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DESCRIPCION

Pelicula biodegradable autoportante a base de &cido hialurénico hidrofobizado, procedimiento de preparacion y
utilizacion de la misma

Sector de la técnica

La presente invencién se refiere a una pelicula biodegradable autoportante a base de &acido hialurénico
hidrofobizado, a un procedimiento de preparacion de la misma y a la utilizacién de la misma, especialmente en
aplicaciones médicas gracias a su solubilidad controlada, biodegradabilidad, morfologia superficial, propiedades
mecanicas y otras.

Estado de la técnica anterior

El acido hialurénico o una sal del mismo (HA) es un polisacarido lineal, que se compone de unidades repetitivas de
disacarido formadas por acido glucurénico, que esta unido por un enlace B-1,3-glucosidico a N-acetil-glucosamina.

Es una sustancia que se encuentra de forma natural en el organismo, en el que forma parte de la matriz extracelular,
actta como lubricante en articulaciones, ojos y similares. También interactua con los receptores celulares, por lo que
es capaz de regular las células. Gracias a sus propiedades, el HA esta predeterminado para su utilizacién en
diversas aplicaciones médicas (Necas, Bartosikova et al. 2008). Dado que el HA se disuelve muy rapidamente en un
entorno acuoso o en fluidos corporales, es necesario modificarlo para varias aplicaciones. Existen numerosos tipos
de modificaciones, por ejemplo, la preparacion de una forma soluble de HA derivatizada por tiramina, que tras la
adicién de agentes reticulantes forma una red de hidrogel insoluble (Calabro, Darr et al. 2004, Wolfova, Pravda et al.
2013). La solubilidad de la cadena de HA también puede reducirse uniendo grupos hidréfobos a la misma (Valle y
Romeo 1987, Smejkalova, Huerta-Angeles et al. 2014, S¢udlova, Btét'ak et al. 2014). A continuacién, dicho derivado
es insoluble en medios acuosos y soluble principalmente en una mezcla de agua y un disolvente orgénico
(dependiendo del grado de sustitucion por la cadena hidréfoba, combinado con el peso molecular).

La Patente No. W0O2014082609 (Smejkalova, Huerta-Angeles et al. 2014) se refiere a la preparacion de acido
hialurénico hidrofobizado como portador de sustancias hidréfobas activas biolégicamente. La hidrofobizacién del
hialuronano se lleva a cabo mediante una reaccion de esterificacion de hialuronano con un acido carboxilico de
cadena larga, en la que la activacion se lleva a cabo mediante acido 2,4,6-triclorobenzoico (TCBA) u otro cloruro
organico.

Una de las formas de aplicacién interesantes del hialuronano hidrofobizado es la preparacion de peliculas delgadas
para utilizacion externa o interna. Se conocen peliculas que son aplicables en aplicaciones médicas, por ejemplo,
Seprafilm se utilizé para la prevencién de adhesiones en laparotomias repetidas. Seprafiim es una barrera contra la
adhesién transparente compuesta por dos polisacaridos aniénicos, HA y carboximetilcelulosa, que fueron reticulados
juntos por clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDC) (Altuntas, Kement et al. 2008, Beck 2008).

Sobre una base experimental, se prepararon varias peliculas que contenian HA, por ejemplo, Luo, Kirker et al.
(2000). También algunos documentos de patente dan a conocer la preparacion de una pelicula hecha de
hialuronano insoluble o reticulado, opcionalmente hialuronano en una mezcla con otro polimero (Becker, Dayton et
al. 1996, Beck 2008). También se utiliz6 una capa de hialuronano en el documento de Patente No. CN202822230,
en el que, sin embargo, no era una pelicula autoportante y, ademas, solo se mencioné el hialuronano nativo. El
hialuronano nativo junto con lecitina, que se afnadi6 para mejorar la hidrofobicidad, se describi6 en el articulo
(Bialopiotrowicz, Janczuk et al. 2006). Otra pelicula, utilizada entre otras para la preparacién de una barrera
antiadhesiva, es una pelicula hecha de un derivado epdxido de hialuronano, que se prepara por precipitacion en un
disolvente organico (Patente EP2644623).

Las peliculas segun la Patente No. US20100092545 se preparan a partir de polimeros solubles o insolubles en
agua, preferentemente a partir de 6xido de polietileno, la utilizacion anticipada de las mismas es una alternativa a las
formas farmacéuticas orales. Por esta razén, es muy importante que la distribucion del farmaco sea homogénea (la
variacion entre las muestras hasta el 10%) y que, durante la preparacion, no se produzca agregacion ni
redistribucién del farmaco. Esto se logra especialmente mediante la dosificacion del polimero en una viscosidad alta
(que se puede aumentar aun mas mediante la adicién de otras sustancias, tales como alginato, carragenina, goma
guar y otras), y también se pueden anadir estabilizantes, que evitan la agregacion y migracién del farmaco. Ademas,
una parte del disolvente debe eliminarse durante los primeros 10 minutos para que se forme una pelicula
viscoelastica a partir de la solucién de polimero, en la que no puede proceder ninguna migracion o agregacion,
segun los autores. Esto se logra aplicando una temperatura elevada, que, sin embargo, en el caso de hialuronano y
sus derivados no se puede utilizar ya que causaria la degradacion de la pelicula. En la Patente US20100092545, los
autores no analizan el aspecto resultante de la pelicula, que se ve afectado por la adhesion de la pelicula al sustrato
durante el secado y después del secado. La rugosidad de la superficie de la pelicula tampoco es determinada ni
resulta influida. Las propiedades de la pelicula que podrian modularse de esta manera, tales como la capacidad de
hinchamiento y la velocidad de degradacion, no se dan a conocer en el documento. En cuanto a la aplicacién
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prevista, los autores prefieren que las peliculas se disuelvan en un entorno acuoso.

El documento de Patente No. JP06025306 da a conocer una sintesis de derivados de hialuronano acilado altamente
sustituidos y la utilizacién de los mismos para la preparacion de fibras y peliculas. La sintesis incluye la preparacion
de una suspension del polisacarido en un acido organico. Dado que es una suspension, el polisacarido no se
disuelve perfectamente en el sistema, provocando, de este modo, reacciones no homogéneas y pérdida de
compatibilidad del polisacarido en el sistema. Los autores afirman que la reaccién es catalizada por un superacido,
en este caso por anhidrido de &cido trifluoroacético superelectrofilo, que reacciona vigorosamente con el agua. Por
lo tanto, existe un alto riesgo en el caso de procesos industriales. Los residuos de acido trifluoroacético, que se
forma por hidrélisis de anhidrido cuando entra en contacto con la humedad del aire, pueden estar presentes en los
productos y representan un peligro significativo cuando se utilizan los derivados en aplicaciones biomédicas (Maeda
N. et al., 2014). Ademas, los disolventes clorados se utilizan en la sintesis del derivado, cuya utilizacién la FDA no
recomienda en dispositivos médicos debido al alto riesgo de transferencia de sus residuos a las fibras y peliculas. El
documento de patente menciona la preparacion de fibras y peliculas solo en términos generales y no se ocupa de la
determinacién de las propiedades de las mismas.

Segun otra Patente No. US20120088832, se da a conocer la preparacion de una pelicula porosa a base de
hialuronano y alginato, en la que la pelicula debe utilizarse en medicina, especialmente como preparacion
antiadhesiva. La pelicula es una red interpenetrante reticulada de caracter poroso. En los ejemplos de dicho
documento, no se menciona nada sobre el hinchamiento, la biodegradacién, la solubilidad de la pelicula y no se
incluye la determinacion de los disolventes residuales.

Para la preparacion de peliculas, el documento de Patente No. EP0216453 utilizé hialuronano hidrofobizado con
grupos carboxilicos esterificados de acido glucurénico, que fueron, de este modo, bloqueados e inaccesibles para la
unién al receptor CD44. Para la esterificacion se utilizaron alcoholes aromaticos o de bajo peso molecular. El
procedimiento para preparar una pelicula autoportante incluye disolver un éster de HA en dimetilsulféxido (DMSO),
aplicarlo sobre un vidrio después de la disolucion, el vidrio se sumerge en etanol que extrae DMSO (la pelicula no es
soluble en etanol) y después la pelicula se despega del sustrato de vidrio, se lava con etanol, agua y nuevamente
con etanol. La pelicula resultante se seca durante 48 horas a 30 °C en un dispositivo de compresién.

El documento de Patente No. US20040192643 también menciona peliculas hechas de hialuronano hidrofobizado,
preferentemente un derivado de benzoil HA. Nuevamente, se lleva a cabo la sustitucién en carboxilo, donde para
lograr la insolubilidad del hialuronano se bloquean del 80 al 100 % de todos los grupos carboxilo de HA. El
procedimiento de preparacion de la pelicula corresponde al procedimiento ya mencionado dado a conocer en la
Patente EP216453 anterior. Sin embargo, el secado tiene lugar a 63 °C durante 30 minutos al vacio.

Mediante la extracciéon de DMSO en otro disolvente, pueden formarse defectos superficiales incontrolables, que
podrian ser inaceptables en algunas aplicaciones. Ademas, en caso de que sea necesario utilizar un disolvente de
extraccidn, no se puede garantizar una baja concentracién de disolventes residuales en el producto final. Ademas,
no se mencionan las propiedades mecanicas, fisicas o bioldgicas de las peliculas en los documentos de Patente No.
EP0216453 y US20040192643 mencionados anteriormente.

El documento de Patente No. WO2010137374 da a conocer una membrana permeable de polimero autoportante
que comprende un copolimero de bloques, en la que los componentes de polimero hidréfilo y polimero hidréfobo
estan unidos covalentemente, en la que el componente de polimero hidréfilo forma estructuras cilindricas orientadas
perpendicularmente y el componente de polimero hidréfobo es reticulable. Por lo tanto, la membrana esta
compuesta por un copolimero de blogues reticulado covalentemente. No se menciona el &cido hialurénico. En lo que
respecta al proceso de preparaciéon de dicha membrana, es necesaria la presencia de la denominada “capa de
sacrificio”, que esta presente sobre el sustrato. La solucion del polimero de bloques se aplica sobre la “capa de
sacrificio”, en la que después de que se evapora el disolvente, el componente polimérico hidréfobo del copolimero
de bloques se fotorreticula y, a continuacion, la “capa de sacrificio” debe eliminarse de la membrana resultante por
medio de disolucion, preferentemente en un disolvente en el que la propia membrana sea insoluble.

Como se mencion6 anteriormente, los inconvenientes de las peliculas a base de acido hialurénico conocidas hasta
ahora incluyen especialmente su preparacion complicada de multiples etapas. No se pueden utilizar otros procesos
conocidos de preparacion de peliculas para el hialuronano y sus derivados. Los autores de algunas patentes o
solicitudes de patente no mencionan ninguna posibilidad de afectar a la solubilidad, el hinchamiento y la
biodegradabilidad de la pelicula, lo cual es deseable en aplicaciones en dispositivos médicos. El aspecto de la
pelicula y las propiedades mecanicas de la misma pueden verse influidas por el contacto repetitivo con el disolvente
en el caso del proceso segun las Patentes EP0216453 o US20040192643 (el etanol, mediante el cual se extrae
DMSO, es un agente de precipitacién de hialuronano). Ademas, por ejemplo, se utiiza DMSO, que no puede
eliminarse dentro de un limite de tiempo aceptable mediante secado. Otro inconveniente es la utilizacion de una gran
cantidad de disolventes, lo que causa una mayor probabilidad de presencia de disolventes residuales en el producto.
Algunos procesos utilizan, ademas de hialuronano, también otros polimeros para aumentar la insolubilidad del
material final o para influir en las propiedades de la solucién de polimero inicial.
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El documento de Patente No. WO 2010/105582 A1 da a conocer un procedimiento de modificacién quimica de acido
hialurénico. En dicho documento, no hay intencion de preparar peliculas autoportantes bien definidas para
aplicaciones médicas o biotecnologicas. Se utilizo el término “pelicula”, pero solo para describir la forma del producto
después de la sintesis: después de la evaporacién del disolvente, el producto permanece como una capa sélida en
el fondo de un matraz rotavapor.

El documento de Patente No. WO 2014/082611 A1 da a conocer la utilizacién de un derivado de hialuronano a base
de acido hialurénico acilado para la preparacion de fibras y textiles mediante un procedimiento de hilado en himedo.
El derivado de hialuronano se disuelve en una mezcla de agua y 2-propanol y, a continuacién, se introduce en un
bano de coagulacion, en el que se precipitan monofilamentos continuos (fibras). Los monofilamentos se procesan, a
continuacioén (lavado, secado, opcionalmente alargamiento) a hilos y después a textiles, textiles tricotados o textiles
no tejidos. Este complicado proceso de multiples etapas no permite preparar una pelicula polimérica en el sentido de
la presente invencion, es decir, una capa plana homogénea y compacta (no porosa) de polimero con propiedades
bien definidas, tales como grosor o rugosidad superficial.

El documento de Patente No. US 2006/281912 A1 da a conocer la modificacién de acido hialurénico por grupos acilo
y grupos de sal de cetiltrimetilamonio con la intencion de romper la fuerte unién intermolecular de HA y obtener, de
este modo, ésteres termoplasticos de HA. Estos ésteres deben permitir el procesamiento mediante moldeo,
procesamiento en fusion o procesamiento a alta presion. Dentro de dicho documento, no hay ningun indicio sobre la
preparacion, caracterizacion y utilizacion de peliculas autoportantes.

Caracteristicas de la invencién

Los inconvenientes anteriores del estado de la técnica se superan mediante la pelicula autoportante a base de éster
de acido hialurdnico, segun la presente invencion, cuyo objeto consiste en que comprende un derivado de acido
hialurénico acilado de C1o-Ca2, segln la férmula general (1)

ORy
O OR 1))
O/Mfo °
Nli R10 n

/
CH4CO

enlaque ResH oNa',yenlaqueR'esHo -C(=0)CyHy, en la que x es un numero entero dentro del intervalo de
9 a 21 ey es un numero entero dentro del intervalo de 11 a 43, preferentemente de 19 a 43, y CHy es una cadena
de Co-C21 saturada o insaturada, lineal o ramificada, en la que, como minimo, en una unidad repetitiva uno o mas R’
es -C(=0)CiHy, y en la que n esta dentro del intervalo de 12 a 4.000, preferentemente de 250 a 4.000, mas
preferentemente de 250 a 2.500, de la manera mas preferente de 250 a 1.000, estando el grosor de la pelicula
dentro del intervalo de 2 a 100 um.

Preferentemente, la pelicula, segin la presente invencién, comprende palmitoil hialuronano, porque el acido
palmitico se degrada en el organismo por medio de la B-oxidacion de acidos grasos. Ademas, la pelicula, segun la
presente invencion, comprende, preferentemente, lauroil hialuronano.

La pelicula, segun la presente invencién, comprende un derivado de hialuronano acilado de C1o-C22 (es decir,
hialuronano hidrofobizado), en el que uno o mas enlaces en acilos de C1o-C22 pueden estar insaturados y en el que
el acilo de Cqo-Co2 esta, preferentemente, unido Unicamente en el alcohol primario en la posicion 6 de N-
acetilglucosamina. Por lo tanto, los grupos carboxilicos no se modifican, su retencion es necesaria para las
interacciones del hialuronano con el receptor CD44, que intermedia la interaccion, adhesion y migracion de las
células y que también participa en la interaccién de la célula con el hialuronano. Se comprob6 que, cuanto mayor es
el grado de sustitucion del carboxilo hialurénico, peor es el proceso de interaccion de las células con el hialuronano
(Qiu, Li et al. 2014). Desde este punto de vista, es ventajoso no realizar la modificacion del carboxilo y centrarse en
otros sitios de reaccion, que son grupos alcoholes primarios y/o secundarios, especialmente donde exista el requisito
de grados de sustitucion superiores, que son necesarios para la mayoria de las aplicaciones.

La pelicula, segun la presente invencién, preparada a partir del derivado de acido hialurénico acilado C1o-Cz, segun
la férmula | anterior, no es citotdxica con respecto a las células, es biocompatible y biodegradable, incluso en el caso
de utilizar un derivado altamente sustituido (incluyendo el grado de sustitucion por el acilo del 100 %). Para
aplicaciones en medicina, en las que existe el prerrequisito de que la pelicula se someta a tensiones mecanicas
(barreras antiadhesivas, ingenieria de tejidos, etc.), es mas preferente utilizar una forma que sea insoluble en
medios acuosos, es decir, una pelicula, segun la presente invencién, en lugar de la forma reticulada covalentemente
que a menudo es fragil al hincharse. La pelicula, segun la presente invencién, forma una membrana elastica
resistente tras la hidratacion, que puede ser sometida a una tension mecéanica en un cierto grado (mediante
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alargamiento, flexion, compresion).
Las peliculas no son citotoxicas con respecto a las células (pruebas in vitro).

Segun una realizacién preferente de la presente invencion, la pelicula comprende derivados acilados de acido
hialurénico, que tienen un peso molecular de 1 x 10° a 1 x 10° g/mol, preferentemente de 1 x 10° a 5 x 10° g/mol,
mas preferentemente de 2 x 10° a 3 x 10° g/mol.

Segun otra realizacion preferente de la presente invencion, la pelicula comprende derivados acilados de acido
hialurénico, que tienen el grado de sustitucién dentro del intervalo del 15 al 160 %, preferentemente del 50 al 100 %,
mas preferentemente del 80 al 100 %.

El grado de sustitucién del 100 % significa que cada grupo alcohdlico primario (-C6) del dimero de hialuronano esta
sustituido por una cadena alifatica. El grado de sustitucion por encima del 100 % significa que ademas de cada
grupo alcohdlico primario (-C6) del dimero, también se sustituyen aleatoriamente algunos grupos alcohdlicos
secundarios (-C4 en N-acetilglucosamina o -C2 o -C3 en &cido glucurénico).

Sorprendentemente, se descubrié que la pelicula, segin la presente invencion, es biodegradable incluso en el caso
de utilizar un derivado con un alto grado de sustitucién, que esta entre el 80 y el 100 %, e incluso hasta el 160 %.

La pelicula tiene un grosor dentro del intervalo de 2 a 100 um, preferentemente dentro del intervalo de 5 a 25 um.

Segun otra realizacion preferente de la presente invencion, el médulo de Young esta dentro del intervalo de 1 a 5000
MPa en estado seco, preferentemente dentro del intervalo de 500 a 5000 MPa, mas preferentemente de 1000 a
3000 MPa.

En el caso de peliculas secas no hidratadas, segun la presente invencion, el médulo de Young es independiente del
grado de sustitucién, el sustituyente y el peso molecular de HA. En estado hidratado, es muy dificil cuantificar el
maédulo de Young por razones técnicas, sin embargo, las pruebas visuales permiten evaluar que con la disminucion
del peso molecular la tenacidad de la pelicula disminuye, la pelicula se vuelve mas fragil. Ademas, con un grado de
sustitucién creciente, el moédulo de Young en estado hidratado aumenta.

Segun otra realizacion preferente de la presente invencion, la RMS (media cuadratica) de rugosidad superficial de,
como minimo, una de las superficies de la pelicula esta dentro del intervalo de 0,5 a 100 nm, preferentemente dentro
del intervalo de 0,5 a 2 nm.

Segun otra realizacion preferente de la presente invencién, la pelicula puede comprender sustancias biol6gicamente
activas que se seleccionan entre el grupo que comprende sustancias activas farmacéutica y cosméticamente,
preferentemente vitaminas, farmacos, preferentemente citostaticos, esteroides, otros fitoextractos, fitocomplejos o
sustancias fitoactivas y similares.

Las caracteristicas Unicas de la pelicula, segun la presente invencion, son: 1) la pelicula estd compuesta Unicamente
por hialuronano hidrofobizado, 2) no se utilizan polimeros sintéticos, 3) la pelicula no comprende disolventes téxicos,
4) los eventuales disolventes residuales no son tdxicos y estan por debajo de los limites para utilizacion médica, 5) la
capacidad de hinchamiento y la solubilidad de la pelicula se pueden controlar modificando el grado de sustitucion de
hialuronano, 6) se puede controlar la velocidad de degradacién de la pelicula modificando el grado de sustituciéon de
hialuronano, 7) la pelicula no se deforma en la superficie y el grosor de la misma es homogéneo, 8) se puede
controlar el aspecto superficial de la pelicula, 9) se pueden controlar las propiedades mecanicas de la pelicula,
especialmente en su forma hidratada, 10) la rugosidad RMS de, como minimo, una de las superficies de la pelicula
puede ser inferior a 2 nm, 11) se puede controlar el grosor de la pelicula, 12) la pelicula no es adherente para las
células, 13) la pelicula no comprende la denominada “superficie de piel”. La “superficie de piel” es una costra
superficial debido a la cual la pelicula se deformaria, retorceria y debajo de la cual se podrian formar burbujas. Se
forma durante el secado de una solucion de polimero en el aire cuando a menudo aparece una capa de polimero
altamente concentrado cerca de la superficie. Esta capa posee propiedades reologicas significativamente diferentes
con respecto al resto de la pelicula. El secado de la pelicula, segln la presente invencion, se produce de tal manera
que la pelicula no se abre a su entorno (se esta secando en un espacio cerrado), y, en consecuencia, se esta
secando mas lentamente y existe una mayor tension de los vapores del disolvente por encima de la solucién. Dicha
disposicion ayuda a prevenir la formacién de la costra superficial. Sorprendentemente, se descubrié que incluso en
el caso de que la humedad en el espacio cerrado durante el secado de la pelicula fuera baja, no se formaba la
costra superficial.

En las peliculas, segun la presente invencion, no se han encontrado residuos de agentes de hidrofobizacion que
pudieran originarse en el sustrato sobre el que se prepara la pelicula.

En comparacion con los procesos de la técnica anterior, el procedimiento de preparaciéon de la pelicula, segun la
presente invencion, es muy sencillo y consiste en disolver el hialuronano hidrofobizado (de cualquier peso molecular
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dado a conocer y de cualquier grado de sustitucién dado a conocer) en el respectivo disolvente, aplicar la respectiva
cantidad del mismo sobre un sustrato definido, y evaporar el disolvente en una disposicion en la que hay una mayor
tensién de vapor del disolvente por encima de la solucién que se esta secando en un espacio cerrado. La
evaporacion del disolvente se lleva a cabo mediante evaporacion libre del disolvente o calentando la superficie
inferior de la pelicula que descansa sobre el sustrato mientras se calienta o enfria la superficie superior de la pelicula
(secado en gradiente de temperatura y en un espacio cerrado). Por lo tanto, el procedimiento de preparacion de la
pelicula, segun la presente invencion, es muy econémico y sencillo. También es importante que la superficie de la
pelicula, segun la presente invencion, sea muy lisa (RMS hasta 2 nm) en el lado contiguo al sustrato (es decir, la
superficie inferior de la pelicula). El lado opuesto de la pelicula (es decir, la superficie superior de la pelicula) es mas
rugoso dependiendo de las condiciones de secado y del tipo del derivado.

Segun otro aspecto, la presente invencion se refiere, ademas, al procedimiento de preparacién de la pelicula, segin
la presente invencién, que consiste en que se prepara una solucién que comprende un derivado de &cido hialurénico
acilado de C+o-Ca2, segun la férmula general (l) anterior, en una mezcla de agua y alcohol de C1-Cg, preferentemente
etanol o propan-2-ol, que se agita, a continuacién, se aplica sobre un sustrato y se seca en un espacio cerrado,
después de lo cual se retira del sustrato.

Segun otra realizacién preferente del procedimiento, segun la presente invencion, la cantidad del derivado de acido
hialurénico acilado de C10-Cz2 en la solucion esta dentro del intervalo del 0,5 al 3 % en peso, el contenido del alcohol
de C1-Cs, preferentemente etanol o propan-2-ol, esta dentro del intervalo del 25 al 55 % en volumen y el contenido
de agua en la solucion estd dentro del intervalo del 45 al 75 % en volumen. La solucién preparada tiene una
viscosidad relativamente baja con lo que se evita la formacion de burbujas al agitar y dosificar la solucién.

Segun otra realizacién preferente del procedimiento, segun la presente invencidn, la solucién se agita durante de 20
a 72 horas, preferentemente de 20 a 48 horas.

Segun otra realizacion preferente del procedimiento, segun la presente invencion, el secado de la pelicula se lleva a
cabo en un espacio cerrado a la temperatura de 20 °C a 50 °C, preferentemente de 30 °C a 40 °C; durante de 3 a 6
horas, preferentemente de 4 a 5 horas.

Segun otra realizacion preferente del procedimiento, segun la presente invencion, el secado de la pelicula se lleva a
cabo en un gradiente de temperatura, que se realiza calentando la superficie inferior de la pelicula que descansa
sobre el sustrato a una temperatura que es, como minimo, 1 °C mas alta que la temperatura a la que se calienta o
enfria la superficie superior opuesta de la pelicula. Preferentemente, la superficie inferior de la pelicula que
descansa sobre el sustrato se calienta a una temperatura dentro del intervalo de 20 °C a 60 °C y la superficie
superior opuesta de la pelicula se calienta o enfria a una temperatura dentro del intervalo de 10 °C a 59 °C. Mas
preferentemente, la superficie inferior de la pelicula que descansa sobre el sustrato se calienta a la temperatura de
50 °C y la superficie superior opuesta de la pelicula se enfria a la temperatura de 20 °C. Cuando se aplica el
gradiente de temperatura, la pelicula se seca en un espacio cerrado.

Segun otra realizacion preferente del procedimiento, segun la presente invencién, la solucién se seca en el gradiente
de temperatura durante de 6 a 12 horas, preferentemente 6 horas.

La ventaja de la preparacion de la pelicula, segun la presente invencién, es el hecho de que la pelicula es insoluble
en medio acuoso y que esta formada Unicamente por el hialuronano acilado, segun la formula general | definida
anteriormente, sin necesidad de afadir agentes reticulantes ni de tratamiento adicional. La pelicula, segun la
presente invencion, también comprende una gran cantidad de materia seca, preferentemente mas del 85 %.

La solucion del derivado de hialuronano acilado utilizada para la preparacién de peliculas, segun la presente
invencién, puede modificarse, preferentemente, de diversas formas, las sustancias activas biolégicamente pueden
mezclarse en la solucion, seleccionandose las sustancias activas biolégicamente entre el grupo que comprende
sustancias activas farmacéutica y cosméticamente, preferentemente vitaminas, farmacos, preferentemente
citostaticos, esteroides, otros fitoextractos, fitocomplejos o sustancias fitoactivas y similares.

Segun otra realizaciéon preferente del procedimiento, segin la presente invencién, el sustrato es un polimero
seleccionado entre el grupo que comprende alcohol polivinilico, polipropileno, polietileno, polioximetileno o
poliestireno. Ademas, el sustrato puede ser vidrio hidrofobizado. En una realizacion preferente, se utiliza vidrio
hidrofobizado. El angulo de contacto de humectacién de la superficie del sustrato por agua desmineralizada esta
dentro del intervalo de 30° a 120°, preferentemente de 50° a 70°.

La ventaja del procedimiento dado a conocer anteriormente, segun la presente invencién, es, ademas de la sencillez
del mismo, también la posibilidad de preparar una pelicula que tenga una superficie muy lisa desde el lado del
sustrato (es decir, con una superficie inferior muy lisa de la pelicula) eligiendo un sustrato adecuado que sea muy
liso en si mismo.

La posibilidad de influir en la deformacion y el aspecto general de la pelicula parece ser muy Uutil, efectuandose la
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influencia al afectar a la adhesién (interaccion) de la soluciéon de polimero, la pelicula secante y la seca al sustrato
sobre el que se aplica la solucion y sobre el que tiene lugar el secado. Es preferente que la pelicula de polimero esté
completamente adherida al sustrato, no se despegue espontaneamente y, al mismo tiempo, que la pelicula se pueda
retirar del sustrato simplemente aplicando una fuerza minima.

Una buena humectabilidad de la superficie del sustrato por la solucion de polimero es la primera etapa de adhesion.
La adhesion de la pelicula secante y la seca, segun la presente invencion, al sustrato y, por tanto, el aspecto de la
pelicula pueden verse influidos por la seleccion de un sustrato que tenga diversas humectabilidades de la superficie,
expresadas por el angulo de contacto. Para cada tipo de derivado (diferente modificacién, diferente peso molecular y
diferente grado de sustitucion), se puede utilizar, preferentemente, un sustrato que tenga un valor de humectabilidad
totalmente especifico. En el caso de peliculas bien adheridas, su superficie es plana después de despegarse, en el
caso de peliculas menos adheridas o no adherentes, la superficie de las mismas estd mas o menos deformada o
encogida. Preferentemente, se utiliza vidrio hidrofobizado como sustrato.

La pelicula se prepara evaporando una mezcla de un disolvente organico (tipicamente alcohol de C1-Cg) con agua.
La superficie de la pelicula preparada de este modo tiene el aspecto superficial y la rugosidad RMS controlados por
la seleccion de disolventes, derivados, condiciones de secado y el sustrato 6ptimos y puede prepararse como
transparente. El grosor de la pelicula es de 2 a 100 um, preferentemente de 5 a 25 um. Dado que la pelicula se
prepara sobre un sustrato cuya humectabilidad se puede modular, se puede influir en la adhesion de la pelicula al
sustrato y, por tanto, también en la morfologia de la superficie de la pelicula.

La preparacién de la pelicula se realiza de la siguiente manera: la solucién de un derivado de hialuronano acilado
que tiene una viscosidad relativamente baja, después de haber sido suficientemente agitada, se aplica sobre un
sustrato adecuado y se seca. La baja viscosidad de la solucion que se aplica sobre el sustrato evita la formacion de
burbujas al agitar y dosificar la solucién. A continuacion, la pelicula se retira del sustrato. El tiempo de secado varia
de 5 a 12 horas, dependiendo del volumen y la concentracion de la soluciéon y, ademas, de las temperaturas
establecidas y del disolvente utilizado. La pelicula comprende menos del 0,02 % del disolvente, por ejemplo, etanol o
propan-2-ol, con lo que cumple de forma segura los requisitos sobre la cantidad de disolventes residuales para
utilizacion médica. Dicho material puede utilizarse para la construccién de un dispositivo médico. La ventaja del
procedimiento de preparacién de una pelicula de este tipo, segln la presente invencion, es que la pelicula es
insoluble en medios acuosos y esta compuesta Unicamente por el hialuronano modificado, sin necesidad de anadir
agentes reticulantes ni de tratamiento adicional.

La pelicula, segun la presente invencién, se puede utilizar, segin la presente invencion, por ejemplo, para la
produccion de barreras antiadhesivas y para otras aplicaciones en medicina humana y veterinaria. La degradacién
de la pelicula en el cuerpo humano puede ser modulada por el peso molecular del derivado utilizado y por el grado
de sustitucion del hialuronano por el alquilo, y varia entre varias horas y varios meses. Los derivados de hialuronano
acilado, asi como las peliculas preparadas a partir de los mismos, son degradables in vitro.

La capacidad de hinchamiento de la pelicula, o la solubilidad de la misma, también esta controlada por el peso
molecular del derivado utilizado y por el grado de sustitucién de la cadena de hialuronano por el alquilo de C1o-Caz.

Es importante que, a diferencia de los derivados dados a conocer en los documentos de patente de la técnica
anterior, la pelicula, segun la presente invencion, comprenda Unicamente el derivado de &cido hialuronico acilado de
C10-C22 que ha retenido todos sus grupos carboxilicos de acido glucurénico, que son los grupos que son
responsables de las propiedades bioldgicas del hialuronano.

Otro aspecto de la presente invencion es influir en el aspecto superficial de la pelicula mediante la influencia de la
adhesién del polimero seco al sustrato sobre el que se prepara la pelicula. El resultado de la misma puede ser una
pelicula muy plana sin arrugarse ni encogerse.

Segun otra realizacién mas, la pelicula, segun la presente invencion, tal como se definié anteriormente, se utiliza en
aplicaciones médicas, aplicaciones biotecnolégicas o como soporte para el depdsito de componentes activos.
Preferentemente, se utiliza para la construccién de un dispositivo médico, tal como barreras antiadhesivas, ya que
las células no se adhieren a las mismas. Ademas, las aplicaciones médicas preferentes en las que se puede utilizar
la pelicula, segun la presente invencion, incluyen, por ejemplo, aplicaciones médico-farmacéuticas, tales como el
tratamiento de heridas cronicas y agudas o, por ejemplo, aplicaciones dentales.

Definiciones de los términos

El término “grado de sustitucidn” significa el nimero de acilos de C1o-C22 unidos a 100 dimeros de hialuronano. Por
ejemplo, el grado de sustitucion del 20 % significa que 20 de cada 100 dimeros de hialuronano estan sustituidos por
acilos de C1o-Cz2. Durante la sustitucion, el atomo de hidrégeno del grupo hidroxilo primario de N-acetilglucosamina
o de los grupos OH secundarios de &cido glucurdnico se sustituye por un acilo de C1o-Coz.

El término “pelicula” significa una lamina fina de polimero autoportante, una estructura plana.
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El término “area de la pelicula” significa el area de la pelicula calculada a partir de sus dimensiones (en m?).

El término “dispositivo médico” significa una ayuda que se puede utilizar por si misma o en combinacién con
cualquier accesorio para una utilizacion especifica con fines médicos o de diagnostico, tal como una barrera
antiadhesiva.

El término “espacio cerrado” significa un espacio en el que el secado de la pelicula se realiza a una temperatura
determinada o en un gradiente de temperatura y que esta cerrado sin el libre acceso del aire ambiente.

El término "medio acondicionado” significa un medio acondicionado con THP-1 (linea celular de cancer de monocitos
humanos), que es un medio RPMI estandar (medio del Roswell Park Memorial Institute) enriquecido con suero fetal
bovino al 10 % en el que las células THP-1 de la linea celular humana se cultivaron de forma continua durante 7
dias. Las células THP-1 se utilizan como modelo de monocitos humanos y producen, ademas de varios factores de
crecimiento y citocinas, también enzimas que provocan la degradacion de los componentes de la matriz extracelular,
especialmente metaloproteinasas de la matriz, hialuronidasas o esterasas. Antes de la utilizacion o la congelacion, el
medio se centrifugd y se filtré a través de un filtro de 0,22 um para garantizar la pureza y esterilidad.

Descripcion de dibujos:

Figura 1: efecto de la adhesion de la pelicula (a, b) a base del derivado oleilico de hialuronato de sodio sobre el
aspecto superficial de la misma (c)

Figura 2: efecto de la adhesion de la pelicula a base del derivado palmitoilico de hialuronato de sodio sobre el
aspecto superficial de la misma

Figura 3: comparacién de las peliculas preparadas, segun los ejemplos 2 (b) y 18 (a), después de 3 semanas de
degradacién en un medio acondicionado.

Figura 4: prueba de la presencia de oligosacaridos a base de HA en la solucidon de la pelicula, segun el ejemplo 5,
(DS = 20 %) después de incubacion en DMEM (medio Eagle modificado por Dulbecco) con adicion de una enzima,
mediante HPLC. La figura muestra 3 cromatogramas correspondientes a (i) separacion de estandares de
oligosacaridos de HA (estandar HA2 (tz = 4,1 min), HA4 (fzr = 12 min), HA6 (&zr = 18,1 min), HA8 (izr = 22,9 min)), (ii)
una muestra en blanco - DMEM con adicién de una enzima y (iii) solucién en la que se llevé a cabo la incubacion de
la pelicula.

Figura 5: morfologia de la pelicula preparada segun el ejemplo 16 desde el lado del sustrato

Figura 6: viabilidad de la suspension de células THP-1 después de 24 y 72 horas de incubacion con la pelicula
preparada, segun el ejemplo 1, a base del derivado palmitoilico de hialuronato de sodio

Figura 7: induccion de la muerte celular después de 24 horas de incubacién con la pelicula preparada, segun el
ejemplo 1, a base del derivado palmitoilico de hialuronato de sodio

Figura 8: induccion de la muerte celular después de 72 horas de incubacién con la pelicula preparada, segun el
ejemplo 1, a base del derivado palmitoilico de hialuronato de sodio

Figura 9: inhibicion por contacto del crecimiento de fibroblastos de raton 3T3 Swiss provocada por la pelicula
preparada, segun el ejemplo 1.

Figura 10: propiedades antiadhesivas celulares de la pelicula, A - la pelicula preparada segun el ejemplo 17,
superficie superior de la pelicula, B - la pelicula preparada segun el ejemplo 17, superficie inferior de la pelicula, C -
la pelicula preparada segun el ejemplo 2, superficie superior de la pelicula, D - la pelicula preparada segun el
ejemplo 2, superficie inferior de la pelicula, CTRL - control

Ejemplos

Ejemplo 1. Preparacion de la pelicula a base de derivado palmitoilico de hialuronato de sodio

Se disolvieron 100 mg de derivado palmitoilico de hialuronato de sodio que tenia el grado de sustitucién del 100 % y
un peso molecular de 2,8 x 10° g/mol en 20 ml de una solucién al 55 % de propan-2-ol y se agitaron durante, como
minimo, 72 horas. Después de agitar, la solucién se dosificdé sobre un vidrio hidrofobizado que tenia la
humectabilidad por agua desmineralizada de 61° (+/- 2°) y se sec6 en un espacio cerrado, en un gradiente de
temperatura a la temperatura de la placa inferior de 50 °C y la temperatura de la placa superior de 40 °C durante 12
horas. Después de secar, la pelicula se evalud, se retird del vidrio hidrofobizado y se caracterizd. Se determiné que
el grosor de la pelicula preparada de este modo era de aproximadamente 15 um. Se determind que la materia seca
era aproximadamente el 92 %.

Ejemplo 2. Preparacion de la pelicula a base de derivado palmitoilico de hialuronato de sodio

Se disolvieron 100 mg de derivado palmitoilico de hialuronato de sodio que tenia el grado de sustitucién del 100 % y
un peso molecular de 2,12 x 10° g/mol en 20 ml de una solucion al 55 % de propan-2-ol y se agitaron durante, como
minimo, 48 horas. Después de agitar, la solucién se dosificdé sobre un vidrio hidrofobizado que tenia la
humectabilidad por agua desmineralizada de 61° (+/- 2°) y se sec6 en un espacio cerrado, en un gradiente de
temperatura a la temperatura de la placa inferior de 50 °C y la temperatura de la placa superior de 20 °C durante 6
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horas. Después de secar, la pelicula se evalud, se retird del vidrio hidrofobizado y se caracterizd. Se determiné que
el grosor de la pelicula preparada de este modo era de aproximadamente 15 um.

Ejemplo 3. Preparacion de la pelicula a base de derivado palmitoilico de hialuronato de sodio

Se disolvieron 100 mg de derivado palmitoilico de hialuronato de sodio que tenia el grado de sustitucion del 55 % y
un peso molecular de 6,0 x 10° g/mol en 20 ml de una solucién al 50 % de etanol y se agitaron durante, como
minimo, 20 horas. Después de agitar, la solucion se dosific6 sobre un sustrato de polietiieno que tenia la
humectabilidad por agua desmineralizada de 79° (+/- 4°) y se sec6 en un espacio cerrado, en un gradiente de
temperatura a la temperatura de la placa inferior de 30 °C y la temperatura de la placa superior de 29 °C durante 12
horas. Después de secar, la pelicula se evalud, se retiré del sustrato y se caracterizd. Se determin6 que el grosor de
la pelicula preparada de este modo era de aproximadamente 15 um.

Ejemplo 4. Preparacion de la pelicula a base de derivado palmitoilico de hialuronato de sodio

Se disolvieron 50 mg de derivado palmitoilico de hialuronato de sodio que tenia el grado de sustitucién del 31 % y un
peso molecular de 9,9 x 10° g/mol en 20 ml de una solucién al 45 % de etanol y se agitaron durante, como minimo,
20 horas. Después de agitar, la solucion se dosificé sobre un vidrio hidrofobizado que tenia la humectabilidad por
agua desmineralizada de 61° (+/- 2°) y se sec6 en un espacio cerrado evaporando el disolvente a la temperatura de
30 °C durante 4 horas. Después de secar, la pelicula se evalud, se retird del sustrato y se caracteriz6. Se determiné
que el grosor de la pelicula preparada de este modo era de aproximadamente 8 um.

Ejemplo 5. Preparacion de la pelicula a base de derivado palmitoilico de hialuronato de sodio

Se disolvieron 100 mg de derivado palmitoilico de hialuronato de sodio que tenia el grado de sustitucion del 20 % y
un peso molecular de 2,4 x 10° g/mol en 20 ml de una solucién al 25 % de etanol y se agitaron durante, como
minimo, 20 horas. Después de agitar, la solucion se dosific6 sobre un sustrato de poliestireno que tenia la
humectabilidad por agua desmineralizada de 102° (+/- 4°) y se secd en un espacio cerrado, en un gradiente de
temperatura a la temperatura de la placa inferior de 50 °C y la temperatura de la placa superior de 20 °C durante 12
horas. Después de secar, la pelicula se evalud, se retiré del sustrato y se caracterizd. Se determin6 que el grosor de
la pelicula preparada de este modo era de aproximadamente 15 um.

Ejemplo 6. Preparacion de la pelicula a base de derivado erucoilico de hialuronato de sodio

Se disolvieron 100 mg de derivado erucoilico de hialuronato de sodio que tenia el grado de sustitucién del 160 % y
un peso molecular de 2,04 x 10° g/mol en 20 ml de una solucion al 60 % de propan-2-ol y se agitaron durante, como
minimo, 20 horas. Después de agitar, la solucion se dosificé sobre un sustrato de polipropileno que tenia la
humectabilidad por agua desmineralizada de 105° (+/- 2°) y se secé en un espacio cerrado evaporando el disolvente
a la temperatura de 50 °C durante 3 horas. Después de secar, la pelicula se evalud, se retir6 del sustrato y se
caracteriz6. Se determiné que el grosor de la pelicula preparada de este modo era de aproximadamente 15 pm.

Ejemplo 7. Preparacion de la pelicula a base de derivado lauroilico de hialuronato de sodio

Se disolvieron 100 mg de derivado lauroilico de hialuronato de sodio que tenia el grado de sustitucion del 64 % y un
peso molecular de 3,2 x 10° g/mol en 20 ml de una solucién al 50 % de propan-2-ol y se agitaron durante, como
minimo, 20 horas. Después de agitar, la solucion se dosifico sobre vidrio hidrofobizado que tenia la humectabilidad
por agua desmineralizada de 50° (+/- 3°) y se secO en un espacio cerrado, en un gradiente de temperatura a la
temperatura de la placa inferior de 50 °C y la temperatura de la placa superior de 20 °C durante 6 horas. Después de
secar, la pelicula se evaluo, se retird del sustrato y se caracteriz6. Se determind que el grosor de la pelicula
preparada de este modo era de aproximadamente 15 um.

Ejemplo 8. Preparacion de la pelicula a base de derivado lauroilico de hialuronato de sodio

Se disolvieron 100 mg de derivado lauroilico de hialuronato de sodio que tenia el grado de sustitucion del 90 % y un
peso molecular de 1,88 x 10° g/mol en 20 ml de una solucién al 50 % de propan-2-ol y se agitaron durante, como
minimo, 20 horas. Después de agitar, la solucion se dosifico sobre vidrio hidrofobizado que tenia la humectabilidad
por agua desmineralizada de 61° (+/- 2°) y se secé en un espacio cerrado evaporando el disolvente a la temperatura
de 20 °C durante 6 horas. Después de secar, la pelicula se evalud, se retiré del sustrato y se caracterizd. Se
determiné que el grosor de la pelicula preparada de este modo era de aproximadamente 15 pm.

Ejemplo 9. Preparacion de la pelicula a base de derivado oleilico de hialuronato de sodio
Se disolvieron 100 mg de derivado oleilico de hialuronato de sodio que tenia el grado de sustitucién del 20 % y un

peso molecular de 2,8 x 10° g/mol en 20 ml de una solucién al 50 % de propan-2-ol y se agitaron durante, como
minimo, 20 horas. Después de agitar, la solucion se dosificd sobre un sustrato de cloruro de polivinilo que tenia la
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humectabilidad por agua desmineralizada de 95° (+/- 5°) y se sec6 en un espacio cerrado, en un gradiente de
temperatura a la temperatura de la placa inferior de 50 °C y la temperatura de la placa superior de 20 °C durante 6
horas. Después de secar, la pelicula se evalud, se retiré del sustrato y se caracterizd. Se determin6 que el grosor de
la pelicula preparada de este modo era de aproximadamente 15 um.

Ejemplo 10. Preparacion de la pelicula a base de derivado oleilico de hialuronato de sodio

Se disolvieron 300 mg de derivado oleilico de hialuronato de sodio que tenia el grado de sustitucién del 20 % y un
peso molecular de 2,8 x 10° g/mol en 20 ml de una solucién al 30 % de propan-2-ol y se agitaron durante, como
minimo, 20 horas. Después de agitar, la solucion se dosifico sobre vidrio hidrofobizado que tenia la humectabilidad
por agua desmineralizada de 57° (+/- 3°) y se secO en un espacio cerrado, en un gradiente de temperatura a la
temperatura de la placa inferior de 50 °C y la temperatura de la placa superior de 20 °C durante 12 horas. Después
de secar, la pelicula se evalud, se retird del sustrato y se caracterizd. Se determin6 que el grosor de la pelicula
preparada de este modo era de aproximadamente 40 um.

Ejemplo 11. Preparacion de la pelicula a base de derivado oleilico de hialuronato de sodio

Se disolvieron 300 mg de derivado oleilico de hialuronato de sodio que tenia el grado de sustitucién del 20 % y un
peso molecular de 2,8 x 10° g/mol en 20 ml de una solucién al 30 % de propan-2-ol y se agitaron durante, como
minimo, 20 horas. Después de agitar, la solucion se dosifico sobre vidrio hidrofobizado que tenia la humectabilidad
por agua desmineralizada de 107° (+/- 1°) y se sec6 en un espacio cerrado, en un gradiente de temperatura a la
temperatura de la placa inferior de 50 °C y la temperatura de la placa superior de 20 °C durante 12 horas. Después
de secar, la pelicula se evalud, se retird del sustrato y se caracterizd. Se determin6 que el grosor de la pelicula
preparada de este modo era de aproximadamente 40 um.

Ejemplo 12. Preparacion de la pelicula a base de derivado caprinilico (C10) de hialuronato de sodio

Se disolvieron 100 mg de derivado caprinilico (C10) de hialuronato de sodio que tenia el grado de sustitucién del
87 % y un peso molecular de 2,50 x 10° g/mol en 20 ml de etanol al 50 % y se agitaron durante, como minimo, 20
horas. Después de agitar, la solucién se dosifico sobre vidrio hidrofobizado que tenia la humectabilidad por agua
desmineralizada de 61° (+/- 2°) y se sec6 en un espacio cerrado, en un gradiente de temperatura a la temperatura
de la placa inferior de 60 °C y la temperatura de la placa superior de 40 °C durante 10 horas. Después de secar, la
pelicula se evalud, se retird del sustrato y se caracterizd. Se determind que el grosor de la pelicula preparada de
este modo era de aproximadamente 15 um, se determind que la materia seca era de aproximadamente el 92 %. Se
determiné que la capacidad de hinchamiento de la pelicula era superior al 100 % (se midi6 la variacién del area de la
pelicula) en estado de equilibrio.

Ejemplo 13. Preparacion de la pelicula a base de derivado behenoilico de hialuronato de sodio

Se disolvieron 100 mg de derivado behenoilico de hialuronato de sodio que tenia el grado de sustitucion del 16 % y
un peso molecular de 3,3 x 10° g/mol en 20 ml de una solucién al 50 % de propan-2-ol y se agitaron durante, como
minimo, 20 horas. Después de agitar, la solucion se dosificé sobre un sustrato de polipropileno que tenia la
humectabilidad por agua desmineralizada de 105° (+/- 2°) y se secd en un espacio cerrado, en un gradiente de
temperatura a la temperatura de la placa inferior de 50 °C y la temperatura de la placa superior de 20 °C durante 6
horas. Después de secar, la pelicula se evalud, se retiré del sustrato y se caracterizd. Se determin6 que el grosor de
la pelicula preparada de este modo era de aproximadamente 15 um.

Ejemplo 14. Preparacion de la pelicula a base de derivado lauroilico de hialuronato de sodio

Se disolvieron 100 mg de derivado lauroilico de hialuronato de sodio que tenia el grado de sustitucion del 29 % y un
peso molecular de 1,88 x 10° g/mol en 20 ml de una solucién al 50 % de propan-2-ol y se agitaron durante, como
minimo, 20 horas. Después de agitar, la solucion se dosifico sobre vidrio hidrofobizado que tenia la humectabilidad
por agua desmineralizada de 61° (+/- 2°) y se secO en un espacio cerrado, en un gradiente de temperatura a la
temperatura de la placa inferior de 50 °C y la temperatura de la placa superior de 20 °C durante 7 horas. Después de
secar, la pelicula se evaluo, se retird del sustrato y se caracteriz6. Se determind que el grosor de la pelicula
preparada de este modo era de aproximadamente 15 um.

Ejemplo 15. Preparacion de la pelicula a base de derivado oleilico de hialuronato de sodio

Se disolvieron 100 mg de derivado oleilico de hialuronato sédico que tenia el grado de sustitucién del 15 % y un
peso molecular de 2,8 x 10° g/mol en 20 ml de una solucién al 50 % de propan-2-ol y se agitaron durante, como
minimo, 48 horas. Después de agitar, la solucion se dosificé sobre vidrio hidrofobizado que tenia la humectabilidad
por agua desmineralizada de 61° (+/- 2°) y se secO en un espacio cerrado, en un gradiente de temperatura a la
temperatura de la placa inferior de 50 °C y la temperatura de la placa superior de 20 °C durante 12 horas. Después
de secar, la pelicula se evalud, se retird del sustrato y se caracterizd. Se determin6 que el grosor de la pelicula
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preparada de este modo era de aproximadamente 15 um.
Ejemplo 16. Preparacion de la pelicula a base de derivado palmitoilico de hialuronato de sodio

Se disolvieron 100 mg de derlvado palmitoilico de hialuronato de sodio que tenia el grado de sustitucién del 34 % y
un peso molecular de 2,67 x 10° g/mol en 20 ml de una solucion al 50 % de etanol y se agitaron durante, como
minimo, 48 horas. Después de agitar, la solucion se dosifico sobre vidrio hidrofobizado que tenia la humectabilidad
por agua desmineralizada de 61° (+/- 2°) y se secO en un espacio cerrado, en un gradiente de temperatura a la
temperatura de la placa inferior de 50 °C y la temperatura de la placa superior de 20 °C durante 12 horas. Después
de secar, la pelicula se evalud, se retird del sustrato y se caracterizd. Se determin6 que el grosor de la pelicula
preparada de este modo era de aproximadamente 15 um.

Ejemplo 17. Preparacion de la pelicula a base de derivado palmitoilico de hialuronato de sodio

Se disolvieron 100 mg de derlvado palmitoilico de hialuronato de sodio que tenia el grado de sustitucién del 60 % y
un peso molecular de 2,8 x 10° g/mol en 20 ml de una solucién al 50 % de etanol y se agitaron durante, como
minimo, 48 horas. Después de agitar, la solucion se dosifico sobre vidrio hidrofobizado que tenia la humectabilidad
por agua desmineralizada de 61° (+/- 2°) y se secO en un espacio cerrado, en un gradiente de temperatura a la
temperatura de la placa inferior de 50 °C y la temperatura de la placa superior de 20 °C durante 12 horas. Después
de secar, la pelicula se evalud, se retird del sustrato y se caracterizd. Se determin6 que el grosor de la pelicula
preparada de este modo era de aproximadamente 15 um.

Ejemplo 18. Preparacion de la pelicula a base de derivado palmitoilico de hialuronato de sodio

Se disolvieron 100 mg de derlvado palmitoilico de hialuronato de sodio que tenia el grado de sustitucién del 31 % y
un peso molecular de 2,7 x 10° g/mol en 20 ml de una solucién al 50 % de propan-2-ol y se agitaron durante, como
minimo, 20 horas. Después de agitar, la solucion se dosifico sobre vidrio hidrofobizado que tenia la humectabilidad
por agua desmineralizada de 61° (+/- 2°) y se secO en un espacio cerrado, en un gradiente de temperatura a la
temperatura de la placa inferior de 50 °C y la temperatura de la placa superior de 20 °C durante 12 horas. Después
de secar, la pelicula se evalud, se retird del sustrato y se caracterizd. Se determin6 que el grosor de la pelicula
preparada de este modo era de aproximadamente 15 um.

Ejemplo 19. Preparacion de la pelicula a base de derivado lauroilico de hialuronato de sodio

Se disolvieron 100 mg de derlvado lauroilico de hialuronato de sodio que tenia el grado de sustitucion del 58 % y un
peso molecular de 1,88 x 10° g/mol en 20 ml de una solucién al 50 % de propan-2-ol y se agitaron durante, como
minimo, 48 horas. Después de agitar, la solucion se dosificé sobre vidrio hidrofobizado que tenia la humectabilidad
por agua desmineralizada de 61° (+/- 2°) y se secO en un espacio cerrado, en un gradiente de temperatura a la
temperatura de la placa inferior de 20 °C y la temperatura de la placa superior de 10 °C durante 12 horas. Después
de secar, la pelicula se evalud, se retird del sustrato y se caracterizd. Se determin6 que el grosor de la pelicula
preparada de este modo era de aproximadamente 15 um.

Ejemplo 20. Comparacion de humectabilidades del sustrato obtenidas utilizando diversos agentes de
hidrofobizacion

El vidrio destinado a la hidrofobizacién se limpi6 primero a fondo para que la humectabilidad con agua
desmineralizada resultante no fuera superior a 10°. A continuacion, se realiz6 la hidrofobizacién del vidrio. Para la
hidrofobizaciéon del vidrio se utilizaron los siguientes agentes de hidrofobizacion: clorotrimetilsilano (CTMS), (3-
aminopropil)trimetoxisilano (APTMS) y octadeciltriclorosilano (OTS). Los valores resultantes de la humectabilidad del
vidrio (siendo la concentracion del agente del 1 %) se enumeran en la tabla 1. Ademas, para CTMS, se probaron
diversas concentraciones del agente en hexano. Los valores obtenidos de las humectabilidades de vidrio medidas se
enumeran en la tabla 2.

Tabla 1: humectabilidad del vidrio expresada por el angulo de contacto tras la hidrofobizacion por un agente que
tiene la concentracion del 1 %

Agente (1 %) Disolvente CA
CTMS hexano aprox. 70°
hexano aprox. 90°
APTMS acetona aprox. 70°
diclorometano aprox. 90°
etanol (96 %) aprox. 66°
OTS tolueno aprox. 105°
propan-2-ol aprox. 103°

CA significa angulo de contacto
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Tabla 2: humectabilidad del vidrio expresada por el angulo de contacto tras la hidrofobizacion por diversas
concentraciones de CTMS en hexano

Concentracién de CTMS CA
0,10 % aprox. 50°
0,50 % aprox. 60°
1% aprox. 70°
3-5% <80°
CA significa angulo de contacto

Ejemplo 21. Determinacion de los residuos de agente de hidrofobizacion en la pelicula preparada segun el
ejemplo 1

El trimetilsilanol se analizd6 como un residuo de cloruro de trimetilsililo después de su reaccién con los grupos -OH
del derivado de hialuronano. El analisis se llevé a cabo en un cromatografo de gases equipado con un muestreador
de espacio libre superior y un detector de espectrometria de masas en forma de cuadrupolo simple. Una muestra de
la pelicula preparada, segun el ejemplo 1, se disolvi6 a la concentracién de 6 mg/ml en propan-2-ol al 50 % (vol./vol.)
y tras la disolucion, se pipetearon en un vial 4,75 ml de la muestra y 0,25 ml de n-butanol (1 mg/ml), que actué como
estandar interno. También se preparé una solucion madre de cloruro de trimetilsililo (1 mg/ml) en propan-2-ol al
50 %, que se hizo reaccionar inmediatamente con trimetilsilanol. A partir de esta solucién, se prepar6 una serie de
calibracion que variaba de 0,5 a 15,0 ug/ml, con la adicion de n-butanol como estandar interno. Ninguna muestra de
pelicula analizada demostré la presencia de trimetilsilanol en una concentracién superior al primer punto de
calibracion, es decir, el contenido de trimetilsilanol en las muestras de pelicula fue inferior al 0,008 % en peso.

Ejemplo 22. Efecto de la adhesion de la pelicula a base de un derivado oleilico de hialuronato de sodio sobre
el aspecto superficial de la misma

Las peliculas preparadas, segun los ejemplos 10 y 11, se prepararon sobre dos vidrios que tenian diferentes
humectaciones, a saber 57° (+/- 3°) y 107° (+/- 1°). Después de secar, se evalud el aspecto superficial de la pelicula
y se correlacion6 con la adhesion. En el caso de una buena adhesién de la pelicula al sustrato, la superficie de la
pelicula es plana, sin deformaciones superficiales. La pelicula se adhiri6 completamente al sustrato que tenia un
angulo de contacto mas bajo, sobre el sustrato que tenia un angulo de contacto mas alto se desprendio y deformo
parcialmente. Los resultados se documentan en las figuras 1a, 1b, 1c. Las cifras implican que, si la pelicula se
adhiere completamente a la superficie, es uniforme y sin deformaciones superficiales después de ser despegada
(figura 1c, derecha). Por el contrario, en el caso de una adhesién imperfecta, la pelicula se deforma mas o menos
(figura 1c, izquierda).

Ejemplo 23. Efecto de la adhesion de la pelicula a base de un derivado palmitoilico de hialuronato de sodio
sobre el aspecto superficial de la misma

Se evalud la pelicula basada en el derivado palmitoilico de hialuronato de sodio preparada, segun el ejemplo 2,
sobre un vidrio que tenia la humectabilidad de 61° (+/- 2°). Después de secar, se evaluaron la adhesion y el aspecto
de la pelicula. La pelicula estaba bien adherida y su superficie era absolutamente plana, sin deformaciones. El
resultado de la adhesion se documenta en la figura 2.

Ejemplo 24. Determinacion del propan-2-ol residual en las peliculas

La concentracion residual del disolvente organico propan-2-ol se determiné mediante cromatografia de gases en las
peliculas preparadas, segun los ejemplos 1, 8 y 12. El principio de la determinacién del disolvente es la conversion
del mismo a la fase gaseosa a una temperatura elevada, la separacion del mismo en el cromatografo de gases y la
posterior deteccion por el detector de ionizacién de llama. La concentracion de propan-2-ol en la pelicula siempre se
determiné dos veces (es decir, para dos muestras), mediante lectura a partir de la curva de calibracién. El peso de la
muestra fue siempre de 50 mg. Después de completar el andlisis, se determind que la concentracion del propan-2-ol
residual en todas las peliculas era menor que el punto mas bajo de la curva de calibracién y se expresé como
<0,02 % en peso. Este valor cumple con seguridad los requisitos sobre las cantidades de disolventes residuales de
clase 3, segun la farmacopea de la UE.

Ejemplo 25. Determinacion del peso - homogeneidad dentro del drea

La pelicula preparada, segun el ejemplo 1, se corté en 55 cuadrados con un area de 1 cm?. Antes de la medicién, las
muestras individuales se dejaron a temperatura y humedad ambiente durante 5 horas. A continuacién, los cuadrados
individuales se pesaron en balanza analitica. Los pesos obtenidos de los cuadrados individuales se enumeran en la
tabla 3. El promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion se calcularon basandose en todos los
valores enumerados en la tabla. Los valores calculados: promedio 2,35 mg, desviacién estandar 0,18 mg, coeficiente
de variacion 7,51 %.
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Tabla 3: determinacién de la homogeneidad de pesos de la pelicula
26 | 23 | 24 |26 |24 |22 |21 |26 |21 ]| 21|25
25 | 23 | 27 |26 | 25|26 |20 |26 |21 ]| 25| 24
25 | 22 | 23|24 |23 |22 |23 |26 |22]22]| 23
23 | 24 | 22 |22 | 25|27 |25 |23 23] 25| 23
21 121 | 211232323 |24 |22 |22]|23]| 24

Ejemplo 26. Determinacion del grosor - homogeneidad dentro del drea

Se trazé una cuadricula con el area de un cuadrado de 1 cm?y el nimero total de cuadrados 35 en la pelicula
preparada, segun el ejemplo 15. En cada cuadrado, se midio6 el grosor de la pelicula mediante un medidor de grosor
mecanico Mytutoyo VL-50. La medicién se llevé a cabo en un ambiente estable que tenia la humedad del 50 % y la
temperatura de 25 °C. Los valores medidos se enumeran en la tabla 4. El promedio, la desviacién estandar y el
coeficiente de variacion se calcularon basandose en todos los valores enumerados en la tabla. Los valores
calculados: promedio 14,6 um, desviacion estandar 1,17 um, coeficiente de variacion 8,02 %.

Tabla 4: determinacion de la homogeneidad del grosor, los valores indicados estan en um

16,2 16,7 16,2 15,2 13,8 13,8 14,7
13,9 13,9 13,9 13,7 13,4 13,2 14,3
14,8 13,9 14,1 13,3 12,8 13,5 14,6
16,9 16,2 16,6 15,7 15,6 15,0 16,2
14,7 14,9 15,0 14,7 13,7 12,5 13,8

Ejemplo 27. Comparacion de las capacidades de hinchamiento de las peliculas preparadas a partir de
derivados palmitoilicos de hialuronato de sodio que tienen diversos grados de sustitucion en tampon fosfato
0,1 M, pH 7,4

Se cortaron peliculas preparadas, segun los ejemplos 2, 16 y 17, en cuadrados definidos con precision, se pesaron,
se midieron y se insertaron en tampén fosfato 0,1 M (PBS), pH 7,4. A 37 °C, se controlé la capacidad de
hinchamiento de las peliculas; cada experimento se realiz6 por triplicado. Se evaluaron los cambios en el peso y las
dimensiones de la pelicula; los resultados se enumeran en la tabla 5. Es evidente a partir de esta tabla que cuanto
menor es el grado de sustitucién, mayor es la capacidad de hinchamiento de la pelicula. En caso de utilizar grados
de sustitucion altos, inicamente se puede lograr un pequefio cambio en el area de la pelicula, lo que puede ser muy
importante en varias aplicaciones.

Tabla 5: capacidad de hinchamiento de las peliculas preparadas a partir de derivados palmitoilicos con diversos
grados de sustitucion

cambio de area después de 5 dias cambio de peso después de 5
en PBS 0,1 M, pH 7,4 (%) dias en PBS 0,1 M, pH 7,4 (%)
Pelicula preparada segun el
ejemplo 16 69 1365
Pelicula preparada segun el
ejemplo 17 32 749
Pelicula preparada segun el
ejemplo 2 15 496

Ejemplo 28. Degradacion de las peliculas preparadas a partir de derivado palmitoilico de hialuronato de
sodio en medio acondicionado - comparacion de dos grados de sustitucion

Se cortaron peliculas preparadas, segun los ejemplos 2 y 18, en cuadrados definidos con precision, se pesaron, se
midieron y se insertaron en un medio acondicionado. Toda la preparacion se llevé a cabo en una caja laminar de
modo que no se produjera contaminacion y reacciones indeseables del medio. A 37 °C, se comprobd el cambio de
area de la pelicula y el aspecto visual de la misma en intervalos predeterminados, propiedades que pueden estar
asociadas con la degradacién. El medio acondicionado se cambié a intervalos regulares; el experimento se realiz6
por triplicado. La pelicula preparada, segun el ejemplo 2, comenz6 a degradarse significativamente mas tarde que la
pelicula preparada, segun el ejemplo 18. Los resultados se muestran en las figuras 3a y 3b, en las que se muestra el
aspecto de la pelicula después de 3 semanas de degradacion en el medio acondicionado. La tabla 6 documenta el
cambio del area de la pelicula después de 1 semana de degradacion para la pelicula, segun el ejemplo 2, asi como
el ejemplo 18, y después de tres semanas para la pelicula, segun el ejemplo 2, (la pelicula, segun el ejemplo 18, se
degrado a trozos o incluso se disolvié después de tres semanas de degradacién). Basandose en los resultados, es
obvio que la velocidad de degradacién depende significativamente del grado de sustitucion del hialuronato de sodio
por la cadena de acilo. En el caso de una pelicula altamente sustituida preparada, segun el ejemplo 2, la
degradacién se desarrollé en términos de varios meses.
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Tabla 6: cambio del area de la pelicula después de 1 semana en un medio acondicionado - comparacién de dos
grados de sustitucion

cambio del area de la pelicula después de 1 semana
en el medio acondicionado (%)

Pelicula preparada segun el ejemplo 2 13

Pelicula preparada segtn el ejemplo 18 125

Ejemplo 29. Degradacion de la pelicula basada en un derivado palmitoilico de hialuronato de sodio

Se incubaron muestras de la pelicula preparada, segun el ejemplo 5, en un medio estandar para cultivos celulares
(medio Eagle modificado por Dulbecco) con la adicion de 300 Ul de una enzima por 1 mg de pelicula. La incubacion
se llevo a cabo a 37 °C y las muestras se analizaron después de 24 horas. El analisis de la muestra se llevo a cabo
en el sistema de HPLC Alliance (Waters), segun un procedimiento operativo estandar interno. Después de 24 horas,
aun era posible observar trozos de pelicula no degradados. A pesar de eso, se detectaron oligosacaridos basados
en hialuronano en la solucion, como se muestra en la figura 4.

Ejemplo 30. Degradacion de la pelicula basada en un derivado palmitoilico de hialuronato de sodio

Se incubaron muestras de la pelicula preparada, segun el ejemplo 2, en un medio estandar para cultivos celulares
(medio Eagle modificado por Dulbecco) con la adiciéon de 300 Ul de una enzima por 1 mg de pelicula. La incubacion
se llevo a cabo a 37 °C y las muestras se analizaron después de 24 horas. El andlisis de la muestra se llev6 a cabo
en el sistema de HPLC Alliance (Waters) segun un procedimiento operativo de estandar interno. Después de 24
horas, no se detectaron oligosacaridos a base de hialuronano en la solucién, lo cual esta de acuerdo con el ejemplo
28, en el que se observd un tiempo de degradacién muy largo para la pelicula, segun el ejemplo 2, y que demuestra
la posibilidad de modulacién de la degradacion mediante el grado de sustitucion.

Ejemplo 31. Caracterizacion de las peliculas mediante moédulo de Young

Se determind el médulo de Young para peliculas preparadas, segun los ejemplos 10, 15, 16 y 19, en estado seco.
Se ensayaron las propiedades mecanicas de las peliculas mediante una maquina de ensayo de traccion de una sola
etapa INSTRONS3343 con un cabezal de 100 N. El médulo de Young se calcul6 sobre la base del valor medio de,
como minimo, 9 mediciones validas. La tabla 7 muestra que el médulo de Young de peliculas secas no hidratadas
no depende del peso molecular, sustituyente o grado de sustitucion.

Tabla 7: médulo de Young de las peliculas

Modulo de Young (MPa)
Pelicula preparada segun el ejemplo 10 2835 (+/- aprox. 10 %)
Pelicula preparada segtn el ejemplo 15 2409 (+/- aprox. 10 %)
Pelicula preparada segtin el ejemplo 16 1800 (+/- aprox. 10 %)
Pelicula preparada segun el ejemplo 19 2636 (+/- aprox. 10 %)

Ejemplo 32. Caracterizacion de la morfologia superficial de la pelicula y determinacion de RMS mediante
AFM

Las peliculas preparadas, segun los ejemplos 8 y 16, se caracterizaron mediante el procedimiento de microscopia
de fuerza atémica (AFM, atomic force microscopy), en el que se supervisé especialmente el aspecto y el caracter de
la superficie. Especialmente se determiné la rugosidad RMS (rugosidad cuadratica media). Se descubrié que se
puede obtener una superficie muy lisa con un valor de RMS de hasta 2 nm a partir del lado del sustrato (véase la
figura 5 para la pelicula segun el ejemplo 16). El lado de la pelicula que se expone al aire durante el secado es
siempre mas rugoso, en el que la RMS esta en un punto de aproximadamente de 50 nm o0 mas.

Ejemplo 33. Comparacion de peliculas secadas en gradiente de temperatura y en espacio cerrado

Las peliculas preparadas, segun los ejemplos 8 y 19, se compararon visualmente después del secado. La superficie
de ambas peliculas no se deformo, la costra superficial no se formd en ninguna de las peliculas. Ambas peliculas
fueron cualitativamente iguales (comparacion visual).

Ejemplo 34. Viabilidad de células THP-1 en suspension después de 24 y 72 horas de incubacion con la
pelicula preparada segtn el ejemplo 1 a base de un derivado palmitoilico de hialuronato de sodio

La linea celular THP-1 se cultivé en un medio con la adicién de suero fetal bovino al 10 %. Después de lograr una
densidad y viabilidad suficientes (medidas mediante un contador de células automatico CASY TT, Roche), las
células se sembraron en un panel de 6 pocillos en 2 ml de medio al 10 %. La pelicula ensayada se anadi6 a las
células en una cantidad de 1 y 0,5 mg/ml. Después de 24 y 72 horas de incubacién, las células se lavaron y se
detecté su viabilidad y la aparicion de muerte celular mediante el kit de deteccién ApoFlowEx® FITC Kit (Exbio) en
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un citémetro de flujo MACSQuant® (Miltenyi Biotec). Las células se evaluaron como viables en caso de que no se
detectara fluorescencia de yoduro de propidio. La figura 6 muestra una reduccion insignificante de la viabilidad
después de 24 horas de incubacion, que ya no se detect6 después de 72 horas. Por lo tanto, la pelicula ensayada se
evalla como no citotéxica en dichas concentraciones.

Ejemplo 35. Andlisis de la muerte celular de células THP-1 en suspension después de 24 y 72 horas de
incubacion con la pelicula preparada segun el ejemplo 1 a base de derivado palmitoilico de hialuronato de
sodio

La linea celular THP-1 se cultivé en un medio con la adicién de suero fetal bovino al 10 %. Después de lograr una
densidad y viabilidad suficientes (medidas mediante un contador de células automatico CASY TT, Roche), las
células se sembraron en un panel de seis pocillos en 2 ml de medio al 10 %. La pelicula ensayada se anadié a las
células en una cantidad de 1 y 0,5 mg/ml. Después de 24 y 72 horas de incubacién, las células se lavaron y se
detecté su viabilidad y la aparicion de muerte celular mediante el kit de deteccién ApoFlowEx® FITC Kit (Exbio) en el
citbmetro de flujo MACSQuant® (Miltenyi Biotec). La evaluacion de la presencia de muerte celular (apoptosis y
necrosis) se llevd a cabo segun la recomendacion del fabricante del kit. En resumen: la poblacion de las células
individuales se dividi6 basandose en la intensidad de fluorescencia de yoduro de propidio y anexina V-FITC en 3
grupos: células negativas en ambos canales (células vivas), positivas solo en el canal para anexina V-FITC (células
apoptoticas) y positivas para el canal de yoduro de propidio +/- anexina V-FITC (células necroéticas).

Las figuras 7 y 8 implican que después de 24, asi como 72 horas, no se produce un aumento mayor del niumero de
células apoptoticas o necréticas en el cultivo y, por lo tanto, se puede evaluar que el material ensayado no induce la
muerte celular.

Ejemplo 36. Inhibicion por contacto del crecimiento de fibroblastos de raton 3T3 Swiss

La linea de fibroblastos de raton 3T3 Swiss se cultivé en un medio con la adicion de suero fetal bovino al 10 %. En la
fase de crecimiento exponencial, las células se sembraron en un panel de seis pocillos en 2 ml del medio al 10 %.
Después de lograr la confluencia, se anadi6 la pelicula ensayada preparada segun el ejemplo 1 que tenia el area de
1 cm? la cual se cargd con un anillo estéril de silicona para que no ocurriera un movimiento significativo de la
pelicula sobre el monocultivo. Al mismo tiempo, las células de control se incubaron sin ningun tratamiento y solo con
el anillo de silicona. Después de 72 horas de incubacion, se retiraron las muestras de pelicula y los anillos de
silicona, se lavaron las células con PBS y se fijaron con formaldehido al 4 % (10 min/temperatura ambiente).
Después de lavar con agua desionizada, las células se colorearon con cristal violeta (0,1 % en agua, 30
min/temperatura ambiente) y, después de eliminar el color por lavado, se fotografié el area de las células y se
observé bajo un microscopio 6ptico. Se evalué el area de las células bajo el material ensayado, la extensién del
dano de las células y el tamario de la zona danada.

Las macrofotografias (figura 9) muestran claramente que la zona dafada de la monocapa esta delimitada y que
Unicamente se dafiaron las células que estaban directamente debajo de la pelicula, de la manera méas probable por
una ligera friccion; los detalles del microscopio 6ptico muestran que las células tendian a volver a crecer bajo la
pelicula. No se observaron dafios ni cambios en la morfologia de las células en los bordes de la pelicula ensayada.
Por lo tanto, se puede suponer que el material no exhibe la inhibicién por contacto del crecimiento celular.

Ejemplo 37. Propiedades antiadhesivas a células de la pelicula

Las peliculas preparadas, segun los ejemplos 2 y 17, (derivados que tienen dos grados de sustitucion diferentes) se
cortaron de manera estéril en partes que tenian las dimensiones de 1 cm?. Estas partes se colocaron en un panel de
cultivo de seis pocillos boca arriba o boca abajo. A continuacion, se cargaron con anillos de silicona estériles y se
pipete6 medio de cultivo (2 ml) para fibroblastos humanos primarios (NHDF) que contenia suero fetal bovino al 10 %
en las muestras preparadas de este modo. Mientras tanto, se prepar6 una suspension de NHDF y se pipeted hasta
el centro del anillo de silicona en la superficie de la pelicula en una cantidad de 100.000 células/muestra. Las
muestras con las células se incubaron durante 72 horas y se comprobaron a intervalos de 24 horas bajo el
microscopio éptico. Como control positivo (CTRL) se utilizé poliestireno adaptado para cultivos celulares con buenas
propiedades de adhesion. Una vez completada la incubacion, se retiraron los anillos de silicona y las peliculas junto
con las células se fijaron con formaldehido al 4 % durante 10 minutos y después se colorearon con cristal violeta al
1 % en agua (10 min). Después de eliminar por lavado el cristal violeta no unido (2 x 5 minutos de enjuague con
agua destilada), las muestras se fotografiaron utilizando un microscopio invertido Nikon con un aumento de 100x.
Los resultados se muestran en la figura 10. En la foto CTRL, se puede ver una capa de células casi confluente. En
las fotos de pelicula (A-D) es observable una cierta estructura, probablemente formada debido a la larga incubacion
en el medio y hecha visible mediante cristal violeta. Sin embargo, no hay células presentes en las peliculas. Por lo
tanto, se puede afirmar que las peliculas son completamente no adherentes a este sistema e incluso la presencia de
proteinas en el medio de cultivo no favorecié la adhesion.
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Ejemplo 38. Preparacion de la pelicula con diclorhidrato de octenidina

Se mezclaron 20 pl de una solucién madre de diclorhidrato de octenidina en etanol que tenia la concentracion en
peso de 10 mg/ml con 20 ml de propan-2-ol al 50 %. Después de agitar a fondo, se afadieron a la solucién 100 mg
de un derivado palmitoilico de hialuronato de sodio que tenia el grado de sustitucién del 57 % y un peso molecular
de 2,67 x 10° g/mol. La solucién se agité durante 72 horas y, después de agitar, se dosifico sobre un vidrio
hidrofobizado que tenia el valor de humectabilidad de 65 (+/- 3°) y se sec6 en un espacio cerrado, en un gradiente
de temperatura a la temperatura de la placa inferior de 50 °C y la temperatura de la placa superior de 20 °C durante
6 horas. Después de secar, la pelicula se evalud, se retiré del sustrato y se caracterizd. Se determin6 que el grosor
de la pelicula era de 15 um.
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REIVINDICACIONES

1. Pelicula a base de un éster de acido hialurénico, caracterizada por que comprende un derivado acilado de Cio-
C22 de &cido hialurénico, segun la férmula general (1)

0-_OR R
‘Iio 0
R{O
OR,

enlaque ResH oNa',yenlaqueR' esHo -C(=0)CyHy, en la que x es un numero entero dentro del intervalo de
9 a 21 ey es un numero entero dentro del intervalo de 11 a 43 y C,Hy es una cadena lineal o ramificada, saturada o
insaturada de Ce-Ca1, en la que, como minimo, en una unidad repetitiva, uno o mas de R' es -C(=0)C,H, y en la que
n esta dentro del intervalo de 12 a 4000; siendo la pelicula autoportante y estando su grosor dentro del intervalo de 2
a 100 pm.

@

/
CH4CO

2. Pelicula, segun la reivindicacion 1, caracterizada por que comprende palmitoil hialuronano o lauroil hialuronano.

3. Pelicula, segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, caracterizada por que el derivado acilado de C1o-C22 de
acido hialurénico tiene un peso molecular de 1 x 10° a 1 x 10° g/mol, preferentemente de 1 x 10° a 5 x 10° g/mol,
mas preferentemente de 2 x 10° a 3 x 10° g/mol.

4. Pelicula, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores 1 a 3, caracterizada por que el derivado acilado de
C10-C22 de acido hialurénico tiene el grado de sustitucién dentro del intervalo del 15 al 160 %, preferentemente del
50 al 100 %, mas preferentemente del 80 al 100 %.

5. Pelicula, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores 1 a 4, caracterizada por que tiene el grosor dentro
del intervalo de 5 a 25 um.

6. Pelicula, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores 1 a 5, caracterizada por que la rugosidad superficial
expresada en forma de media cuadratica de, como minimo, una de las superficies de la pelicula esta dentro del
intervalo de 0,5 a 100 nm, preferentemente dentro del intervalo de 0,5 a 2 nm.

7. Pelicula, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores 1 a 6, caracterizada por que comprende, ademas,
como minimo, una sustancia biol6gicamente activa seleccionada entre el grupo que incluye sustancias activas
farmacéuticamente y sustancias activas cosméticamente, preferentemente vitaminas, farmacos, preferentemente
citostaticos, esteroides, otros fitoextractos, fitocomplejos o sustancias fitoactivas.

8. Procedimiento de preparacion de la pelicula, definida en cualquiera de las reivindicaciones anteriores 1 a 7,
caracterizado por que se prepara una solucién que comprende un derivado acilado de C1o-C22 de acido hialurénico,
segun la férmula general (l), en una mezcla de agua y alcohol de C+-Cs, preferentemente etanol o propan-2-ol,
estando la proporcion de la mezcla de alcohol de C4-Cs, preferentemente etanol o propan-2-ol, y agua dentro del
intervalo del 25 - 55 % en volumen al 45 - 75 % en volumen, en el que la cantidad del derivado acilado de C1o-Cz2 de
acido hialurénico en la solucion esta dentro del intervalo del 0,5 al 3 % en peso,

que se agita, y después se aplica sobre un sustrato y se seca en un espacio cerrado y, a continuacion, se retira del
sustrato.

9. Procedimiento de preparacion de la pelicula, segun la reivindicacion 8, caracterizado por que la solucion se agita
durante de 20 a 72 horas, preferentemente de 20 a 48 horas.

10. Procedimiento de preparacion de la pelicula, segun la reivindicacién 8 o la reivindicacién 9, caracterizado por
que el secado tiene lugar a una temperatura dentro del intervalo de 20 °C a 50 °C, preferentemente de 30 °C a
40 °C; durante de 3 a 6 horas, preferentemente de 4 a 5 horas.

11. Procedimiento de preparacién de la pelicula, segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 9, caracterizado por
que el secado tiene lugar en un gradiente de temperatura, donde la superficie inferior de la pelicula que descansa
sobre el sustrato se calienta a una temperatura que es, como minimo, 1 °C mas alta que la temperatura a la que se
calienta o enfria la superficie superior opuesta de la pelicula.

12. Procedimiento de preparacion de la pelicula, segun la reivindicacion 11, caracterizado por que la superficie

inferior de la pelicula que descansa sobre el sustrato se calienta a la temperatura dentro del intervalo de 20 °C a
60 °C vy la superficie superior opuesta de la pelicula se calienta o enfria a la temperatura dentro del intervalo de
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10 °C a 59 °C.

13. Procedimiento de preparacion de la pelicula, segun la reivindicacion 11 o la reivindicacion 12, caracterizado por
que la pelicula se seca en un gradiente de temperatura durante de 6 a 12 horas, preferentemente 6 horas.

14. Procedimiento de preparacién de la pelicula, segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 13, caracterizado por
que se mezcla, como minimo, una sustancia biolégicamente activa con la solucién, seleccionandose la sustancia
entre el grupo que incluye sustancias activas farmacéutica y cosméticamente, preferentemente vitaminas, farmacos,
preferentemente citostaticos, esteroides, otros fitoextractos, fitocomplejos o sustancias fitoactivas.

15. Procedimiento de preparacién de la pelicula, segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 14, caracterizado por
que el sustrato es un polimero seleccionado entre el grupo que comprende alcohol polivinilico, polipropileno,
polietileno, polioximetileno o poliestireno, o vidrio hidrofobizado, en el que el angulo de contacto de humectacion de
la superficie del sustrato por agua desmineralizada esta dentro del intervalo de 30° a 120°, preferentemente de 50° a
70°.

16. Utilizacién de la pelicula, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en aplicaciones médicas o aplicaciones
biotecnoldgicas.

17. Utilizacion de la pelicula, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la construccion de un dispositivo
médico, preferentemente una barrera antiadhesiva.
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Fig. 1

Fig. 3
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION

Esta lista de referencias citada por el solicitante es Unicamente para mayor comodidad del lector. No forman parte
del documento de la Patente Europea. Incluso teniendo en cuenta que la compilacion de las referencias se ha
efectuado con gran cuidado, los errores u omisiones no pueden descartarse; la EPO se exime de toda
responsabilidad al respecto.

Documentos de patentes citados en la descripcion

« WO 2014082609 A, Smejkalova, Huerta-Angeles « EP 0216453 A

« CN 202822230 « US 20040192643 A
« EP 2644623 A « EP 216453 A

« US 20100092545 A + WO 2010137374 A
« JP 06025306 B +« WO 2010105582 A1
« US 20120088832 A + WO 2014082611 At

- US 2006281912 A1
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