de
0,45 a 25 mg/ml. Los ejemplos de solucién acuosa acida apropiada incluyen, pero no se limitan a los acidos inorganicos
(minerales) fuertes y débiles, tales como é&cido clorhidrico, acido sulfurico, acido ortofosférico, acido bérico, acido
nitrico y 4cidos orgénicos fuertes y débiles tales como acido acético, acido lactico, acido férmico, acido citrico, &cido
oxalico, acido Urico, acido malico, acido tartarico o mezclas de los mismos. En una realizacién, todas las realizaciones
mencionadas anteriormente y a continuacién del procedimiento para la preparacién de la composicién del primer
aspecto de la invencion comprende ademés la etapa adicional (vi), o como alternativa la etapa adicional (vi’), o como
alternativa la etapa (vi”).

En una realizacién, la etapa i), o como alternativa la etapa '), o como alternativa la etapa i’), se realiza a una
temperatura de 10 a 50 °C; particularmente aproximadamente 30 °C. En una realizacién, la etapa i), 0 como alternativa
la etapa '), 0 como alternativa la etapa i”), se realiza durante 1 a 48 h; particularmente aproximadamente 8 h.

En una realizacién, la etapa ii), o como alternativa la etapa ii’), o como alternativa la etapa ii”’), se realiza a una
temperatura de 10 a 50 °C; particularmente aproximadamente 25 °C. En una realizacién, la etapa ii), o como alternativa
la etapa ii’), o como alternativa la etapa ii”’), se realiza durante 1 a 8 h; particularmente aproximadamente 2 h.

En una realizacién, si uno o mas excipientes o portadores (D), entonces el procedimiento comprende la etapa iii), o
como alternativa la etapa iii'), 0 como alternativa la etapa iii”). En una realizacién, si uno o més excipientes o portadores
(D), entonces el procedimiento comprende la etapa iii), 0 como alternativa la etapa iii’), 0 como alternativa la etapa iii”)
que se realiza durante 1 a 8 h; particularmente aproximadamente 2 h.

En una realizacién, el procedimiento comprende una etapa de esterilizacién iv), o como alternativa la etapa iv’), o como
alternativa la etapa iv’). En una realizacién, el procedimiento comprende una etapa de esterilizacién iv), o como
alternativa la etapa iv'), o como alternativa la etapa iv’) que se realiza a una temperatura de 120 a 135 °C;
particularmente de 121 a 130 °C. En una realizacién, el procedimiento comprende una etapa de esterilizacién iv), o
como alternativa la etapa iv’'), o como alternativa la etapa iv’). En una realizacién, el procedimiento comprende una
etapa de esterilizacidén iv), o como alternativa la etapa iv'), o como alternativa la etapa iv’) que se realiza a una
temperatura de 121 a 126 °C. En una realizacién, el procedimiento comprende una etapa de esterilizacién iv), o como
alternativa la etapa iv’'), o como alternativa la etapa iv’). En una realizacién, el procedimiento comprende una etapa de
esterilizacién iv), o como alternativa la etapa iv’'), o como alternativa la etapa iv’) que se realiza durante 1 min a 20
min; particularmente durante 3 min a 15 min. En una realizacién, el procedimiento comprende una etapa de
esterilizacién iv), o como alternativa la etapa iv'), 0 como alternativa la etapa iv”’). En una realizacién, el procedimiento
comprende una etapa de esterilizacion iv), o como alternativa la etapa iv'), 0 como alternativa la etapa iv’) que se
realiza durante 10 min a 15 min. En una realizacién, el procedimiento comprende una etapa de esterilizacién iv), o
como alternativa la etapa iv’'), o como alternativa la etapa iv’). En una realizacién, el procedimiento comprende una
etapa de esterilizacién iv), o como alternativa la etapa iv’), 0 como alternativa la etapa iv”’) que se realiza a 121 °C
durante 15 min. En una realizacién, el procedimiento comprende una etapa de esterilizacién iv), o como alternativa la
etapa iv'), o como alternativa la etapa iv’). En una realizacién, el procedimiento comprende una etapa de esterilizacién
iv), o como alternativa la etapa iv’'), 0 como alternativa la etapa iv”’) que se realiza a 126 °C durante 10 min. En una
realizacién, el procedimiento comprende una etapa de esterilizacién iv), o como alternativa la etapa iv'), o como
alternativa la etapa iv’). En una realizacién, el procedimiento comprende una etapa de esterilizacién iv), o como
alternativa la etapa iv'), o como alternativa la etapa iv”’) que se realiza a 134 °C durante 3 min.

La etapa de esterilizacién puede realizarse de acuerdo con métodos bien conocidos en el estado de la técnica. En una
realizacién, la etapa de esterilizacidn se realiza mediante un método seleccionado del grupo que consiste en filtracién,
esterilizacién por autoclave, calentamiento, irradiacién y una combinacién de los mismos; preferentemente, la etapa
de esterilizacién se realiza mediante esterilizacién por vapor en autoclave; particularmente siguiendo los
procedimientos aceptados por la farmacopea recogidos en la norma EN ISO 17665-1 (Esterilizacion de productos
sanitarios - Calor himedo Parte 1: requisitos para el desarrollo, validacién y control rutinario de un procedimiento de
esterilizacién para productos sanitarios (por ejemplo, 15 minutos a 121 °C). En una realizacién, el procedimiento
comprende ademas una etapa previa a la etapa de esterilizacién iv), o como alternativa la etapa iv'), 0 como alternativa
la etapa iv’) que comprende el acondicionamiento de la composicién; particularmente el llenado de jeringas con la
composicién de la invencion. Resulta ventajoso puesto que la composicién estéril asi obtenida después de las etapas
iv), o como alternativa la etapa iv'), o como alternativa la etapa iv’) es una composicidén inyectable estéril lista para
usar.

En una realizacién, el procedimiento comprende la etapa v), o como alternativa la etapa v'), o como alternativa la etapa
v').
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En una realizacién, la solucién alcalina de la etapa a) o como alternativa de la etapa ¢) comprende una base
seleccionada del grupo que consiste en hidréxidos de metales alcalinos o de amonio fisiolégicamente aceptables (Na,
K), hidréxidos de metales alcalinotérreos (Mg, Ca, Sr), hidréxidos de metales pesados fisiol6gicamente aceptables
(Fe, Al, Co, Cu, Se, Zn, Cr, Ni), hidréxidos de cationes de amonio cuaternario fisiologicamente aceptables,
hidrogenocarbonato de metal pesado o amonio fisiolégicamente aceptable (NH4, Fe, Al, Co, Cu, Se, Zn, Cr, Ni) y
mezclas de los mismos.

La expresién "fisiologicamente aceptable” se refiere a un material no téxico que es compatible con un sistema biolégico
tal como una célula, cultivo celular, tejido u organismo. Preferentemente, el sistema bioldgico es un organismo vivo,
tal como un mamifero, particularmente un ser humano.

En una realizacién, la solucién alcalina de la etapa a) o como alternativa de la etapa c) comprende un hidréxido de
metal alcalino o de amonio seleccionado del grupo que consiste en hidréxido de potasio (KOH), hidréxido de sodio
(NaOH), hidréxido de amonio y una mezcla de los mismos; particularmente hidréxido de sodio.

En una realizacién, la solucién alcalina de la etapa a) o como alternativa de la etapa c) comprende un hidréxido de
metal alcalinotérreo seleccionado del grupo que consiste en hidréxido de magnesio, hidréxido de calcio, hidréxido de
estroncio y una mezcla de los mismos.

En una realizacién, La solucién alcalina de la etapa a) o como alternativa de la etapa ¢) comprende un hidréxido de
metal pesado seleccionado del grupo que consiste en hidréxido de hierro, hidréxido de aluminio, hidréxido de cobalto,
hidréxido de selenio, hidréxido de estafio, hidroxido de cromo, hidréxido de niquel y una mezcla de los mismos.

En una realizacién, la solucién alcalina de la etapa a) o como alternativa de la etapa ¢) comprende hidréxidos de
amonio cuaternario de férmula HONRsR7RsRg donde cada uno de Rg, R7, Rs ¥ Rg se selecciona independientemente
del grupo que consiste en alquilo (C1-Cs), 0 como alternativa dos de Rs, Rs, R7 ¥ Ro forman un anillo de cicloalquilo
(Cs-Ce)-

En una realizacién, la solucidn alcalina de la etapa a) o como alternativa de la etapa ¢) comprende hidrogenocarbonato
de metal pesado o de amonio seleccionado del grupo que consiste en hidrogenocarbonato de hierro,
hidrogenocarbonato de aluminio, hidrogenocarbonato de cobalto, hidrogenocarbonato de cobre, hidrogenocarbonato
de selenio, hidrogenocarbonato de cinc, hidrogenocarbonato de cromo, hidrogenocarbonato de niquel,
hidrogenocarbonato de amonio y una mezcla de los mismos; particularmente hidrogenocarbonato de sodio.

En una realizacién, la solucién alcalina de la etapa a) o como alternativa de la etapa ¢) comprende de 1 a 50 por ciento
en peso de 1,3-GDE o como alternativa de 1,2-GDE. En una realizacién, la solucién alcalina de la etapa a) o como
alternativa de la etapa ¢) comprende hidréxido alcalino y comprende de 1 a 50 por ciento en peso de 1,3-GDE o como
alternativa de 1,2-GDE. En una realizacién, la solucién alcalina de la etapa a) o como alternativa de la etapa c)
comprende un hidréxido alcalino seleccionado del grupo que consiste en hidréxido de potasio (KOH), hidréxido de
sodio (NaOH) y una mezcla de los mismos y comprende de 1 a 50 por ciento en peso de 1,3-GDE o como alternativa
de 1,2-GDE. En una realizacién, la solucién alcalina de la etapa a) o como alternativa de la etapa ¢) comprende
hidréxido sodio (NaOH) y comprende de 1 a 50 por ciento en peso de 1,3-GDE o como alternativa de 1,2-GDE. El 1,3-
GDE y el 1,2-GDE han sido descritos previamente en el estado de la técnica, y estan disponibles en el mercado (cf. la
seccidén experimental).

En una realizacién, la etapa a) o como alternativa la etapa c) del procedimiento de la invencién se realiza a temperatura
ambiente. La expresién "temperatura ambiente" se refiere a una temperatura de aproximadamente 25 a 35 °C. En una
realizacién, la etapa a) o como alternativa la etapa c) del procedimiento de la invencién se realiza en presencia de un
disolvente. En una realizacién, la etapa a) o como alternativa la etapa c) del procedimiento de la invencién se realiza
en presencia de un disolvente seleccionado del grupo que consiste en agua, alquil (C1-C4)-OH, alquil (C4-C4)-CO-
alquilo (C4-Ca), alquil (C4-C4)-CO-O-alquilo (C4-C4), alquil (C1-C4)-CN y mezclas de los mismos. En una realizacién, la
etapa a) o como alternativa la etapa c) del procedimiento de la invencién se realiza en presencia de un disolvente
seleccionado del grupo que consiste en metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol, acetona, acetonitrilo, acetato de etilo
y mezclas de los mismos; particularmente el disolvente es agua.

El término "alquilo" se refiere a una cadena hidrocarbonada lineal o ramificada saturada que contiene el nimero de
atomos de carbono especificado en la descripcién o en las reivindicaciones. Los ejemplos incluyen, entre otros, el
grupo metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo y terc-butilo.

En una realizacién, la etapa b) o como alternativa la etapa d) se realiza sometiendo el 1,3-GDE o como alternativa el

1,2-GDE a una temperatura de 10 a 80 °C durante un periodo de 1 min a 30 dias durante el cual tiene lugar la
autopolimerizacién del GDE.
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En una realizacién, la etapa b) o como alternativa la etapa d) se realiza sometiendo el 1,3-GDE o como alternativa el
1,2-GDE a una temperatura en el intervalo de 50 a 80 °C durante un periodo de 1 minuto a 500 minutos. En una
realizacién, la etapa b) o como alternativa la etapa d) se realiza sometiendo el 1,3-GDE o como alternativa el 1,2-GDE
a una temperatura en el intervalo de 50 a 80 °C durante un periodo de 5 a 60 minutos.

En una realizacién, la etapa b) o como alternativa la etapa d) se realiza sometiendo el 1,3-GDE o como alternativa el
1,2-GDE a una temperatura en el intervalo de 10 a 40 °C durante un periodo de 1 a 30 dias. En una realizacion, la
etapa b) o como alternativa la etapa d) se realiza sometiendo el 1,3-GDE o como alternativa el 1,2-GDE a una
temperatura de 10 a 40 °C durante un periodo de 2 dias a 7 dias.

La composicién del primer aspecto de la invenciéon es obtenible por el procedimiento como se ha definido
anteriormente. Para los fines de la invencién las expresiones "obtenible", "obtenido/a" y expresiones equivalentes se
usan indistintamente y, en cualquier caso, la expresién "obtenible" abarca la expresién "obtenido/a". Todas las
realizaciones descritas anteriormente para el procedimiento de preparacién y también para la composicién per se

aplican también a la composicién obtenible por el procedimiento de la invencién.

También forma parte de la invencién el uso de la composicién del primer aspecto de la invencion.

La composicidén del primer aspecto de la invencién puede usarse en el campo farmacéutico. En una realizacién, la
composicién de la invencién es una composicién farmacéutica como se ha definido anteriormente para su uso en
terapia. En una realizacién, la composicién de la invencién es una composicién farmacéutica como se ha definido
anteriormente para su uso en el tratamiento de una enfermedad o afeccién que implica una deficiencia y/o deterioro
del 4cido hialurénico. En una realizacién, la composicién de la invencién es una composicién farmacéutica como se
ha definido anteriormente para su uso en el tratamiento de una enfermedad o afeccién que implica una deficiencia y/o
deterioro del acido hialurdnico seleccionada del grupo que consiste en enfermedades de las articulaciones y los huesos
tales como osteoartritis, hipovolumetrias faciales y corporales, asimetrias faciales y corporales; cicatrizaciéon de
heridas, desprendimiento de retina u otras lesiones oculares, inflamacién de tejidos y mucosas, infecciones de oido y
de los senos nasales, y para reducir el ardor, el picor y el dolor que se producen con el adelgazamiento de los tejidos
y las mucosas.

Este aspecto también podria formularse como el uso de la composicién farmacéutica del primer aspecto de la invencién
como se ha definido anteriormente para la preparacién de un medicamento. También se refiere a un método para el
tratamiento de un mamifero que padece o es susceptible de padecer una enfermedad o afecciéon que implique una
deficiencia y/o deterioro del &cido hialurénico, tal como los mencionados anteriormente. Este aspecto también se
podria formular como el uso de la composicién farmacéutica de la invencidn para la preparacién de un medicamento
para el tratamiento de una enfermedad o afeccién que implique una deficiencia y/o deterioro del acido hialurdnico, tal
como los mencionados anteriormente.

La composicién del primer aspecto de la invencién puede usarse en el campo cosmético. En una realizacién, la
composicién de la invencién es una composicién cosmética como se ha definido anteriormente Util como agente para
el cuidado de la piel. La expresién "agente para el cuidado de la piel" abarca un agente capaz de mejorar al menos
uno de los siguientes sintomas: aspereza, descamacién, deshidratacién, tirantez, agrietamiento y falta de elasticidad.
En una realizacién, la composicién de la invencién es una composicién cosmética como se ha definido anteriormente
util como relleno dérmico (también conocido como agente de aumento de tejidos blandos) como agente para el cuidado
de la piel.

También forma parte de la invencién, el uso de una composicién del primer aspecto de la invencién como portador.
En una realizacién, la composicién del primer aspecto de la invencién es un sistema de liberacién de farmacos;
particularmente como un sistema de liberaciébn de principios activos farmacéuticos, agentes de diagnéstico,
compuestos cosméticos, péptidos, proteinas, anticuerpos, vacunas, polinucleétidos, vitaminas, antioxidantes y genes.
A lo largo de la descripcidn y las reivindicaciones, la palabra "comprende" y variaciones de la misma, no pretenden
excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o etapas. Ademas, la palabra "comprende" abarca el caso
de "que consiste en". Objetos adicionales, ventajas y caracteristicas de la invencidn seran evidentes para los expertos
en la materia tras examinar la descripcién o pueden aprenderse poniendo en préctica la invencién. Los siguientes
ejemplos se proporcionan a modo de ilustracidén y no pretenden ser limitantes de la presente invencién.

Ejemplos

Lista de abreviaturas

AH: &cido hialurdnico

GAG: glicosaminoglicano

G.R.: grado de reticulacién
GlcA: acido D-glucurénico
GlcNAc: N-acetil D-glucosamina
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MEC: matriz extracelular

HYAL: enzima hialuronidasa

Al: artritis inflamatoria

BDDE: 1,4-butano diol diglicidil éter

GDE: 1,3-glicerol diglicidil éter

PPE: poliglicerol diglicidil éter

FDA: Administracién de Alimentos y Medicamentos de EE.UU.
EEW: Peso equivalente de epoxi

GC/MS: Cromatografia de gases acoplada con detector de masas
SEC/UV/MS: Cromatografia de exclusidén por tamafios acoplada con detector ultravioleta y de masas
UV-Vis: Espectroscopia ultravioleta y visible

PBS: solucién de tampén fosfato

RIP: redes interpenetrantes

Mw: peso molecular promedio en peso;

Mn: peso molecular promedio en numero;

AL: Anestésico local;

Gly: Glicerol

Man: Manitol

LIDO: clorhidrato de lidocaina;

ARTI: clorhidrato de articaina;

MEPI: clorhidrato de mepivacaina.

Materiales

Hialuronato de sodio ultrapuro SHYALT (acido hialurénico) de Altergon Italy.

1,3-Bis(2-oxiranilmetoxi)-2-propanol que también se conoce con los siguientes nombres, nombres comerciales,
sinénimos y abreviaturas:1,3-Bis(oxiran-2-ilmetoxi) propan-2-ol; 2-propanol, 1,3-bis(oxiranilmetoxi); glicerol 1,3-
diglicidil éter; Denacol EX-313, MW=204 Da, EEW=141 g/eq de Nagase Chemtex; 1,3-glicerol diglicidil éter, MW=204
Da de Merck; y 1,3-GDE tiene la siguiente estructura:

’>/\O OH

O
1,3-GDE O

O

2,3-Bis(2-oxiranilmetoxi)-1-propanol que también se conoce con los siguientes nombres, nombres comerciales,
sinénimos y abreviaturas 2,3-Bis(oxiran-2-ilmetoxi) propan-1-ol: 1-propanol, 1,2-bis(oxiranilmetoxi); glicerol 1,2-
diglicidil éter; 1,2-glicerol diglicidil éter, M\W=204 Da de Merck; y 1,2-GDE tiene la siguiente estructura:

(’)>/\O/Y\OH

1,2-GDE

0

Las mezclas de 1,3-GDE y 1,2-GDE también estan disponibles en el mercado con los siguientes nombres de marca
registrada: Denacol EX-314, MW=260 Da, EEW=144 g/eq de Nagase Chemtex.

Los siguientes compuestos se adquirieron en Merck: butanodiol diglicidil éter (BDDE), MW=202 Da; pellets de
hidréxido de sodio (NaOH); &cido clorhidrico al 37 % (HCI); polvo de cloruro de sodio (NaCl); polvo de cloruro de
potasio (KClI); acido fosférico al 85 % (H3PO4); pellets de solucién salina tamponada con fosfato (PBS); agua destilada
(H20); glicerol; manitol; clorhidrato de lidocaina (LIDO); clorhidrato de articaina (ARTI); clorhidrato de mepivacaina
(MEPI).

Métodos analiticos

El método cuantitativo para la determinacién de la fraccién neutra y la cantidad total de anestésicos locales se evalud
mediante un espectrofotémetro UV-Vis. El método cuantitativo para la medicién de los compuestos semivolatiles se
evalué mediante un instrumento cromatogréfico GC/MS para la fraccién neutra de los anestésicos locales. LC se
refiere a métodos que implican una técnica de cromatografia liquida, que histéricamente se denominan con diferentes
acrénimos como cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), cromatografia de permeaciéon en gel (GPC),
cromatografia de exclusién por tamafios (CET), etc., dependiendo de las columnas usadas o de la naturaleza quimica
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de la fase mévil (acuosa u orgéanica). La Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) prefiere usar el
término SEC para los experimentos de este tipo. La combinacién de diferentes detectores, tales como ultravioleta
(UV), UV-visible (UV-vis), masas (MS), indice de refraccidn (IR), dispersién de luz (LS), etc. acoplados a la columna
son también posibles, dependiendo de la naturaleza quimica del analito a detectar y cuantificar. Se evalu6 el método
cuantitativo para la medicién de los compuestos no volatiles mediante cromatografia de exclusién por tamafios
acoplada a un instrumento cromatogréfico SEC/UV/MS con detector de masas y UV-visible para la cantidad total de
anestésicos locales. El método cuantitativo para la medicién del peso molecular promedio en peso (Mw), El peso
molecular promedio en peso (Mn) y la polidispersidad (Mw/Mn) se evalué mediante cromatografia de exclusién por
tamafios acoplada con detector con dispersién de luz SEC/LS. El método cuantitativo para la medicién del peso
equivalente del epoxi (EEW) se evalué mediante valoracién asistida por ultrasonidos. El método cuantitativo para la
medicién del pH se calculd mediante la lectura directa de un medidor de pH equipado con un electrodo sumergido
directamente en el hidrogel. El método cuantitativo para la medicién de la osmolalidad se calculé6 mediante la lectura
directa del osmémetro equipado con la sonda directamente sumergida en el hidrogel.

En resumen, se ha usado la nomenclatura de la Unidén Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) para
identificar el método de medicién por cromatografia liquida. Por lo tanto, para el fin de la presente invencién, las
expresiones cromatografia liquida (LC), cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), cromatografia de
permeacién en gel (GPC), cromatografia de exclusidén por tamafios (SEC) se consideran equivalentes y se han referido
todas ellas como cromatografia de exclusién por tamafios (SEC) para su aclaracion.

1. Conjugado de anestésico local y acido hialurénico reticulado con poliglicerol poliglicidil éter (PPE)
1.1. Poliglicerol poliglicidil éter (PPE)
1.1. Uso de 1,3-GDE como material de partida

Los procesos de preparacion mencionados a continuacién también pueden realizarse usando el Denacol® EX-313
disponible en el mercado en Nagase como fuente de 1,3-GDE. No obstante, estos procesos también pueden realizarse
usando el 1,3-glicerol diglicidil éter disponible en el mercado por Merck o con la nombre comercial Denacol® EX-314,
que es una mezcla que contiene 1,3-GDE en lugar de Denacol® EX-313.

1.1.1. Procedimiento de preparacién de PPEs

Los pellets de hidréoxido de sodio (NaOH) se disolvieron en agua para formar una solucién alcalina que contenia un 4
por ciento de NaOH (1 M) en peso en funcién del peso total de la solucién (Solucién A).

El 1,3-GDE (Denacol® EX-313) se disolvié a temperatura ambiente en una porcién de la solucién A para formar una
solucién alcalina que contenia del 1 al 50 por ciento de 1,3-GDE en peso en funcidén del peso total de la solucién
(Solucién C1).

La solucién C1 se dejé entonces reaccionar a temperatura controlada en el intervalo entre 10 y 80 °C durante un
periodo comprendido de 1 min a 30 dias durante el cual tuvo lugar la autopolimerizacion del 1,3-GDE dando poliglicerol
poliglicidil éteres descritos en la Tabla 1 (Ejemplos 1-5).

1.1.2. Caracterizacion de los PPEs

El peso molecular promedio en peso (Mw) y el contenido en epoxi de los PPE obtenidos, medido como peso
equivalente de epoxi, expresado como porcentaje de EEW del GDE de partida, de los EPP obtenidos tras el
procedimiento definido anteriormente se controlé analiticamente a lo largo del tiempo usando, respectivamente, un
instrumento de GPC equipado con un detector de dispersién de luz y una valoracién cuantitativa con HCl como se ha
descrito anteriormente. Antes de cada anélisis, la reacciéon de autopolimerizacién del GDE se detuvo mediante la
adicién de una solucién de acido clorhidrico 1 M y PBS para neutralizar el catalizador alcalino y restaurar el pH de la
solucién de poliglicerol poliglicidil éter a 7,0.

Los valores del peso molecular promedio (MW) y del EEW del poliglicerol poliglicidil éter (PPE) obtenido para cada
combinacién de temperatura y tiempo se presentan en la tabla 1.

Tabla 1

Numero de PPE | [1,3-GDE] [NaOH] Temp. | Tiempo | MW promedio | PPE Epéxidos
(% p/p) (mol/l) (°C) (min) de PPE (g/mol) | EEW (g/eq) (meqg/g)

PPE 1 10,00 1,00 20 3 3736 581 1,720

PPE 2 10,00 1,00 30 1 2449 408 2,450

PPE 3 10,00 1,00 30 0,5 937 234 4,268

PPE 4 10,00 0,50 20 1 684 155 6,556

PPE § 10,00 0 20 3 204 102 9,780
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1.2. Conjugado de anestésico local con acido hialurénico reticulado con PPE

1.2.1. Conjugado no esterilizado

1.2.1.1. Procedimiento de preparacién

1.2.1.1.1. Procedimiento de preparacién del acido hialurénico reticulado con PPE

Los &cidos hialurénicos reticulados con PPE se prepararon siguiendo el procedimiento que se define a continuacién:

Etapa A. Preparacién del PPE 1-5 siguiendo el procedimiento descrito anteriormente.
Etapa B: Preparacién del acido hialurénico reticulado

Alternativa B1: El polvo seco de acido hialurénico (AH) se disolvid paulatinamente a temperatura ambiente (25 °C) en
una porcién de la solucién A (o se afiadié directamente a la solucién C3) para formar una solucién alcalina que contenia
del 5 al 15 por ciento de AH hidratado en peso en funcién del peso total de la solucién (solucién B).

La solucién C3 se afiade entonces a la solucién B para proporcionar una solucién alcalina con una concentracién de
hidréxido en la solucién final en el intervalo de 0,25 y 0,75 M y con una relacién de AH y PPE del 2 al 12,5 % en peso
(expresada como relacién en peso de PPE respecto al polisacérido seco).

Alternativa B2: La solucién C3 se afiade entonces a la solucién B para proporcionar una solucién alcalina con una
concentracién de hidréxido en la solucién final en el intervalo de 0,25 y 0,75 M, una concentracién de AH en la solucién
final en el intervalo del 8 al 10 % en peso en relacién con el peso total, y una concentraciéon de PPE en la solucién final
en el intervalo del 0,2 al 1 % en peso en relacién con el peso total. La relacién expresada como relacién en peso del
PPE al polisacarido seco es del 2 al 40 % en peso expresada como relacién en peso del PPE al polisacéarido seco.

La solucidén alcalina resultante, que consiste en é&cido hialurénico (AH), PPE y NaOH se mezcla luego a fondo a
temperatura ambiente. A continuacién, la solucién homogénea se deja reaccionar a una temperatura controlada en el
intervalo entre 20 y 50 °C durante un periodo comprendido de 1 a 48 horas.

Etapa C: Purificacién y aislamiento del polisacarido reticulado

El acido hialurénico reticulado con PPE (hidrogel) se lavé a continuacién con una solucién acuosa é&cida (4cido
clorhidrico 1 M y PBS) para eliminar los materiales sin reaccionar y los subproductos, para neutralizar el catalizador
alcalino y restaurar el pH del acido hialurénico reticulado con PPE (hidrogel) a 6,5-7,4 por intercambio iénico y para
alcanzar la concentracién final deseada de AH en el hidrogel de &cido hialurénico reticulado con PPE de 1 a 50 mg/ml,
como se muestra en las Tablas siguientes.

En puntos de regulacién fijos (es decir, a las 12, 24, 36 y 48 horas), se extrajo una porcién (1 gramo) del hidrogel y se
analizé usando las mismas técnicas usadas para la determinacién de los parametros de los productos finales que se
presentan en las tablas 2-15 siguientes. En particular, la concentracién de poligliceroles libres en el AH reticulado con
PPE expresada en mg/ml, y su estructura quimica se evaluaron mediante SEC/UV/MS.

1.2.1.1.2. Adicién del anestésico local al acido hialurénico reticulado con PPE

Los uno 0 més agentes anestésicos locales como polvo seco de sal de clorhidrato se disolvieron paulatinamente a
temperatura ambiente (25 °C) en una porciéon de solucién salina tamponada con fosfato para formar una solucién
anestésica local que contiene del 1 al 20 por ciento de anestésico local en peso en funcidn del peso total de la solucién
que tiene un pH fisioldgico aceptable (solucién D).

La solucidén D se afiade luego y se mezcla con el hidrogel de acido hialurénico reticulado con PPE lavado obtenido en
la seccién anterior para alcanzar la concentracién final deseada de AH y anestésico local (AL) en el hidrogel de &cido
hialurénico reticulado con PPE, respectivamente, de 1 a 50 mg/ml para el AH y de 0,1 a 10 mg/ml para el anestésico
local.

El 4cido hialurénico reticulado con PPE (hidrogel) que contiene el anestésico local puede deshidratarse opcionalmente
al vacio a 30 °C o liofilizarse (congelarse en seco) y almacenarse para su posterior uso o analisis.
1.2.2. Conjugado esterilizado

1.2.2.1. Procedimiento de preparacién

El 4cido hialurénico reticulado con PPE (hidrogel) obtenido en la seccién anterior, que contenia el anestésico local, se
cargd en jeringas y se esterilizé con vapor en autoclave siguiendo los procedimientos aceptados por la farmacopea
que figuran en la norma EN I1SO 17665-1, Esterilizacién de productos sanitarios - Calor hUmedo - Parte 1: requisitos
para el desarrollo, validacién y control rutinario de un procedimiento de esterilizacién para dispositivos médicos (por
ejemplo, 15 min a 121 °C).
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al vacio a 30 °C o liofilizarse (congelarse en seco) y almacenarse para su posterior uso o analisis.

1.2.2.2. Caracterizacién del acido hialurénico reticulado con PPE Ej. 1-70

La composicién quimica de los conjugados esterilizados y no esterilizados de acido hialurdnico reticulado con PPE y
anestésico local (lidocaina, mepivacaina y articaina) (como se ha preparado anteriormente), se muestra en las Tablas

2-7.
10 Tabla 2
Ej. | Conjugado NO ESTERILIZADO que contiene AH reticulado con PPE y LIDOCAINA
Conc. AH® | Reticulante | G.R. Conc. PG libre pH | Conc. | % de B@ | pKa®
(%) PG libre® | Intervalo de MW ALC
1 25 PPE 1 0,2003 2,126 1129+3129 7.4 3 59,03 7,24
2 25 PPE 2 0,2657 0,650 6111944 7.4 3 50,91 7,38
3 25 PPE 3 0,3419 0,374 314+1129 7,4 3 44,29 7,50
4 15 PPE 4 0,1607 0,217 314+1129 7.4 3 43,09 7,52
5 25 PPE 4 0,3512 0,343 314+1129 7.4 3 37,23 7,63
6 15 PPE 5 0,1636 0,193 314+1129 7,4 3 46,40 7,46
7 25 PPE 5 0,3555 0,323 314+1129 7.4 3 44,52 7,50
8 25 PPE 5 0,3576 0,341 314+1129 7,0 3 16,80 7,69
9 15 PPE 3 0,1575 0,225 314+1129 7.4 3 38,73 7,60
10 20 PPE 3 0,2431 0,306 314+1129 7.4 3 40,77 7,56
11 30 PPE 3 0,4369 0,409 314+1129 7,4 3 44,61 7,49
12 25 PPE 3 0,3461 0,374 314+1129 7.4 1 4529 7,48
13 25 PPE 3 0,3398 0,374 314+1129 7.4 9 41,40 7,55
14 25 PPE 3 0,3400 0,374 314+1129 7,2 3 30,02 7,57
15 25 PPE 3 0,3453 0,374 314+1129 7,0 3 19,83 7,61
Tabla 3
Ej. | Conjugado ESTERILIZADO que contiene AH reticulado con PPE y LIDOCAINA
Conc. AH® | Reticulante | G.R. Conc. PG libre pH | Conc. | % de B@ | pKa®
(%) PG libre® | Intervalo de MW ALC
16 25 PPE 1 0,1624 2,497 1129+2310 7.4 3 62,41 7,18
17 25 PPE 2 0,2163 0,774 611+1629 7.4 3 54,44 7,32
18 25 PPE 3 0,2779 0,452 314+759 7,4 3 48,70 7,44
19 15 PPE 4 0,1337 0,266 314+759 7.4 3 46,58 7,46
20 25 PPE 4 0,2850 0,426 314+759 7.4 3 40,59 7,57
21 15 PPE 5 0,1357 0,243 314+759 7.4 3 49,93 7,40
22 25 PPE 5 0,2882 0,412 314+759 7.4 3 48,04 7,43
23 25 PPE 5 0,2904 0,412 314+759 7,0 3 18,87 7,63
24 15 PPE 3 0,1317 0,276 314+759 7.4 3 42,13 7,54
25 20 PPE 3 0,1984 0,380 314+759 7.4 3 44 22 7,50
26 30 PPE 3 0,3606 0,515 314+759 7.4 3 48,13 7,43
27 25 PPE 3 0,2701 0,452 314+759 7.4 1 48,81 7,42
28 25 PPE 3 0,2856 0,452 314+759 7.4 9 35,58 7,66
29 25 PPE 3 0,2701 0,452 314+759 7,2 3 33,07 7,51
30 25 PPE 3 0,2856 0,452 314+759 7,0 3 2217 7,55
15 Tabla 4
Ej. | Conjugado NO ESTERILIZADO que contiene AH reticulado con PPE y MEPIVACAINA
Conc. AH® | Reticulante | G.R. Conc. PG libre pH | Conc. | % de B@ | pKa®
(%) PG libre® | Intervalo de MW ALC
31 25 PPE 1 0,2003 2,126 1129+3129 7.4 3 60,56 7,21
32 25 PPE 2 0,2657 0,650 6111944 7.4 3 52,74 7,35
33 25 PPE 3 0,3419 0,374 314+1129 7.4 3 49,41 7,41
34 15 PPE 3 0,1575 0,225 314+1129 7.4 3 41,71 7,55
35 20 PPE 3 0,2431 0,306 314+1129 7.4 3 41,82 7,54
36 30 PPE 3 0,4369 0,409 314+1129 7.4 3 47 51 7,44
37 25 PPE 3 0,3461 0,374 314+1129 7.4 1 49 47 7,41
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Ej. | Conjugado NO ESTERILIZADO que contiene AH reticulado con PPE y MEPIVACAINA
Conc. AH® | Reticulante | G.R. Conc. PG libre pH | Conc. | % de B@ | pKa®
(%) PG libre® | Intervalo de MW ALC
38 25 PPE 3 0,3398 0,374 314+1129 7,4 9 44,51 7,50
39 25 PPE 3 0,3400 0,374 314+1129 7,2 3 33,83 7,49
40 25 PPE 3 0,3453 0,374 314+1129 7,0 3 22,38 7,54
Tabla 5
Ej. | Conjugado ESTERILIZADO que contiene AH reticulado con PPE y MEPIVACAINA
Conc. AH® | Reticulante | G.R. Conc. PG libre pH | Conc. | % de B@ | pKa®
(%) PG libre® | Intervalo de MW ALC
41 25 PPE 1 0,1627 2,497 1129+2310 7,4 3 64,74 7,14
42 25 PPE 2 0,21863 0,774 611+1629 7,4 3 57,17 7,27
43 25 PPE 3 0,2779 0,452 314759 7,4 3 53,88 7,33
44 15 PPE 3 0,1317 0,276 314759 7,4 3 46,11 7,47
45 20 PPE 3 0,1984 0,380 314+759 7,4 3 46,23 7,47
46 30 PPE 3 0,3606 0,515 314759 7,4 3 51,98 7,37
47 25 PPE 3 0,2701 0,452 314759 7,4 1 53,94 7,33
48 25 PPE 3 0,2856 0,452 314759 7,4 9 48,96 7,42
49 25 PPE 3 0,2701 0,452 314759 7,2 3 37,95 7,41
50 25 PPE 3 0,2856 0,452 314+759 7,0 3 25,65 7,46
Tabla 6
Ej. | Conjugado NO ESTERILIZADO que contiene AH reticulado con PPE y ARTICAINA
Conc. AH® | Reticulante | G.R. Conc. PG libre pH | Conc. | % de B@ | pKa®
(%) PG libre® | Intervalo de MW ALC
51 25 PPE 1 0,2003 2,126 1129+3129 7,4 3 67,81 7,08
52 25 PPE 2 0,2657 0,650 611+-1944 7,4 3 64,43 7,14
53 25 PPE 3 0,3419 0,374 314+1129 7,4 3 56,79 7,28
54 15 PPE 3 0,1575 0,225 314+1129 7,4 3 53,74 7,33
55 20 PPE 3 0,2431 0,308 314+1129 7,4 3 56,85 7,28
56 30 PPE 3 0,4369 0,409 314+1129 7,4 3 60,23 7,22
57 25 PPE 3 0,3461 0,374 314+1129 7,4 1 61,28 7,20
58 25 PPE 3 0,3398 0,374 314+1129 7,4 9 56,57 7,29
59 25 PPE 3 0,3400 0,374 314+1129 7,2 3 40,94 7,36
60 25 PPE 3 0,3453 0,374 314+1129 7,0 3 28,18 7,41
5
Tabla7
Ej. Conjugado ESTERILIZADO que contiene AH reticulado con PPE y ARTICAINA
Conc. Reticulante | G.R. Conc. PG libre pH Conc. % de | pKaS
AH® (%) PG libre® | Intervalo de ALE B@
MW
61 25 PPE 1 0,1624 2,497 1129+2310 7,4 3 70,07 7,03
62 25 PPE 2 0,21863 0,774 611+1629 7,4 3 66,81 7,10
63 25 PPE 3 0,2779 0,452 314759 7,4 3 59,36 7,24
64 15 PPE 3 0,1317 0,276 314759 7,4 3 56,36 7,29
65 20 PPE 3 0,1984 0,380 314759 7,4 3 59,42 7,23
66 30 PPE 3 0,3606 0,515 314759 7,4 3 62,73 7,17
67 25 PPE 3 0,2701 0,452 314759 7,4 1 63,75 7,15
68 25 PPE 3 0,2856 0,452 314759 7,4 9 59,14 7,24
69 25 PPE 3 0,2701 0,452 314759 7,2 3 43,51 7,31
70 25 PPE 3 0,2856 0,452 314+759 7,0 3 30,65 7,35

(a) Concentracién de AH en el conjugado de AH reticulado con PPE expresada como mg/ml.

(b) Concentracion de poligliceroles libres en el AH reticulado con PPE expresada en mg/ml, y su estructura quimica
10 se evaluaron mediante SEC/UV/MS.

(c) Concentracién de AL (anestésico local) en el AH reticulado con PPE expresada en mg/ml, evaluada por GC/MS y

por SEC/UV/MS.

(d) se calculé el porcentaje de la forma neutra B del anestésico local (determinado mediante GC/MS) sobre la cantidad

total de anestésico local B+BH" (determinado mediante SEC/UV/MS) en el conjugado que contenia AH reticulado con
15 PPE y anestésico local, tanto para el no esterilizado como para el esterilizado durante 15 min a 121 °C.
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En resumen, el conjugado de AH reticulado con PPE de la presente invencién se obtuvo usando el PPE a diferentes
MW y EEW como se presenta en la tabla 1. El conjugado de AH reticulado con PPE varié de 15 a 30 mg/ml de
concentracién de acido hialurénico reticulado, lo que significa mostrar diferentes grados de reticulacién descritos en
las tablas correspondientes anteriores. Como se ha mencionado anteriormente, el conjugado de AH reticulado con
PPE contiene poligliceroles cuyo MW y concentracién se midieron por SEC/UV/MS. Ademas, el conjugado de AH
reticulado con PPE de la presente invencién contiene un porcentaje de la forma neutra B del anestésico local muy
superior al valor termodinamico predicho a partir de la ecuacién de Henderson-Hasselbalch, p. ej., a pH 7,4. Por lo
tanto, el pKa® calculado experimentalmente para el anestésico local a un valor fijo de pH calculado mediante la
ecuacion de Henderson-Hasselbalch, usando las concentraciones experimentales de B y BH* es muy inferior al pKa
termodinamico.

Los datos experimentales del % de B en comparacién con el % de B predicho se resumen en la siguiente tabla:

Conjugado de 4cido hialurénico reticulado con PPE y anestésico local
Anestésico Forma de B (%) en peso pKa
local Calculado Valor predicho® pKa® pKa'
experimentalmente
lidocaina 37,23-62,41 24,03 7,18-7,69 7,9
mepivacaina 41,71-64,74 28,47 7,14-7 55 7,8
articaina 53,74-70,07 38,69 7,03-7,41 7,6

(a) Valor predicho a partir de la ecuacién de Henderson-Hasselbalch, p. ej., a pH 7,4.
pKas® corresponde al pKa aparente calculado experimentalmente.
pKaT corresponde al pKa termodinamico

Para todos los anestésicos locales explorados, pero sin limitaciones en su estructura quimica, inesperadamente la
forma neutra biodisponible B en el hidrogel de &cido hialurénico reticulado con PPE, muestran un porcentaje muy
superior al predicho, debido a la estabilizacién de esta forma por varios factores. De hecho, como se muestra en los
datos experimentales anteriores en el presente documento (cf. Tablas 2-7), el valor pKa termodinamico (calculado a
partir de la relaciéon B/BH+) disminuye del 2,5 % al 10 % de su valor predicho. En otras palabras, para cada anestésico
local contenido en el hidrogel de la presente invencidn, su pKa experimental es del 2,5 % al 10 % mas bajo que el pKa
termodindmico predicho respectivamente. Desde el punto de vista de la forma neutra biodisponible del agente
anestésico local, la forma B aumenta del 40 % al 160 % de su valor conocido en el estado de la técnica (valor de pKa
termodinamico predicho).

Por lo tanto, sin quedar ligados a teoria alguna, parece que la estabilizacién de la forma neutra B aparece
correlacionada con el caracter anfifilico del PPE hiperramificado usado como reticulante, su peso moleculary el grado
de reticulacién, la concentracién y el peso molecular de los poligliceroles libres derivados de la hidrélisis natural en
una relacién compleja debido al efecto sinérgico entre estos factores.

2.1.3. Conjugado comparativo de anestésico local con acido hialurénico reticulado con BDDE (Ej. comparativo
71-150)

Los conjugados comparativos de acido hialurénico reticulado con BDDE y anestésico local son los preparados a partir
de BDDE en lugar de PPE y la adicién adicional de glicerol o manitol al conjugado asi obtenido.

2.1.3.1. Procedimiento de preparacién

Los pellets de hidréoxido de sodio (NaOH) se disolvieron en agua para formar una solucién alcalina que contenia un 4
por ciento de NaOH (1 M) en peso en funcidn del peso total de la solucidén (Solucién A). El acido hialurénico se disolvid
paulatinamente a temperatura ambiente (25 °C) en una porcién de la solucién A para formar una solucién alcalina que
contenia del 5 al 15 por ciento de AH hidratado en peso en funcién del peso total de la solucién (Solucién B).

ElI BDDE se disolvié a temperatura ambiente en agua destilada para formar una solucién neutra que contenia del 0,2
al 2 por ciento de BDDE en peso en funcién del peso total de la solucién (Solucién C1). Opcionalmente, el BDDE se
disolvi6é a temperatura ambiente en una porcién de la solucién A para formar una solucién alcalina que contenia del 1
al 10 por ciento de BDDE en peso en funcién del peso total de la solucién (Solucién C2). La solucién C (neutra C1 o
alcalina C2) se afiade entonces a la solucién B para proporcionar una solucién alcalina con una concentracién de
hidréxido en la solucién final en el intervalo de 0,25 y 0,75 M con la relacién deseada de AH y BDDE. La solucién
alcalina resultante, que consiste en AH, BDDE y NaOH se mezcla luego a fondo a temperatura ambiente. A
continuacioén, la solucibn homogénea se deja reaccionar a una temperatura controlada en el intervalo entre 20 y 50 °C
durante un periodo comprendido de 30 min a 48 horas.
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El 4cido hialurénico reticulado con BDDE comparativo (hidrogel) se lavé a continuacién con una solucién acuosa acida
(&cido clorhidrico 1 M y PBS) de 48 a 120 horas para eliminar los materiales sin reaccionar y los subproductos, para
neutralizar el catalizador alcalino y restaurar el pH del hidrogel a 6,5-7,4 por intercambio ibénico y para alcanzar la
concentracién de AH en el acido hialurénico reticulado con BDDE comparativo (hidrogel) de 1 a 50 mg/ml. Al acido
hialurénico reticulado con BDDE comparativo lavado asi obtenido, el glicerol o, como alternativa, el manitol se afiadié
directamente al hidrogel lavado.

Los uno 0 més agentes anestésicos locales como polvo seco de sal de clorhidrato se disolvieron paulatinamente a
temperatura ambiente (25 °C) en una porciéon de solucién salina tamponada con fosfato para formar una solucién
anestésica local que contiene del 1 al 20 por ciento de anestésico local en peso en funcidn del peso total de la solucién
que tiene un pH fisiolégico aceptable (solucién D). La solucién D se afiade luego y se mezcla al hidrogel de acido
hialurénico reticulado con BDDE lavado que contiene ademés el glicerol o el manitol obtenidos en la seccién anterior
para alcanzar la concentracién final deseada de AH (de 1 a 50 mg/ml), para el glicerol o el manitol (de 1 a 50 mg/ml)
y el anestésico local (AL) (de 0,1 a 10 mg/ml)

El 4cido hialurénico reticulado con BDDE comparativo (hidrogel) que contenia el glicerol o manitol libres y el anestésico
local se carg6 en jeringas y se esterilizé con vapor en autoclave siguiendo los procedimientos aceptados por la
farmacopea que figuran en la norma EN ISO 17665-1, Esterilizacién de productos sanitarios - Calor himedo - Parte
1: requisitos para el desarrollo, validaciéon y control rutinario de un procedimiento de esterilizacién para productos
sanitarios (por ejemplo, 15 min a 121 °C).

El 4cido hialurdnico reticulado con BDDE comparativo (hidrogel) que contiene el glicerol o manitol libres y el anestésico
local podria deshidratarse opcionalmente al vacio a 30 °C o liofilizarse (congelarse en seco) y almacenarse para su
posterior uso o analisis.

2.1.3.2. Caracterizacion del conjugado comparativo de acido hialurénico reticulado con BDDE, anestésico
local y glicerol o manitol libres

La composiciéon quimica del conjugado comparativo de 4cido hialurénico reticulado con BDDE que contiene anestésico
local se describe en las Tablas 8-15.

Tabla 8
Ej. Conjugado comparativo NO ESTERILIZADO
comp. AH reticulado con BDDE que contiene GLICEROL y LIDOCAINA
Conc. Reticulante | G.R. Conc. Gly libre pH Conc. | % de | pKaS
AH® (%) Gly libre® | Intervalo de MW ALC) | B
71 25 BDDE 0,3419 25 74+166 7,4 3 23,82 | 7,90
72 25 BDDE 0,3419 5 74+166 7,4 3 23,81 | 7,91
73 15 BDDE 0,2008 0,5 74+166 7,4 3 23,69 | 7,91
74 20 BDDE 0,2655 0,5 74+166 7,4 3 23,54 | 7,91
75 25 BDDE 0,3419 0,5 74+166 7,4 3 24,09 | 7,90
76 30 BDDE 0,4522 0,5 74+166 7,4 3 24,47 | 7,89
77 25 BDDE 0,2374 0,5 74+166 7,4 1 25,06 | 7,88
78 25 BDDE 0,3389 0,5 74+166 7,4 9 21,90 | 7,95
79 25 BDDE 0,3389 0,5 74+166 7,2 3 16,33 | 7,91
80 25 BDDE 0,3389 0,5 74+166 7,0 3 11,21 | 7,90
Tabla 9
Ej. Conjugado comparativo ESTERILIZADO
comp. AH reticulado con BDDE que contiene GLICEROL y LIDOCAINA
Conc. Reticulante | G.R. Conc. Gly libre pH | Conc. | % de | pKaS
AH® (%) Gly libre® | Intervalo de MW ALC) | B
81 25 BDDE 0,2786 25 74+166 7,4 3 24,12 | 7,90
82 25 BDDE 0,2786 5 74+166 7,4 3 24,26 | 7,90
83 15 BDDE 0,1615 0,5 74+166 7,4 3 24,02 | 7,90
84 20 BDDE 0,2155 0,5 74+166 7,4 3 24,22 | 7,90
85 25 BDDE 0,2786 0,5 74+166 7,4 3 24,06 | 7,90
86 30 BDDE 0,3724 0,5 74+166 7,4 3 24,53 | 7,89
87 25 BDDE 0,1989 0,5 74+166 7,4 1 2528 | 7,87
88 25 BDDE 0,2701 0,5 74+166 7,4 9 22,18 | 7,95
89 25 BDDE 0,2701 0,5 74+166 7,2 3 16,28 | 7,91
90 25 BDDE 0,2701 0,5 74+166 7,0 3 11,03 | 7,91
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Tabla 10
Ej. Conjugado comparativo NO ESTERILIZADO
comp. | AH reticulado con BDDE que contiene GLICEROL y MEPIVACAINA
Conc. | Reticulante | G.R. Conc. Gly libre pH | Conc. | % deB | pKaS
AH® (%) Gly libre® | Intervalo de MW ALC
91 25 BDDE 0,3419 25 74+166 7,4 3 28,42 7,80
92 25 BDDE 0,3419 5 74+166 7,4 3 27,34 7,82
93 15 BDDE 0,2008 0,5 74+166 7,4 3 28,18 7,81
94 20 BDDE 0,2655 0,5 74+166 7,4 3 27,65 7,82
95 25 BDDE 0,3419 0,5 74+166 7,4 3 28,48 7,80
96 30 BDDE 0,4522 0,5 74+166 7,4 3 28,46 7,80
97 25 BDDE 0,2374 0,5 74+166 7,4 1 29,41 7,78
98 25 BDDE 0,3389 0,5 74+166 7,4 9 26,89 7,83
99 25 BDDE 0,3389 0,5 74+166 7,2 3 19,94 7,80
100 25 BDDE 0,3389 0,5 74+166 7,0 3 13,28 7,81
Tabla 11
Ej. Conjugado comparativo ESTERILIZADO
comp. | AH reticulado con BDDE que contiene GLICEROL y MEPIVACAINA
Conc. | Reticulante | G.R. Conc. Gly libre pH | Conc. | % deB | pKaS
AH® (%) Gly libre® | Intervalo de MW ALC
101 25 BDDE 0,2786 25 74+166 7,4 3 28,76 7,79
102 25 BDDE 0,2786 5 74+166 7,4 3 27,83 7,81
103 15 BDDE 0,1615 0,5 74+166 7,4 3 28,55 7,80
104 20 BDDE 0,2155 0,5 74+166 7,4 3 28,41 7,80
105 25 BDDE 0,2786 0,5 74+166 7,4 3 28,45 7,80
106 30 BDDE 0,3724 0,5 74+166 7,4 3 28,53 7,80
107 25 BDDE 0,1989 0,5 74+166 7,4 1 29,65 7,78
108 25 BDDE 0,2701 0,5 74+166 7,4 9 27,22 7,83
109 25 BDDE 0,2701 0,5 74+166 7,2 3 19,89 7,81
110 25 BDDE 0,2701 0,5 74+166 7,0 3 13,07 7,82
Tabla 12
Ej. Conjugado comparativo NO ESTERILIZADO
comp. | AH reticulado con BDDE que contiene GLICEROL y ARTICAINA
Conc. | Reticulante | G.R. Conc. Gly libre pH | Conc. | % de | pKa®
AH® (%) Gly libre® | Intervalo de MW ALC) | B
111 25 BDDE 0,3419 25 74+166 7,4 3 37,94 7,61
112 25 BDDE 0,3419 5 74+166 7,4 3 38,43 7,60
113 15 BDDE 0,2008 0,5 74+166 7,4 3 38,02 7,61
114 20 BDDE 0,2655 0,5 74+166 7,4 3 37,62 7,62
115 25 BDDE 0,3419 0,5 74+166 7,4 3 38,68 7,60
116 30 BDDE 0,4522 0,5 74+166 7,4 3 38,60 7,60
117 25 BDDE 0,2374 0,5 74+166 7,4 1 38,42 7,60
118 25 BDDE 0,3389 0,5 74+166 7,4 9 37,66 7,62
119 25 BDDE 0,3389 0,5 74+166 7,2 3 28,28 7,60
120 25 BDDE 0,3389 0,5 74+166 7,0 3 20,04 7,60
Tabla 13
Ej. Conjugado comparativo ESTERILIZADO
comp. | AH reticulado con BDDE que contiene GLICEROL y ARTICAINA
Conc. | Reticulante | G.R. Conc. Gly libre pH Conc. | % de B | pKa®
AH® (%) Gly libre® | Intervalo de MW ALC
121 25 BDDE 0,2786 25 74+166 7,4 3 38,33 7,61
122 25 BDDE 0,2786 5 74+166 7,4 3 39,02 7,59
123 15 BDDE 0,1615 0,5 74+166 7,4 3 38,45 7,60
124 20 BDDE 0,2155 0,5 74+166 7,4 3 38,51 7,60
125 25 BDDE 0,2786 0,5 74+166 7,4 3 38,64 7,60
126 30 BDDE 0,3724 0,5 74+166 7,4 3 38,68 7,60
127 25 BDDE 0,1989 0,5 74+166 7,4 1 38,69 7,60
128 25 BDDE 0,2701 0,5 74+166 7,4 9 38,05 7,61
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Ej. Conjugado comparativo ESTERILIZADO
comp. | AH reticulado con BDDE que contiene GLICEROL y ARTICAINA

Conc. | Reticulante | G.R. Conc. Gly libre pH Conc. | % de B | pKa®

AH® (%) Gly libre® | Intervalo de MW ALC
129 25 BDDE 0,2701 0,5 74+166 7,2 3 28,21 7,61
130 25 BDDE 0,2701 0,5 74+166 7,0 3 19,75 7,61

Tabla 14
Ej. Conjugado comparativo NO ESTERILIZADO
comp. AH reticulado con BDDE que contiene MANITOL y LIDOCAINA
Conc. | Reticulante | G.R. Conc. Man libre pH | Conc. | % de B | pKaS
AH® (%) Man libre® | Intervalo de MW ALC
131 25 BDDE 0,3419 25 146+182 7,4 3 24,05 7,90
132 25 BDDE 0,3419 5 146+182 7,4 3 24,10 7,90
133 15 BDDE 0,2008 0,5 146+182 7,4 3 24,06 7,90
134 20 BDDE 0,2655 0,5 146+182 7,4 3 24,16 7,90
135 25 BDDE 0,3419 0,5 146+182 7,4 3 24,00 7,90
136 30 BDDE 0,4522 0,5 146+182 7,4 3 24,75 7,88
137 25 BDDE 0,2374 0,5 146+182 7,4 1 24,89 7,88
138 25 BDDE 0,3389 0,5 146+182 7,4 9 24,01 7,90
139 25 BDDE 0,3389 0,5 146+182 7,2 3 16,46 7,91
140 25 BDDE 0,3389 0,5 146+182 7,0 3 10,66 7,92
Tabla 15

Ej. Conjugado comparativo ESTERILIZADO
comp. | AH reticulado con BDDE que contiene MANITOL y LIDOCAINA

Conc. | Reticulante | G.R. Conc. Man libre pH | Conc. | % de B | pKa®

AH® (%) Man libre® | Intervalo de MW ALC
141 25 BDDE 0,2786 25 146+182 7,4 3 24,05 7,90
142 25 BDDE 0,2786 5 146+182 7,4 3 24,10 7,90
143 15 BDDE 0,1615 0,5 146+182 7,4 3 24,06 7,90
144 20 BDDE 0,2155 0,5 146+182 7,4 3 24,16 7,90
145 25 BDDE 0,2786 0,5 146+182 7,4 3 24,00 7,90
146 30 BDDE 0,3724 0,5 146+182 7,4 3 24,75 7,88
147 25 BDDE 0,1989 0,5 146+182 7,4 1 24,89 7,88
148 25 BDDE 0,2701 0,5 146+182 7,4 9 24,01 7,90
149 25 BDDE 0,2701 0,5 146+182 7,2 3 16,46 7,91
150 25 BDDE 0,2701 0,5 146+182 7,0 3 10,66 7,92

(a) concentracién de AH en el AH reticulado con BDDE comparativo expresada como mg/ml

(b) concentracién de glicerol libre en el AH reticulado con BDDE comparativo expresada como mg/ml, y su estructura
quimica se evaluaron mediante SEC/UV/MS.

(c) concentracién de anestésico local (AL) en el AH reticulado con BDDE comparativo expresada como mg/ml, medida
por GC/MS y por SEC/UV/MS.

(d) concentracién de manitol libre en el AH reticulado con BDDE comparativo expresada como mg/ml (medida por
SEC/UV/MS).

En resumen, el conjugado de AH reticulado con BDDE comparativo que queda fuera del &mbito de la presente
invencién se obtuvo usando diferentes cantidades de BDDE. El conjugado de AH reticulado con BDDE comparativo
varié de 15 a 30 mg/ml de concentracién de acido hialurénico reticulado, lo que significa mostrar diferentes grados de
reticulacién descritos en las tablas correspondientes anteriores. Como se ha mencionado anteriormente, el conjugado
de AH reticulado con BDDE comparativo contiene polioles libres (glicerol o manitol) en el intervalo de 0,5 a 25 mg/ml.
Ademas, el conjugado de AH reticulado con BDDE comparativo contiene un porcentaje de la forma neutra B del
anestésico local comparable al valor termodindmico predicho a partir de la ecuacién de Henderson-Hasselbalch, p. ¢j,,
a pH 7,4. Por lo tanto, el pKa® calculado experimentalmente para el anestésico local a un valor fijo de pH calculado
mediante la ecuacién de Henderson-Hasselbalch, usando las concentraciones experimentales de B y BH* no es
estadisticamente diferente del pKa termodinamico.
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2.1.4. Actividad analitica
2.1.4.1. Preparacién de la solucién de la muestra y elaboracion de los datos

El andlisis cuantitativo se llevé a cabo por triplicado en tres lotes diferentes de cada producto, los resultados se
presentaron como valor medio * desviacién tipica. Una alicuota del producto a analizar se diluy6é 50 veces con agua
obteniendo la "Solucidén de muestra".

Para las técnicas analiticas cromatograficas (GC/MS y SEC/UV/MS), los compuestos se consideraron Unicamente si
el area del pico en las soluciones de muestra era 3 veces mayor que la relacién sefial/ruido, impuesta como pardmetro
en el software del instrumento. La cuantificacion se realiz6 como diferencia entre el area del pico en la solucién de
muestra y el area del pico de la solucidén en blanco.

Para las técnicas que usan el detector de masas, la concentracién de cada compuesto se calculé por la abundancia
de sus sefiales de masa a partir del cromatograma de iones totales (TIC), para las técnicas que usan el detector de
UV-Vis, la concentracién de cada compuesto se calculé mediante la ecuacién derivada de la curva de calibracién
obtenida por varias concentraciones del compuesto puro.

Para evaluar que los métodos analiticos GC/MS y SEC/UV/MS son adecuados para la deteccién de los compuestos
de la muestra, se eligieron patrones de referencia entre los agentes anestésicos locales més habituales y se analizaron
posteriormente.

2.1.4.2. Método cuantitativo para la medicién de los compuestos semivolatiles usando un instrumento
cromatografico GC/MS para la fraccién neutra de los anestésicos locales.

Preparacién de muestras
Una alicuota de la "Solucién de muestra" se extrajo 1:1 con CH.Cl, y se analizé la fase organica.

Analisis de datos

Se evaluaron los cromatogramas obtenidos del andlisis de las soluciones de muestra y se presentaron todos los picos
detectados con sefial/ruido superior a 3 y se intenté una identificacién usando la biblioteca MS (Wiley Registry 112
Edicién/NIST 2017 Mass Spectral Library, disponible en el sitio web https:/iwebbook.nist.gov/chemistry/ el 28 de junio
de 2021). Se usé una solucidn de fenantreno-d10 (QL= 1 pg/ml) como patrén interno para la cuantificacion de los
compuestos.

Resultados

Los resultados cuantitativos del método analitico del acido hialurénico reticulado con BDDE comparativo, y del acido
hialurénico reticulado con PPE de la presente invencidén se resumieron en las Tablas descritas anteriormente.

La concentracion de la forma neutra del anestésico local B se combiné con la concentracién de la forma ionizada BH*
hallada mediante SEC/UV/MS con el fin de obtener el porcentaje de B sobre el AL total (B+BH*), el porcentaje de By
el pKa® experimental presentados en las tablas descritas anteriormente.

2.1.4.3 Método cuantitativo para la medicion de los compuestos no volatiles usando un instrumento
cromatografico SEC/UV/MS para la cantidad total de anestésicos locales y glicerol libre, poliglicerol y
fragmentos de manitol y su estructura quimica.

Preparacién de muestras

Se analiz6 una alicuota de la "Solucién de muestra" mediante SEC/UV/MS sin tratamientos adicionales.

Analisis de datos

Se evaluaron los cromatogramas obtenidos del andlisis de las soluciones de muestra y se presentaron todos los picos
detectados con sefial/ruido superior a 3 y se intenté una identificacién usando la biblioteca MS (Wiley Registry 112
Edicién/NIST 2017 Mass Spectral Library). Se usé una solucién de reserpina (QL= 1 pug/ml) como patrén interno para
la cuantificacién de los compuestos.

La estructura quimica de glicerol libre, poligliceroles y fragmentos de manitol se evalué usando espectroscopia de

masas como detector del SEC, los espectros de masas de todos los picos detectados se compararon con las
referencias usando la biblioteca MS (Wiley Registry 112 Edicidon/NIST 2017 Mass Spectral Library).
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Resultados

Los resultados cuantitativos del método analitico del acido hialurénico reticulado con BDDE comparativo, y del acido
hialurénico reticulado con PPE de la presente invencién se resumieron en las Tablas anteriores.

La concentracién de poligliceroles libres se expresa en mg/ml, la concentracién de la forma ionizada del anestésico
local BH* se combiné con la concentracidén de la forma neutra B hallada mediante GC/MS con el fin de obtener el
porcentaje de B sobre el AL total (B+BH*), el porcentaje de B y el pKa® experimental presentados en las tablas
anteriores.

2.1.4.4 El método cuantitativo para la determinacién de la fraccién neutra y la cantidad total de anestésicos
locales usando el espectrofotémetro UV-Vis para la liberacién cinética.

Preparacién de muestras

Se analizé una alicuota de la "Solucién de muestra" mediante espectrofotometro UV-Vis sin tratamientos adicionales
para la determinacion de la cantidad total de anestésicos locales (B+BH*).

Una alicuota de la "Solucién de muestra" se extrajo 1:1 con CH.Cl, y la fase organica se analiz6 mediante
espectrofotometro UV-Vis para la determinacién de la fraccién neutra de anestésicos locales (B).

Analisis de datos

La concentracién de cada compuesto se calculé mediante la ecuacién derivada de la curva de calibracién obtenida
por varias concentraciones del compuesto puro.

2.1.5 liberacion cinética del anestésico local

La liberacién cinética del agente anestésico local a partir del acido hialurdnico reticulado con PPE de la presente
invencién, del acido hialurénico reticulado con BDDE comparativo y de la solucién acuosa (como control) se resumid
a continuacién.

Muestras:

Como control, se preparé una solucién que contenia el anestésico local disolviendo a temperatura ambiente un
anestésico local en polvo en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) para formar una solucién salina tamponada
con fosfato y anestésico local que contenia del 0,1 al 10 por ciento del anestésico local en peso en funcién del peso
total de la solucidn, el pH de la solucién se ajusté a 7,4 usando NaOH 0,2 M y HCI 0,2 M.

El acido hialurénico con PPE no esterilizado y esterilizado (Ej. 3 y Ej. 18) y el acido hialurénico reticulado con BDDE
comparativo no esterilizado y esterilizado (Ej. comp. 85y Ej. comp. 75) que contenia el anestésico local se usaron sin
ningln otro tratamiento.

Método:

Se introdujeron 5 ml de cada muestra (control, PPE y AH reticulado con BDDE comparativo) que contenia el anestésico
local en un dispositivo de dialisis SpectraPor® Float-A-Lyzer de 5 ml de tamafio y 20 kD de MWCO y se cerrd. El tubo
de dialisis se sumergié en un frasco de vidrio con tapén de rosca que contenia 245 ml de solucién salina tamponada
con fosfato (dilucién 50 veces). La solucién se agit6 suavemente en un bafio termostatico a 37 °C hasta que el
anestésico total se liberé totalmente y la concentracién de anestésico local estuvo en equilibrio entre la muestra y la
solucién externa de PBS.

En un periodo de tiempo determinado, se extrajo una solucién de muestra de la solucién salina tamponada con fosfato
externa y se analizé la cantidad total de anestésico local liberado usando el espectrofotémetro UV-Vis.

La concentracién del anestésico local liberado se calculé usando la ecuacidén derivada de la curva de calibracidn
obtenida por varias concentraciones del anestésico local puro. La curva de calibracién con soluciones convencionales
de anestésico local (de 3,0 ug/ml a 45 pg/ml) se obtuvo mediante un espectrofotémetro UV-Vis que usaba una célula
de cuarzo de 1 cm de trayectoria éptica. Los espectros de absorcién se adquirieron en el intervalo 200+300 nm.

Después 120 horas, una alicuota de la solucién salina tamponada con fosfato externa se extrajo 1:1 con CH.Ch y la
fase organica se analizé6 mediante el instrumento cromatogréafico GC/MS descrito en la seccién 2.1.4.2. y una alicuota
de la solucién salina tamponada con fosfato externa se analizé por SEC/UV/MS sin tratamientos adicionales mediante
el instrumento cromatografico SEC/UV/MS descrito en la seccidén 2.1.4.3.

Resultados:

El porcentaje de la cantidad total de 3mg/ml del anestésico local lidocaina del control de la solucién salina tamponada,
el acido hialurdnico reticulado con PPE no esterilizado y esterilizado (Ejemplos 3 y 18) y el BDDE comparativo no
esterilizado y esterilizado (Ej. comparativo 85 y Ej. 75) tienen un grado de reticulacién comparable.
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El porcentaje de la cantidad total de lidocaina después de 1,2, 48 y 120 horas de liberacién en agua del PBS, y el
acido hialurénico reticulado con PPE no esterilizado (Ejemplo 3) y BDDE comparativo no esterilizado (Ej. comp. 85)

se resume en la Tabla 16 siguiente:

Tabla 16
LIBERACION CINETICA DE LIDOCAINA A PARTIR DE ACIDO HIALURONICO RETICULADO NO
ESTERILIZADO
TIEMPO (h) A partir de PBS (%) A partir de BDDE/AH (%) | A partir de PPE/AH (%)
(CONTROL) Ej. comp. 85 Ej. 3
1 51,4+0,43 1,940, 87 3,59+2 12
2 65,37+1,56 3,81+2 10 6,95+1,89
48 97,5612, 63 48,2942 67 65,1912 42
120 98,22+2 69 81,77+3,99 89,83+2,25

El porcentaje de la cantidad total de lidocaina después de 1,2, 48 y 120 horas de liberacién en agua del PBS, y el
acido hialurdnico reticulado con PPE esterilizado (Ejemplo 18) y BDDE comparativo esterilizado (Ej. comp. 75) se
resume en la Tabla 17 siguiente:

Tabla 17
LIBERACION CINETICA DE LIDOCAINA A PARTIR DE ACIDO HIALURONICO ESTERILIZADO
TIEMPO (h) A partir de PBS (%) A partir de BDDE/AH (%) | A partir de PPE/AH (%)
Ej.comp. 75 Ej. 18
1 52,99+1,32 2,35+0,43 4,23+0,34
2 69,53+£1,68 4,62+1,56 8,15%1,14
48 97,44+2,40 55,97+2,63 73,25+£3,62
120 98,37+£2,40 83,64+2,85 92,56+2,85

Por otra parte, la distribucion de la forma neutra B sobre la cantidad total de lidocaina (B+BH™*) después de 120 horas
de liberacién en una solucidn salina tamponada con fosfato (totalmente liberada) del acido hialurénico reticulado con
PPE no esterilizado y esterilizado y del acido hialurénico reticulado con BDDE comparativo se describe en la tabla
siguiente:

Tabla 18

Lidocaina liberada después de 120 h B (%) pKa®

A partir de PBS no esterilizado (CONTROL) 23,92 7,90
A partir de PBS esterilizado (CONTROL) 24,01 7,90
A partir de BDDE/AH no esterilizado (Ej. comp. 75) 24,45 7,89
A partir de BDDE/AH esterilizado (Ej. comp. 85) 24,06 7,90
A partir de PPE/AH no esterilizado (Ej. 3) 44,90 7,49
A partir de PPE/AH esterilizado (Ej. 18) 48,67 7,45

Nuevamente, la distribucién de la forma neutra B sobre la cantidad total de lidocaina (B+BH*) después de 120 horas
de liberacién en una solucién salina tamponada con fosfato (totalmente liberada) mostré que a partir del control (PBS)
y del AH reticulado con BDDE comparativo no esterilizado y esterilizado, la forma neutra B de la lidocaina liberada es
muy similar al valor termodinédmico predicho a partir de la ecuacién de Henderson-Hasselbalch y, en consecuencia, el
pKaS aparente no es estadisticamente diferente del pKa termodinamico (pKa'=7,9). En cambio, del AH reticulado con
PPE no esterilizado y esterilizado de la presente invencién, la forma neutra B de la lidocaina liberada es mucho mayor
que el valor termodinamico predicho a partir de la ecuacién de Henderson-Hasselbalch y, en consecuencia, el pKa®
aparente es mucho menor que el pKa termodinamico, confirmando los resultados presentados en las tablas anteriores.

Por tanto, con respecto a todos los resultados mencionados anteriormente, se puede concluir que el comienzo de la
accién de los anestésicos locales depende de su pKa, con el valor de pH fisiolégico de 7,4, el anestésico local que
tiene el comienzo de accién mas corto es aquel cuyo pKa es el mas cercano a 7,4, ya que su forma liposoluble y
biodisponible sera la que penetre en el epineuro y en la membrana neuronal, después de eso, permitiendo que la
molécula del principio activo esté mas rapidamente disponible para bloquear los canales de sodio. En otras palabras,
el comienzo de acciéon depende de la relacion B/BH* (o % de B) en el momento de la inyeccion y de la tasa de
conversién de BH* a B, que podria estar influenciada /n vivo por muchos factores. La constante de ionizacién (pKa),
especifica para cada anestésico, predice la proporcién de moléculas que existe en cada uno de estos estados. El pH
de la solucién acuosa del anestésico y el pKa del anestésico local son, por lo tanto, los factores mas importantes que
influyen en el comienzo de accién de los anestésicos locales.
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Por tanto, como se muestra en los datos experimentales (cf. Tablas 2-7), los hidrogeles Ej. 1, Ej. 2 y Ej. 3 tienen el
comienzo de accién mas rapido de la lidocaina a pH 7,24, pH 7,38 y pH 7,50, respectivamente. Mientras que, los
hidrogeles comparativos conocidos en el estado de la técnica (cf. Tablas 8-15), el comienzo de accién mas rapido es
a pH 7,9 para la lidocaina, 7,8 para la mepivacaina y 7,6 para la articaina, respectivamente. Por lo tanto, todos los
hidrogeles comparativos tienen el comienzo de accién mas rapido a un pH superior a 7,4 que no se considera
fisiolégico para los hidrogeles inyectables de &cido hialurénico (6,9-7,4).

Resultados

El anestésico local (AL lidocaina) se liberé de cada muestra analizada a la solucién externa de PBS en diferentes
relaciones. Como se mostrd en las Tablas 16-17, la solucién de lidocaina en el control de PBS no esterilizado y
esterilizado mostré la liberacién mas rapida y el 100 % de la lidocaina se liber6é en 120 horas. Sin embargo, la liberacién
de lidocaina del acido hialurénico reticulado con PPE no esterilizado y esterilizado de la presente invencién fue mas
réapida que la del 4cido hialurénico reticulado con BDDE comparativo no esterilizado y esterilizado, respectivamente.
Cabe destacar que el AH reticulado con PPE esterilizado de la presente invencion tiene una liberacién cinética de
lidocaina ligeramente superior a la del AH reticulado con PPE no esterilizado (probablemente atribuida al menor grado
de reticulacién de los no esterilizados debido a la degradacion térmica en el procedimiento de esterilizacién).

Por lo tanto, los datos experimentales anteriores demostraron que el acido hialurdnico reticulado con PPE conjugado
con anestésicos locales permite acortar el tiempo de comienzo de accién del anestésico local y, por tanto, alargar la
duracién de la accién anestésica; lo que significa un rapido comienzo de accidn y eficacia in vivo de los anestésicos
locales.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende:
A) uno o més acidos hialurénicos reticulados seleccionados del grupo que consiste en uno o mas de los &cidos
hialurénicos reticulados de férmula (1);
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uno o mas de los acidos hialurénicos reticulados de férmula (I1);

Ri~
1 OMOMOMOWO O)H
O\R 0 O\R p OH R C

O.
1 1 1
HO
0
(\_L&(H
0
R 4

(I

y una mezcla de uno o mas acidos hialurénicos reticulados de férmula (l) y uno o mas de los acidos hialurénicos
reticulados de féormula (Il);

B) uno o0 mas poligliceroles seleccionados del grupo que consiste en uno o mas poligliceroles de féormula (l11);

Rs~
0 _H
N
o
HO
Re
o
o L
Rg- o) o) o
OH g
0 ’ 0
Re Rs

(I
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uno o mas poligliceroles de férmula (1V);

Rg \OMONO/Y\OXY\O/Y\O> H
O. @) O. e OH O\R6 g

Rs Re
HO
(@]
ol
RG’O f
5 (V)

y una mezcla de uno o mas poligliceroles de férmula (Ill) y uno o més poligliceroles de férmula (1V);

C) uno o mas agentes anestésicos locales o una sal de los mismos; y
10 D) opcionalmente, uno o méas excipientes o portadores aceptables;

donde:
cada R se selecciona independientemente del grupo que consiste en Rz, R4y Rs;
Rz
15
o
—C
Ho
20 Rses .- . .
/’:O——amdo hialurdnico
—C” “OH
H;
25
Rs es
J:OH
30 —C” “OH
H,

cada Rs es Rs;
b es un nimero entero seleccionado del grupo que consiste en 1 a 70;
35 ces un nlimero entero seleccionado del grupo que consiste en 0 a 70;
d es un nimero entero seleccionado del grupo que consiste en 0 a 70;
e es un numero entero seleccionado del grupo que consiste en 1 a 50;
f es un nimero entero seleccionado del grupo que consiste en 0 a 50;
g es un numero entero seleccionado del grupo que consiste en 0 a 50;
40 los acidos hialurénicos reticulados de formula (1) o formula (I1) tienen un porcentaje de reticulacién (G.R.) de 0,030 a
0,900 % medido como se indica en la descripcién;

los poligliceroles de formula (111) o formula (IV) tienen un peso molecular promedio en peso (My) de 240 a 3700 Da
medido por cromatografia de exclusiéon por tamafios acoplada con detector UV-visible y detector de masas.
45 (SEC/UV/MS); y

la concentracién de poligliceroles de férmula (IIl) o férmula (IV) 0 mezcla de los mismos en la composicién es de 0,45
a 25 mg/ml;

50 con la condicidén de que:
en los 4cidos hialurdnicos reticulados de férmula (l) o férmula (II) al menos un R1 es Ry;
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donde:

- cuando la composicién comprende (a) un acido hialurénico reticulado de férmula (1), la composiciéon es obtenible
mediante un procedimiento que comprende:

i) reticular un acido hialurénico con un compuesto de férmula (V)

R7<
™~o _H
gé\d
o]
HO
Ry
o]
oL
R~ o] o] 0
7 O/\[ ‘6)\/ O)f(\/\o/\[ >\H
OH c
0 i 0
R7 R7
V)
donde:
cada Ry es Ry;
R2 es
)0
—C
Ho

b es un nimero entero seleccionado del grupo que consiste en 1 a 70;

€ es un numero entero seleccionado del grupo que consiste en 0 a 70;

d es un nimero entero seleccionado del grupo que consiste en 0 a 70;

(ii) poner en contacto la mezcla obtenida en la etapa (i) que comprende (A) uno o mas acidos hialurénicos reticulados
de férmula (1) y (B) uno o més poligliceroles de férmula (1) o férmula (1V) con los uno o més agentes anestésicos (C),
(iii) opcionalmente, poner en contacto la mezcla obtenida en la etapa (ii) con los uno 0 méas excipientes o portadores
(D) y

(iv) opcionalmente, esterilizar la mezcla obtenida en la etapa (iii);

donde el procedimiento comprende ademés una etapa de lavado adicional (vi) después de la etapa (i);

- cuando la composicién comprende (a) un 4cido hialurénico reticulado de férmula (1), entonces la composicién es

obtenible mediante un procedimiento que comprende:
i') reticular un &cido hialurénico con un compuesto de formula (V1)

R« O/Y\ 04\(\ O/Y\ OXY\O/Y\(} H
O. o O. b OH O ©

R7 7 7
HO
O
o<,
O
R d
(V1)
donde:
cada Ry es Ry;
R2 es
)0
—C
Ho
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b es un nimero entero seleccionado del grupo que consiste en 1 a 70;

€ es un numero entero seleccionado del grupo que consiste en 0 a 70;

d es un nimero entero seleccionado del grupo que consiste en 0 a 70;

(ii") poner en contacto la mezcla obtenida en la etapa (i) que comprende (A) uno o més acidos hialurénicos reticulados
de férmula (I) y (B) uno o mas poligliceroles de férmula (Ill) o férmula (V) con los uno o0 mas agentes anestésicos (C);
(ii") opcionalmente, poner en contacto la mezcla obtenida en la etapa (II') con los uno 0 mas excipientes o portadores
(D) y

(iv') opcionalmente, esterilizar la mezcla obtenida en la etapa (iii’);

donde el procedimiento comprende ademés una etapa de lavado adicional (vi') después de la etapa (i');

0, como alternativa,

- cuando la composicién comprende (a) una mezcla de un acido hialurdnico reticulado de férmula (1) y de férmula (11);
entonces la composicién es obtenible mediante un procedimiento que comprende:
I'") reticular un acido hialurénico con una mezcla que comprende el compuesto de formula (V)

R.«
~o _H
ON\d
0
HO
R7
0
P
R7\O/\[O‘6)\/O O%/\O/\[O%H
OH c
0 ’ 0
R7 R7

V)

y de féormula (V1)

R7\O/Y\O4Y\O/Y\O>/<Y\O/Y\O>, H
O. R 9] O. R p OH O. R, C
7 7

HO
O
o<,
O
R 4
(V1)
donde:
cada Ry es Ry;
R2 es
)0
—C
Ho
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b es un nimero entero seleccionado del grupo que consiste en 1 a 70;

€ es un numero entero seleccionado del grupo que consiste en 0 a 70;

d es un nimero entero seleccionado del grupo que consiste en 0 a 70;

(ii”) poner en contacto la mezcla obtenida en la etapa (I”) que comprende (A) uno o mas acidos hialurénicos reticulados
de férmula (1) y férmula (ll) y (B) uno o mas poligliceroles de férmula (l11) o férmula (IV) con los uno o0 méas agentes
anestésicos (C),

(iii”) opcionalmente, poner en contacto la mezcla obtenida en la etapa (ii”’) con los uno o méas excipientes o portadores
(D) y

(iv”’) opcionalmente, esterilizar la mezcla obtenida en la etapa (iii”).

donde el procedimiento comprende ademés una etapa de lavado adicional (vi”) después de la etapa (i”);

en el que la etapa (vi), o como alternativa la etapa (vi'); o como alternativa la etapa (vi’) se realiza mediante la adicién
de dicha cantidad apropiada de una solucién acuosa acida para obtener un pH de 6,5-7,4 y una concentracién de
poligliceroles de férmula (l11) o férmula (IV) o una mezcla de los mismos en la composicién de 0,45 a 25 mg/ml.

2. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 1, donde el acido hialurénico reticulado de férmula (1), o de férmula
(1), o una mezcla de los mismos, se obtiene usando poliglicerol poliglicidil éter (PPE) como reticulante que tiene un
peso molecular promedio en nimero de 204 a 15.000 Da medido mediante el método por cromatografia de exclusién
por tamafios (SEC) y un peso equivalente de epoxi de 100 a 7000 g/eq medido por valoracién rapida asistida por
ultrasonicacién con HCI.

3. La composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2, donde los uno o mas poligliceroles de férmula
(1) o férmula (IV) se seleccionan del grupo que consiste en:

un compuesto de férmula (1);
HO/Y\O/Y\O/Y\OH
OH OH OH

(1

un compuesto de férmula (2);

OH
0 OH
OH
0
OH
OH
(2)
un compuesto de férmula (3);
OH
HO
OH
Lo L
0 0 OH
OH OH
0] OH
OH
OH
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un compuesto de férmula (4);

un compuesto de férmula (5);

un compuesto de férmula (6);

y una mezcla de los mismos.
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0 0
OH KEOH
OH OH
4)
OH

2 \)io
0 0 0
Hoﬁﬂo“[ (\)V o)(\ﬂo“[ tH
o 4 OH o
KEOH KEOH
OH OH
(5)
OH
HOMOXO”OH
OH oh
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4. La composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde la concentracién del &cido hialurénico
en el 4cido hialurénico reticulado de férmula (1) o formula (1) es de 1 a 50 mg/ml.

5. La composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde el peso molecular promedio del acido
hialurénico del &cido hialurdnico reticulado de férmula (1) o férmula (II) es de 100 a 3000 kDa medido mediante el
método por cromatografia de exclusidén por tamafios (SEC).

6. La composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, donde el agente anestésico local se
selecciona del grupo que consiste en ambucaina, amolanona, amilocaina, articaina, benoxinato, benzocaina,
betoxicaina, bifenamina, bupivacaina, butacaina, butambeno, butanilicaina, butetamina, butoxicaina, cloroprocaina,
cocaetileno, cocaina, ciclometicaina, dibucaina, dimetiisoquina, dimetocaina, diperodén, diciclomina, ecgonidina,
ecgonina, etidocaina, beta-eucaina, euprocina, fenalcomina, farmocaina, fomocaina, hexilcaina, hidroxitetracaina, p-
aminobenzoato de isobutilo, mesilato de leucinocaina, levoxadrol, lidocaina, mepivacaina, meprilcaina,
metabutoxicaina, 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
una mezcla de los mismos.

7. La composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-6, donde:

- cuando la composicién comprende (a) un acido hialurénico reticulado de férmula (1), la composiciéon es obtenible
mediante un procedimiento que comprende:

i) reticular un acido hialurénico con un compuesto de férmula (V) que tiene:

un peso molecular promedio (M) de 204 a 15.000 Da medido mediante el método por cromatografia de exclusién por
tamafios (SEC); y

un peso equivalente de epoxi de 100 a 7000 g/eq medido por valoracién rapida asistida por ultrasonicacién con HCI;

0, como alternativa,

- cuando la composicién comprende (a) un 4cido hialurénico reticulado de férmula (1), entonces la composicién es
obtenible mediante un procedimiento que comprende:

i') reticular un &cido hialurénico con un compuesto de formula (VI) que tiene:

un peso molecular promedio (M) de 204 a 15.000 Da medido mediante el método por cromatografia de exclusién por
tamafios (SEC); y

un peso equivalente de epoxi de 100 a 7000 g/eq medido por valoracién rapida asistida por ultrasonicacién con HCI;

0, como alternativa,

- cuando la composicién comprende (a) una mezcla de un acido hialurdnico reticulado de férmula (1) y de férmula (11);
entonces la composicién es obtenible mediante un procedimiento que comprende:

i”) reticular un acido hialurénico con una mezcla que comprende el compuesto de férmula (V) y el compuesto de
férmula (V1) que tiene:

un peso molecular promedio (M) de 204 a 15.000 Da medido mediante el método por cromatografia de exclusién por
tamafios (SEC); y

un peso equivalente de epoxi de 100 a 7000 g/eq medido por valoracién rapida asistida por ultrasonicacién con HCI.

8. La composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7, donde:

- cuando la composicién comprende (a) un acido hialurénico reticulado de férmula (1), entonces la composicién es
obtenible mediante un procedimiento que comprende una etapa adicional (v) después de la etapa (ii), o como
alternativa después de la etapa (iii), o como alternativa después de la etapa (iv) que comprende la adicién de un
compuesto de férmula (l1l), un compuesto de formula (IV) o una mezcla de los mismos;

0, como alternativa,

- cuando la composicién comprende (a) un 4cido hialurénico reticulado de férmula (1), entonces la composicién es
obtenible mediante un procedimiento que comprende una etapa adicional (V') después de la etapa (ii’); o como
alternativa después de la etapa (iii’), o0 como alternativa después de la etapa (iv') que comprende la adicién de un
compuesto de férmula (1), un compuesto de féormula (IV) o una mezcla de los mismos;

0, como alternativa,

- cuando la composicién comprende (a) una mezcla de un acido hialurdnico reticulado de férmula (1) y de férmula (11);
entonces la composicién es obtenible mediante un procedimiento que comprende una etapa adicional (v’) después
de la etapa (ii”); o como alternativa después de la etapa (iii’), 0 como alternativa después de la etapa (iv’) que
comprende la adiciéon de un compuesto de férmula (I1l), un compuesto de férmula (IV) o una mezcla de los mismos.

9. La composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-8, que esta en forma de composicidn inyectable.
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10. La composiciéon como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-9, que es una composicién farmacéutica
que comprende:

una cantidad terapéuticamente efectiva de los uno 0 mas acidos hialurénicos reticulados de férmula (1), de férmula (I1)
0 una mezcla de los mismos;

una cantidad terapéuticamente efectiva de los uno o més poligliceroles de férmula (l1l) o férmula (1V) o0 una mezcla de
los mismos;

una cantidad terapéuticamente efectiva de uno o mas agentes anestésicos, y

opcionalmente, uno o mas excipientes o portadores farmacéuticamente aceptables; para su uso en terapia;

0, como alternativa,

el uso de una composicién como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-9, que es una composicién
cosmética que comprende:

una cantidad cosméticamente efectiva de los uno o mas acidos hialurénicos reticulados de férmula (1), de férmula (I)
0 una mezcla de los mismos;

una cantidad cosméticamente efectiva de los uno o més poligliceroles de formula (Ill) o férmula (IV) o una mezcla de
los mismos;

una cantidad cosméticamente efectiva de uno o méas agentes anestésicos, y

opcionalmente, uno o mas excipientes o portadores cosméticamente aceptables, como agente para el cuidado de la
piel; particularmente como relleno dérmico.

11. Uso de una composicién como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-10, como portador; particularmente
como sistema de liberacién de farmacos.
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