ES 2269 169 T3

@ Numero de publicacién: 2 269 169

OFICINA ESPANOLA DE

PATENTES Y MARCAS @ Int. Cl.:
A61K 31/728 (2006.01)
ESPANA A61P 43/00 (2006.01)
@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Numero de solicitud europea: 00952981 .9
Fecha de presentacién : 29.06.2000

Numero de publicacion de la solicitud: 1196179
Fecha de publicacion de la solicitud: 17.04.2002

Titulo: Esteres de acido hialurénico para el tratamiento de la cicatrizacién normotréfica de la piel.

Prioridad: 29.06.1999 IT PD99A0144 @ Titular/es: FIDIA FARMACEUTICI S.p.A.
Via Ponte della Fabbrica, 3/A
35031 Abano Terme, Padova, IT

Fecha de publicacién de la mencién BOPI: @ Inventor/es: Dalle Carbonare, Maurizio y
01.04.2007 Callegaro, Lanfranco

Fecha de la publicacién del folleto de la patente: Agente: Duran Moya, Carlos
01.04.2007

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicién debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2269 169 T3

DESCRIPCION

Esteres de dcido hialurénico para el tratamiento de la cicatrizacién normotréfica de la piel.

La presente invencidn estd dirigida a la utilizacién de derivados de dcido hialurénico para la preparacién de bio-
materiales para la prevencion de la formacion y el tratamiento de cicatrices cutdneas, en la que los derivados de dcido
hialurénico se combinan opcionalmente con compuestos adicionales farmacoldgica o biolégicamente activos.

Una cicatriz cutdnea es el resultado de los procesos de reparacion que restauran la continuidad de la piel dafiada.
Normalmente, este proceso de reparacion conduce a la formacién de nuevo tejido con una apariencia visiblemente
diferente de la piel circundante. En particular, el tejido de la cicatriz puede carecer de pigmentacidn, o tener dema-
siada, o estar hundido, brillante, desigual, normotréfico, retractado o con falta de elasticidad. A nivel microscépico,
el tejido de la cicatriz se caracteriza por un depdsito abundante y desorganizado de coldgeno dispuesto en fibras en-
trelazadas, densas y gruesas. El proceso de cicatrizacién es muy largo, ya que la fase de reconstruccién permanece
activa durante afios. En algunos casos, durante la fase de reconstruccion inicial, el proceso de cicatrizacion se puede
volver patolégico, ocasionando cicatrices hipertréficas o queloides. Las cicatrices hipertrdficas se caracterizan por un
espesamiento excesivo, pero sin una extension mds alld del drea dafiada. En cambio, en el caso de los queloides, ade-
mas del espesamiento del tejido recién formado, también existe una colonizacién del area circundante. La formacién
de cicatrices hipertréficas y queloides parece implicar un desequilibrio del sistema inmune. Desde un punto de vista
histoldgico, ambos se caracterizan por una cantidad moderada de infiltracién celular y por un depésito abundante y de-
sorganizado de fibras gruesas de coldgeno. Las cicatrices pueden provocar dificultades funcionales y son antiestéticas.
Las dificultades funcionales principales aparecen cuando la cicatriz se forma en dreas criticas de la piel, tales como
en las articulaciones. En este caso, la escasa elasticidad del tejido de la cicatriz puede conducir a un funcionamiento
incorrecto de la propia articulacion.

La curacién normal de heridas en respuesta a la lesion en un tejido implica diversos procesos integrados: inflama-
cién, produccion de tejido de granulacién, formacién de la matriz extracelular, contraccion de la herida, y, finalmente,
la formacion de cicatrices. En las fases finales de la curacidn de heridas, los fibroblastos se degradan y se producen
haces de fibras de coldgeno. Estos haces se vuelven mas gruesas y se alinean a lo largo de las lineas de tensidn a las que
se exponen los tejidos. Como resultado de estos cambios, la resistencia a la traccién aumenta gradualmente. La cicatriz
resultante es relativamente acelular y tiene menos macréfagos, vasos sanguineos, y fibroblastos en comparacién con
el tejido no dafiado.

Las cicatrices pueden ser normotréficas, atréficas, hipertréficas o queloidales. Las cicatrices hipertréficas y que-
loidales son respuestas anormales a la lesion del tejido. Las cicatrices hipertréficas maduran y se alisan con el tiempo,
normalmente después de 6 meses. El queloide aparece como una proliferacién brillante, lisa y aumentada de tejido
de cicatriz con extensiones habituales de tipo cangrejo, mds alld del sitio de la lesién original. Los queloides difieren
de las cicatrices hipertréficas en que su desarrollo es retardado, algunas veces tiene lugar meses después de la lesién
del tejido. Los queloides no retroceden, y frecuentemente causan dolor, picor y quemazén. Los queloides son mas
frecuentes en afroamericanos, hispanos y personas con una historia personal o familiar de queloides.

En cicatrices atréficas, existe un adelgazamiento de la piel y una pérdida de arquitectura normal. La striae disten-
sae, denominada marca eldstica, es una cicatriz dérmica atréfica que tiende a aparecer durante periodos de aumento
de peso rapido y en presencia de un exceso de glucocorticoides, asi como una gestacion tardia.

El tratamiento con esteroides intralesionales, de 10 a 40 mg/ml una vez por mes durante un maximo de 6 meses,
puede alisar de manera eficaz los queloides y las cicatrices hipertréficas. Se ha observado que la crioterapia (una
aplicacién de 30 segundos una vez al mes durante 3 meses) es segura y eficaz. Se ha utilizado el laminado tépico con
gel de silicona, que se utiliz6 por primera vez para cicatrices de quemaduras, en el tratamiento de queloides y cicatrices
hipertréficas. No existe una liberacién de silicona en la piel, y no existen efectos secundarios adversos a partir del
tratamiento. El mecanismo de accién es desconocido. Entre los efectos secundarios potenciales del tratamiento con
corticosteroides intralesionales se incluyen la atrofia, la despigmentacion, la telangiectasia, la ulceracién y los efectos
sistémicos relacionados con la dosis.

Los queloides son crecimientos dérmicos proliferativos que se desarrollan después de una lesion en la piel. A di-
ferencia de las cicatrices hipertréficas, el tejido de la cicatriz se extiende mds alld de los bordes de la herida original.
La primera descripcién de los queloides se ofrecié en el papiro de Smyth en las técnicas quirdrgicas en Egipto 1700
a.c. Posteriormente, Alibert en 1806 utiliz6 el término “queloide”, derivado del griego “chele” o pinza de cangrejo
para describir el crecimiento lateral de tejido en la piel normal. Ademas de la desfiguracién cosmética, estas cica-
trices que se presentan en pacientes afectados, pueden ser pruriticas, blandas y se pueden complicar por infecciones
secundarias.

Los queloides aparecen mds habitualmente entre los 10 y 30 afios. Las personas profundamente pigmentadas son
mads susceptibles a la cicatrizacion proliferativa que aquellas con una piel clara. La formacién de queloides se corre-
laciona con puntos donde las concentraciones de melanocito son mds elevadas. Ademads, el embarazo y la pubertad,
periodos de mayor actividad fisioldgica de la pituitaria, se han asociado con un aumento en la formacién de queloides.
Se ha descrito que la incidencia es del 4,5 y el 16% en la poblacion negra e hispana, respectivamente. Las cifras de
incidencia definitivas no se conocen para las cicatrices hipertréficas. Los patrones de la herencia de los queloides son
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autosomal dominante y autosomal recesivo, y se han asociado genéticamente con HLA B14, B21, Bw16, Bw35, DRS
y DQw3.

Los queloides se diferencian de las cicatrices hipertréficas clinica e histolégicamente. Clinicamente, los queloides
tienen un color rojo o violeta intenso con un aumento de tejido endurecido que se extiende mds alld de los bordes
de la herida original. Las cicatrices hipertréficas tienen un color blanco o rosa menos imponente, con un tejido fir-
me limitado a los bordes de la herida original. Histol6gicamente, los queloides estdn compuestos de coldgeno grueso
hialinizado y desorganizado con una matriz mucoide prominente, mientras que las cicatrices hipertréficas se carac-
terizan por menos fibras de coldgenos y mds organizadas con una escasa matriz mucoide. La concentracién de fi-
broblastos es mds prominente en cicatrices hipertréficas. La cicatrizacién hipertréfica y queloidal es mas habitual en
razas con pigmentacion oscura. Existe una mayor cicatrizacién proliferativa durante una mayor estimulaciéon hormo-
nal. Los queloides se caracterizan por fibras de coldgeno engrosadas y mds desorganizadas y una matriz mucoide
prominente.

Ademis, no se deben desestimar los problemas estéticos debido a la formacién de cicatrices, ya que la cicatrizacién
provoca frecuentemente trastornos psicoldgicos, especialmente cuando afecta a la cara.

Los métodos utilizados hasta la fecha para hacer que las cicatrices sean menos visibles son de naturaleza quirdrgica,
tales como la técnica que utiliza tiras estiradas de piel. Esta técnica implica la expansion de dreas de piel mediante
agentes subcutdneos. Una vez se ha obtenido una cantidad suficiente de piel para cubrir el drea cicatrizada, la cicatriz
se extrae quirdrgicamente y la piel estirada se injerta en el lugar.

Hasta la fecha, no hay terapias farmacoldgicas eficaces para curar la cicatrizacién normotrdéfica, la cicatrizacion pa-
tolégica se puede tratar farmacoldgicamente utilizando derivados de cortisona y, en algunos casos, inmunosupresores
potentes, tales como ciclosporina. Con el fin de mejorar la elasticidad del tejido de la cicatriz e inducir su reabsor-
cidn, se utilizan composiciones suavizantes, tales como cremas y peliculas adhesivas de silicio para una aplicacién
prolongada. Ademads de dichos tratamientos topicos, los pacientes experimentan terapias con instrumentos disefiados
para masajear el drea cicatrizada mediante aspiracidn, para restablecer su elasticidad y suavidad. Dichos remedios, sin
embargo, tienen varias desventajas, tales como la necesidad de realizar una o mds operaciones sobre el paciente y, en
el caso de la terapia farmacoldgica, su limitacion al tratamiento de cicatrizacidn patoldgica y su eficacia no compro-
bada. Finalmente, los productos para el uso topico y las pricticas terapéuticas ofrecen resultados bastante buenos con
respecto a la funcionalidad, pero resultados estéticos pobres.

Se sabe que la administracion diaria de 4cido hialurénico puede conducir a tejido reparado sin cicatrices en un
modelo de animal fetal y que este glicosaminoglicano cumple una funcién importante en la reconstruccion de la piel.
Ademas, la experiencia técnica ha mostrado que cantidades elevadas de 4cido hialurénico a largo plazo crean una de
las condiciones fundamentales para obtener una piel reparada sin cicatrices (West D.C. y otros, J. Biochem. Cell Biol.
1997, 29, 201-210, Iocono J.A., J. Pediatric Surg. 1998, 33, 564-567).

El 4cido hialurénico es un éter polisacarido compuesto por residuos alternados de dcido D-glucurénico y N-acetil-
D-glicosamina. Es un polimero de cadena lineal, con un peso molecular que puede variar entre 50.000 y 13.000.000
Da, segtin la fuente de la se obtenga y de los métodos de preparacién que se utilicen. Estd presente en la naturaleza en
los geles pericelulares, en la sustancia fundamental del tejido conectivo de organismos vertebrados del que representa
uno de los componentes principales, en el fluido sinovial de las articulaciones, en el humor vitreo, en los tejidos de
cordon umbilical humano y en crestas de gallo.

En los dltimos afos, se han sintetizado varios tipos de derivados de dcido hialurénico para obtener compuestos con
propiedades farmacolégicas o que se pueden procesar en varias formas de biomateriales biodegradables y biocompa-
tibles para su uso en los diversos campos de la medicina, la cirugia y la ingenierfa de tejidos.

Por ejemplo, son conocidos los ésteres totales o parciales de dcido hialurénico y los derivados autorreticulados
de dcido hialurénico, asi como su uso en el campo farmacéutico, cosmético y en el de los materiales biodegradables
(Patentes de Estados Unidos Nos. 4.851.521; 4.965.353; 5.676.964).

Ademais, los derivados de 4cido hialurénico tienen nuevas propiedades que el dcido hialurénico de partida no tiene,
debido a la insercién de moléculas especificas en su estructura. Por ejemplo, los derivados sulfatados de dcido hialu-
rénico presentan propiedades anticoagulantes y son resistentes a la hialuronidasa (V110 95/25751, WO 98/45335).

Finalmente, se conoce la utilizacién de derivados N-sulfatados en la prevencién de la cicatrizacién patoldgica, tal
como la cicatrizacién hipertréfica y queloides. Sin embargo, dichos derivados nunca se han descrito como capaces de
prevenir la formacién de cicatrizacién normotréfica.

Se ha observado, sorprendentemente, que los derivados de dcido hialurénico son eficaces en la reduccién del grado
de cicatrizacion normotréfica y que dicha actividad es superior que la del propio dcido hialurénico.

El objetivo de la presente invencidn es dar a conocer la utilizacién de un derivado de 4cido hialurénico para la
preparacion de una composicién farmacéutica para el tratamiento de la cicatrizacién normotrdfica en la piel, opcio-
nalmente asociada con, como minimo, un compuesto adicional farmacolégica o biolégicamente activo, en el que el
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derivado de 4cido hialurénico es un éster de dcido hialurénico en el que del 50 al 80% de las funciones carboxilo se
esterifican con alcohol bencilico.

Para la preparacion de los diversos derivados de dcido hialurénico utilizados en la presente invencidn, es posi-
ble utilizar 4cidos hialurénicos de cualquier origen, tales como, por ejemplo, los dcidos extraidos de los materiales
de partida naturales mencionados anteriormente, por ejemplo, crestas de gallos. La preparacion de dichos dcidos se
describe en la literatura: preferentemente, se utilizan dcidos hialurénicos purificados. Segtn la presente invencion, se
utilizan especialmente acidos hialurénicos que comprenden fracciones moleculares de los 4cidos integros obtenidos
directamente mediante la extraccidén de los materiales orgdnicos con pesos moleculares que varian dentro de un in-
tervalo amplio, por ejemplo, de aproximadamente 90%-80% (PM = 11,7 - 10,4 millones) a 0,2% (PM = 30.000) del
peso molecular del dcido integro que tiene un peso molecular de 13 millones, preferentemente entre un 5% y un 0,2%.
Dichas fracciones se pueden obtener con varios procedimientos descritos en la literatura, tales como mediante hidro-
lizado, oxidacidn, procedimientos enzimaticos o fisicos, tales como procedimientos mecédnicos o radiacionales. Por lo
tanto, los extractos primitivos se forman frecuentemente durante estos procedimientos de purificacién (por ejemplo,
véase el articulo de Balazs y otros, citado anteriormente en “Cosmetics & Toiletries™). La separacion y purificacién de
las fracciones moleculares obtenidas se llevan a cabo mediante técnicas conocidas, por ejemplo, mediante filtracién
molecular.

Una fraccién de HY purificado adecuado para usar segun la presente invencién es, por ejemplo, la conocida como
hialuronato sédico no inflamatorio NIF-NaHA, descrito por Balazs en el folleto “Healon” - Una guia para su utilizacién
en Cirugia Oftdlmica, D. Miller y R. Stegmann, eds. John Wiley and Sons, NY 81983, pagina 5.

Son particularmente importantes como materiales de partida para los derivados utilizados en la presente invencion
dos fracciones purificadas obtenibles del 4cido hialurénico, por ejemplo, las extraidas de crestas de gallos, conocidas
como “Hialastina” y “Hialectina”. La fraccién Hialastina tiene un peso molecular promedio de aproximadamente
50.000 a 100.000 mientras que la fracciéon Hialectina tiene un peso molecular promedio de aproximadamente 500.000
a 730.000. También se ha aislado y caracterizado una fraccién combinada de estas dos fracciones, que tiene un peso
molecular promedio de aproximadamente 250.000 a aproximadamente 350.000. Esta fraccién combinada se puede
obtener con un rendimiento del 80% del total de dcido hialurdénico disponible en el material de partida especifico,
mientras que la fraccién Hialectina se puede obtener con un rendimiento del 30% y la fraccién Hialastina con un
rendimiento del 50% del HY de partida. La preparacion de estas fracciones y utilizaciones en la fabricacién de los
derivados se describen en EP 0216453 B1.

La salificaciéon de HY con los metales anteriores, para la preparacion de sales de partida para el procedimiento de
esterificacion particular de la presente invencién descrito anteriormente, se realiza de una manera de por si conocida,
por ejemplo, mediante la reaccion de HY con la cantidad de base calculada, por ejemplo, hidratos alcalinos o con sales
bésicas de dichos metales tales como carbonatos o bicarbonatos.

Los derivados de dcido hialurénico que se pueden utilizar en la preparacion de los biomateriales, segin la presente
invencidn, son los ésteres de acido hialurénico en los que parte de las funciones carboxilo se esterifican con alcohol
bencilico (EP 0216453 B1).

Los derivados de dcido hialurénico son ésteres parciales con alcohol bencilico.

El grado de esterificacion del 4cido hialurénico con los alcoholes mencionados anteriormente varia entre un 50 y
un 80%. Normalmente, un grado elevado de esterificacion hasta la esterificacion total de dcido hialurénico aumenta su
cardcter lipofilico y, por lo tanto, disminuye su solubilidad en agua.

En los ésteres parciales, los grupos carboxilicos no esterificados se pueden mantener libres o se pueden salificar. Es
posible formar sales inorganicas que derivan de metales alcalinos, tales como potasio y especialmente sodio y amonio,
o que derivan de metales alcalinotérreos, tales como calcio, o sales de magnesio o aluminio. Son particularmente inte-
resantes las sales con bases organicas, especialmente bases nitrogenadas y, por lo tanto, aminas alifaticas, arilalifaticas,
cicloalifaticas o heterociclicas.

Estas sales amoénicas pueden derivar de aminas terapéuticamente aceptables, pero inactivas, o de aminas con accién
terapéutica. De las primeras, se deberian considerar todas las aminas alifdticas anteriores, tales como mono-, di- y
trialquilaminas con grupos alquilo que tienen un maximo de 18 atomos de carbono o arilalquilaminas con el mismo
nimero de 4&tomos de carbono en la parte alifdtica y en las que arilo significa un grupo benceno posiblemente sustituido
por 1y 3 grupos metilo o halégeno o &tomos de grupos hidroxilo. Las bases biol6gicamente inactivas para la formacién
de sales también pueden ser ciclicas, tales como alquilenaminas monociclicas con ciclos de entre 4 y 6 dtomos de
carbono, posiblemente interrumpido en el ciclo de heterodtomos seleccionados del grupo de nitrégeno, oxigeno y
azufre, tales como piperidina o morfolina, y puede estar sustituido, por ejemplo, por funciones aminicas o hidroxilicas,
tales como aminoetanol, etilendiamina, efedrina o colina.

También es posible formar sales de amonio cuaternarias de los ésteres parciales, por ejemplo, las sales de tetraal-
quilamonio con el nimero anterior mencionado de dtomos de carbono y preferentemente sales de dicho tipo en las que
el cuarto grupo alquilo tiene entre 1 y 4 4tomos de carbono, por ejemplo, un grupo metilo.
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Entre las aminas biolégicamente activas cuyas acciones terapéuticas se pueden introducir para su uso, se incluyen
todos los farmacos nitrogenados y bdésicos, tales como los incluidos en los siguientes grupos: alcaloides, péptidos,
fenotiacinas, benzodiacepinas, tioxantanos, hormonas, vitaminas anticonvulsante, antipsicéticos, antieméticos, anes-
tésicos, hipnéticos, anoréxicos, tranquilizantes, relajantes musculares, vasodilatadores coronarios, antineopldsticos,
antibidticos, antibacterianos, antivirales, agentes antimalaria, inhibidores de la anhidrasa carbdnica, agentes anti-in-
flamatorios no esteroides, vasoconstrictores, agonistas colinérgicos, antagonistas colinérgicos, agonistas adrenérgicos,
antagonistas adrenérgicos, antagonistas narcéticos.

Meétodo de preparacion de ésteres de HY
Meétodo A

Los ésteres de dcido hialurénico segtin la presente invencion se pueden preparar mediante métodos conocidos en si
mismos, para la esterificaciéon de 4cidos carboxilicos, por ejemplo, mediante el tratamiento de 4cido hialurénico libre
con el alcohol deseado en presencia de sustancias catalizadoras, tales como dcidos inorgdnicos fuertes o intercambia-
dores i6nicos de tipo dcido, o con un agente eterificante capaz de introducir el residuo alcohdlico deseado en presencia
de bases inorgdnicas u orgdnicas. Como agentes eterificantes es posible utilizar los conocidos en la literatura, tales
como especialmente los ésteres de varios dcidos inorgdnicos o de dcidos sulfénicos organicos, tales como hidracidos,
es decir, halogenuros de hidrocarbilo, tales como yoduro de metilo o etilo, o sulfatos neutros o dcidos de hidrocarbilo,
alfitos, carbonatos, silicatos, fosfitos o sulfonatos de hidrocarbilo, tales como metilbenceno o p-toluensulfonato o metil
o etil clorosulfonato. La reaccién puede tener lugar en un disolvente adecuado, por ejemplo, un alcohol, preferible-
mente el correspondiente al grupo alquilo a introducir en el grupo carboxilo. Sin embargo, la reaccién puede tener
lugar en disolventes no polares, tales como cetonas, éteres, tales como dioxano o disolventes aproticos, tales como di-
metilsulféxido. Como base es posible utilizar, por ejemplo, un hidrato de un metal alcalino o alcalinotérreo u 6xido de
magnesio o plata o una sal basica de uno de estos metales, tales como un carbonato, y, de las bases organicas, una base
nitrogenada terciaria, tal como piridina o colidina. En lugar de la base, también es posible utilizar un intercambiador
i6nico de tipo bdsico.

Otro método de esterificacién utiliza las sales metdlicas o sales con bases nitrogenadas organicas, por ejemplo,
sales de amonio o sustituidas de amonio. Preferentemente, se utilizan sales de metales alcalino o alcalinotérreos,
pero también se puede utilizar cualquier otra sal metdlica. Los agentes esterificantes también son, en este caso, los
mencionados anteriormente y lo mismo se aplica a los disolventes. Preferentemente, se utilizan disolventes apréticos,
por ejemplo, dimetilsulféxido y dimetilformamida.

En los ésteres obtenidos segtin este procedimiento o segin otro procedimiento descrito a continuacién, los grupos
carboxilicos libres de los ésteres parciales se pueden salificar, si se desea, de una manera conocida en si misma.

Método B

Los ésteres hialurénicos de la presente invencién se pueden preparar, sin embargo, de forma ventajosa mediante
el método descrito en EP 0216453 B1. Este método consiste en el tratamiento de una sal de amonio cuaternaria de un
polisacarido 4cido que contiene grupos carboxilo con un agente eterificante, preferentemente en un disolvente orgdnico
aprotico.

De los ésteres de dcido hialurénico, se prefieren especialmente los que tienen una esterificacién entre el 65% y el
80%.

Los derivados de acido hialurénico se pueden preparar de diversas formas, tales como geles, canales guia, esponjas,
telas no tejidas, hilos, membranas perforadas y no perforadas, microesferas, nanoesferas, almohadillas de gasa y sus
asociaciones, opcionalmente juntos con uno o mds portadores o excipientes adicionales farmacéuticamente aceptables.

Las composiciones de la presente invencién pueden también contener sustancias farmacoldgica o bioldgicamente
activas, tales como antibiéticos, factores de crecimiento, antimicéticos, antimicrobianos, agentes antivirales, desin-
fectantes, anestésicos y fosfolipidos. Dichas sustancias activas también se pueden dirigir y liberar utilizando acido
hialurénico o sus derivados en forma de microesferas y nanoesferas, y también en forma de los biomateriales previa-
mente descritos.

Ejemplo 1

Disminucion en el drea de cicatrizacion cutdnea en un modelo de rata que sigue el tratamiento de la herida con
el éster bencilico de dcido hialurénico (HYAFF®11) con un 75% de esterificacion y fraccion Hialastina® de dcido
hialuronico

Los animales se sedaron mediante inyeccién intramuscular de quetamina/xilacina (0,1 mg/g o 2,5 ml de solucién).
También se llevé a cabo anestesia mediante la inhalacién de metofano y la velocidad de respiracién se monitorizé
para asegurar la ventilacion suficiente. Se afeitaron las espaldas de los animales, se lavaron y se desinfectaron con una
solucién de clorhexidina y yodato.
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Se realizé un maximo de cuatro heridas de grosor total en cada animal, utilizando un punzén de 6 mm de didmetro.

Las heridas se trataron tal como se describe en la Tabla 1:

Grupos Numeros de sitios tratados Tratamiento
1 18 Ester bencilico parcial de 4cido hialurénico HYAFF®
11p 75% en forma de una tela no tejida.
2 18 Acido hialurénico (60 mg/ml)

- Fraccién Hialastina® de 4dcido hialurénico (EP 0138572 B1)
- HYAFF® 11p 75% en forma de una tela no tejida (US 4.851.521; 4.965.353)

Se trataron dos de las heridas en cada animal, y dos se utilizaron como control, para tener un control interno del
sitio. Las dreas tratadas (3 por grupo de tratamiento) se extrajeron en los tiempos establecidos (1, 3, 7, 14, 28, 42
dias). Las muestras se cortaron en secciones y se tifieron con tincion triple de Mallory. Las secciones se analizaron
mediante un microscopio 6ptico y se midié el drea cicatrizada. El grafico 1 muestra los valores expresados como los
porcentajes del drea de cicatrizacion de los sitios tratados, en comparacién con los de los sitios no tratados, y cada
valor corresponde a la media de tres determinaciones en tres animales diferentes.

Es evidente que una tnica aplicacién del éster bencilico parcial de dcido hialurénico (HYAFF®p 75%) es mds
capaz de evitar la formacién de la cicatrizacién que una tnica aplicacion de 4cido hialurénico (60 mg/ml). De hecho,
tan pronto como en el dia 14, es posible observar que las 4reas cicatrizadas del grupo tratado con HYAFF®p 75% son
un 40% menos extensas que las dreas de control, mientras que en el caso de los sitios tratados con dcido hialurénico,
las areas cicatrizadas son mds extensas que las dreas de control.
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacién de un derivado de 4cido hialurénico para la preparacion de una composicién farmacéutica para el
tratamiento de la cicatrizacién normotréfica en la piel, opcionalmente, asociada con, como minimo, un compuesto
adicional farmacoldgica o biolégicamente activo, en la que el derivado de 4cido hialurénico es un éster de acido
hialurénico en el que del 50 al 80% de las funciones carboxilo se esterifican con alcohol bencilico.

2. Utilizacion, segun la reivindicacion 1, en la que el derivado de dcido hialurénico estd en forma de gel, canal
guia, esponja, tela no tejidas, hilo, membrana perforada o no perforada, microesfera, nanoesfera, almohadilla de gasa
0 una combinacién de los mismos.

3. Utilizacion, segtn la reivindicaciéon 1 6 2, en la que la sustancia farmacolégica o biolégicamente activa es un an-
tibidtico, factor de crecimiento, antimicético, antimicrobiano, agente antiviral, desinfectante, fosfolipido o anestésico.
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