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DESCRIPCION

Polisacarido nanofibrilar para su utilizacién en el control y la prevencion de la contraccion y la formacion de
cicatrices.

Campo de la invencion

La presente invencién se refiere de manera general al tratamiento de heridas, la cicatrizacién de heridas y la
reparacion de tejidos, y a procedimientos Utiles en el tratamiento de heridas, la cicatrizacion de heridas y la
reparacion de tejidos. Mas particularmente, la presente invenciéon se refiere a agentes y composiciones que
comprenden un polisacarido nanofibrilar Util en el control y la prevencion de la formacién de cicatrices (“scarring”) y
la contraccién, tipicamente asociadas a la cicatrizacion de heridas y la reparacion de tejidos. La presente invencion
se refiere, ademas, a un polisacarido nanofibrilar incorporado en un hidrogel para su utilizacion en el control y la
prevencion de la formacion de cicatrices y la contraccion asociadas a la cicatrizacién de heridas y la reparacion de
tejidos.

Antecedentes de la invencion

El tratamiento de las heridas, particularmente las heridas mas graves, a menudo presenta grandes dificultades.
Generalmente, la contraccién se considera un componente natural y esencial para la cicatrizacion de las heridas. Sin
embargo, en muchos casos se puede observar una contraccion excesiva e incontrolada de la herida, asi como una
fibrosis inducida por la contraccion que puede llevar a la desfiguracion y la pérdida de funcionalidad. La fibrosis o
contraccion del tejido fibroso también puede ocurrir durante la reparacion de un tendon. Esto conduce al
acortamiento de los tendones y/o a la reduccion de la resistencia a la traccion.

La reconstitucién de la integridad estructural del tejido en los animales vertebrados superiores posterior a un
traumatismo quirdrgico o accidental, por ejemplo, comprende un patron ampliamente conocido de reparacion o cierre
de las heridas. Entre los ejemplos de heridas cutaneas se incluyen quemaduras, Ulceras neuropaticas, Ulceras de
decubito, Ulceras por estasis venosa y Ulceras diabéticas. Las heridas cutaneas abiertas se cicatrizan de forma
rutinaria por un proceso de reparacion que incluye seis componentes principales: (1) inflamacién; (2) proliferacion de
fibroblastos; (3) proliferacion de vasos sanguineos; (4) sintesis de tejido conjuntivo; (5) epitelizacion; y (6)
contraccion de la herida. La cicatrizacion de las heridas se ve alterada cuando estos componentes no funcionan
correctamente, ya sea individualmente o en su conjunto. Numerosos factores pueden afectar a la cicatrizacion de las
heridas, entre ellos la malnutricion, una infeccién, los agentes farmacolégicos (por ejemplo, la actinomicina y los
esteroides), la diabetes y la edad avanzada.

El proceso de reparacion se inicia con el reclutamiento de una serie de células especializadas en el tejido afectado e
implica una deposicion de matriz extracelular y membrana basal, angiogénesis, actividad de proteasa selectiva y
reepitelizacion. Un componente importante del proceso de cicatrizacion en mamiferos adultos es la estimulacion de
los fibroblastos para generar la matriz extracelular. Esta matriz extracelular constituye un componente principal del
tejido conjuntivo que se desarrolla para reparar la zona de la herida. Sin embargo, el proceso de reparacién no es
perfecto, y el tejido conjuntivo a menudo tiene una naturaleza fibrosa y da lugar con frecuencia a una cicatriz de
tejido conjuntivo (un proceso conocido como fibrosis). Las cicatrices se componen de un tejido conjuntivo que es
mayoritariamente una matriz de colageno de los tipos 1 y 3, y fibronectina. La cicatriz puede consistir en fibras de
colageno en una organizacion andmala (como se observa en las cicatrices de la piel) o puede ser una acumulacién
anormal de tejido conjuntivo (como se observa en las cicatrices del sistema nervioso central). La mayoria de las
cicatrices consisten en colageno anormalmente organizado y también exceso de colageno.

Una cicatriz cutanea o dérmica se puede definir como la alteracién macroscoépica de la estructura y la funcion
normales de la piel, que se produce como consecuencia de la reparacion de heridas.

En el ser humano, las cicatrices de la piel pueden estar hundidas por debajo de la superficie o elevadas por encima
de la superficie cutanea. Las cicatrices hipertréficas son una forma mas grave de aparicion normal de cicatrices, se
elevan por encima de la superficie normal de la piel y contienen un exceso de colageno dispuesto en un patrén
andémalo. Un queloide es otra forma de cicatriz patoldgica, que no sélo esta elevada por encima de la superficie
cutanea, sino que ademas se extiende mas alla de los limites de la lesién original. En un queloide, hay un exceso de
tejido conjuntivo organizado de una manera andmala, principalmente en remolinos de tejido colageno. Entre los
ejemplos de estas situaciones se incluyen cicatrices de la piel en las que la cicatrizacion excesiva puede ser
perjudicial para la funcion del tejido, y particularmente cuando se produce una contraccion de la cicatriz (por ejemplo,
en las quemaduras y las heridas de la piel que disminuyen la flexibilidad de una articulacion). En la piel, las cicatrices
hipertroficas o queloides pueden provocar un deterioro funcional y estético, y existe la necesidad de prevenir su
aparicién. La formacion de cicatrices debida a la utilizacion de injertos de piel, tanto en los sitios donantes como
receptores, y de la aplicacion de piel artificial, también puede ser problematica y debe minimizarse o evitarse.

En la técnica se han propuesto diversos agentes, apositos para heridas, piel de cerdo liofilizada, materiales
compuestos y métodos como aplicaciones en el campo del tratamiento de heridas. Son de uso general los apdsitos
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para heridas y las gasas con pomada como terapia para una lesion de la piel que afecta a una capa superior de la
dermis, tal como una quemadura dérmica superficial. Cuando la lesidon de la piel alcanza una capa inferior de la
dermis, tal como una quemadura dérmica profunda, una quemadura dérmica o un decubito por lo menos de segundo
grado, la autorreconstruccion del tejido cutaneo por proliferacion de células epidérmicas suele presentar problemas.
Habitualmente, estas lesiones se tratan mediante el desbridamiento del tejido muerto o del tejido de granulacion
anormal, la reconstruccion del tejido de granulaciéon normal cubriendo la lesion con piel alégena, piel xendgena, piel
artificial de silicona, productos sustitutivos de la piel, apésitos para heridas o similares, y la reconstruccion de la piel
mediante un injerto de piel. En general, los injertos de piel se han utilizado para cubrir la superficie de lesiones
superficiales de muchos tipos.

Un injerto de grosor parcial (STSG) contiene epidermis y una cantidad variable de dermis. Un injerto de grosor total
(FTSG) incluye toda la dermis y la epidermis. El injerto puede ser un autoinjerto, que se obtiene de otra parte del
mismo individuo, un isoinjerto, que se obtiene de un donante genéticamente idéntico, un aloinjerto, que se obtiene
de otro individuo de la misma especie, 0 un xenoinjerto, que se obtiene de un individuo de una especie diferente. En
el tratamiento de las quemaduras profundas que requieren escision, actualmente el tratamiento estandar es el injerto
autélogo de piel de grosor parcial (STSG). La cantidad de dermis incluida en el injerto determina la probabilidad de
supervivencia y el nivel de contraccion.

Sin embargo, el tratamiento con injertos de piel, tales como los STSG, no esta exento de problemas. En condiciones
ideales, con un lecho de la herida sano y sin infecciones, un STSG se adherira o “arraigard” bien; sin embargo, en
muchos casos las condiciones quedan lejos de las ideales. Por ejemplo, el lecho de la herida puede sangrar, estar
infectado, puede contener excreciones de la herida, la epitelizacion puede estar debilitada debido a la fuerza de
cizalladura, o el grosor del STSG no es el adecuado, todo lo cual puede afectar significativamente al proceso de
“arraigo” y cicatrizacion.

Un injerto de piel empieza a encogerse inmediatamente después de su recoleccién. A consecuencia de la
contraccion primaria, el injerto de piel puede perder aproximadamente del 40% a aproximadamente el 10% de su
superficie inicial. Tras la transferencia a un sitio receptor, el injerto de piel se encoge a medida que cicatriza; este
fenébmeno se denomina contraccion secundaria. Los FTSG tienden a mantener el mismo tamafio tras una
contraccion primaria significativa, pero los STSG se contraen siempre que las circunstancias lo permitan. Los STSG
tienen mas probabilidad de sufrir una contraccion secundaria, y particularmente los STSG mas delgados tienden a
encogerse considerablemente y a experimentar una pigmentacion andmala. La dermis tiene un efecto inhibidor de la
contraccion y, cuanto mayor es la proporcion de dermis en el injerto, mayor es la inhibicion y menos se contrae el
injerto. Por consiguiente, las proporciones altas de contraccion suelen asociarse particularmente a los STSG
delgados.

Con los STSG, los apéndices dérmicos, tales como los foliculos pilosos, permanecen mayoritariamente intactos en
el sitio donante, lo que permite la activacion de las células madre y la regeneracion de la epidermis a partir de estos
nichos. De este modo, los sitios donantes de injertos cicatrizan habitualmente en aproximadamente tres semanas y
permiten la nueva recoleccion del mismo sitio, lo que resulta esencial en el tratamiento de grandes quemaduras.
Para cubrir grandes superficies de heridas, los STSG pueden ser en malla a fin de permitir la expansion del injerto,
habitualmente en una relacion comprendida entre 1:1,5 y 1:6. Los intersticios del injerto en malla cicatrizan por
migracion epitelial a partir de los bordes del injerto.

La contraccion del injerto y de la herida siempre aparece principalmente al principio, y el proceso puede continuar
durante muchos meses tras la cicatrizacién de la herida. La subsiguiente contraccién de la cicatriz fibrética puede
conducir a la restriccion de los movimientos del paciente y a un mal resultado estético. En consecuencia, todas las
guemaduras cicatrizadas, asi como las quemaduras tratadas con injerto de piel, requieren una terapia intensiva de la
cicatriz tras la fase aguda para intentar evitar los problemas de formacién de cicatrices y contraccion.

La contraccion y la fibrosis también pueden ser consecuencia de un rechazo, que se da particularmente cuando se
aplican injertos de piel al6genos o xendgenos.

Analogamente, la contraccion también aparece en el contexto del tratamiento y la cicatrizacion de las membranas
mucosas. Son zonas particularmente problematicas las membranas mucosas, las zonas de la piel con el epitelio
muy delgado, como los parpados, y las quemaduras extensas.

En la actualidad, todavia no existe ningun tratamiento disponible realmente eficaz, ni ningin método plausible, para
el control y/o la prevencion de la contraccién. Ademas, el grado de fibrosis y contraccion es impredecible y, en los
casos mas complejos, puede ser necesario reoperar y/o liberar o eliminar quirdrgicamente el tejido fibrético, asi
como llevar a cabo un nuevo trasplante por STSG.

Si bien las consideraciones anteriores se aplican principalmente a la contraccién y el desarrollo de fibrosis en el ser
humano, cabe entender que la contraccién y la fibrosis pueden ser igualmente probleméaticas en otros animales,
particularmente en el sector veterinario, en el tratamiento de animales, como los animales domésticos (por ejemplo,
caballos, ganado vacuno, perros, gatos). Las heridas abdominales son un ejemplo de una de las principales razones
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que obligan a sacrificar a caballos de carreras.

Algunos agentes farmacoldgicos, como el fumarato de beta-aminopropionitrilo (beta-APN o BAPN-F), se utilizan para
inhibir la reticulacion del colageno en la medicina veterinaria. Existen también diversos agentes de poscicatrizacion
que intentan tratar la cicatriz una vez formada.

En la patente US n° 5.558.861 se propone la utilizacion de un gel de celulosa de produccién microbiana, modificado
por la union fisica o quimica de una proteina de adhesion de células animales a la celulosa, particularmente util en
forma de lamina como piel artificial o recubrimiento vulnerable.

El documento WO 2007/027849 describe la utilizacién de nanocelulosa microbiana como sustrato en sistemas de
cicatrizacion de heridas, de forma adecuada en apdsitos para heridas. Dicha nanocelulosa microbiana es,
particularmente, celulosa multicinta producida por cepas especificas de Gluconoacetobacter. El apésito puede
comprender, adicionalmente, una 0 mas sustancias activas, tales como péptidos biolégicamente activos, proteinas,
moléculas pequefias, lipidos, etc., y también puede presentarse como sutura, lamina, compresa, vendaje, banda,
prétesis, fibra, fibra tejida, perla, tira o gasa.

El documento US 2007/0231271 se refiere a una composicién topica en forma de gel, que comprende una pasta de
celulosa bacteriana, un derivado de celulosa formador de gel y propilenglicol, para el tratamiento de lesiones
epiteliales, tales como quemaduras, abrasiones, cortes, heridas posquirlrgicas y Ulceras. Tras la aplicacion y el
secado de la composicion, se forma una barrera mecénica, tal como una pelicula 0o membrana, para proteger la zona
lesionada.

El documento WO 2012107648 se refiere al uso externo de celulosa microfibrilada en forma de gel acuoso, espuma
de pomada, etc., para el tratamiento de inflamaciones de la piel, dermatitis atdpica, psoriasis y quemaduras
cutaneas en general.

La publicacion US 2012231038 describe una membrana de hidrogel de celulosa biocompatible para el tratamiento
de heridas, especialmente para heridas oculares. Dicha membrana de hidrogel de celulosa comprende celulosa,
celulosa microcristalina o celulosa microbiana, y se obtiene activando celulosa, disolviendo la celulosa activada y
dejando que la solucion obtenida gelifique. Dicha membrana de hidrogel tiene una resistencia a la tracciéon y una
resistencia al desgarro suficientes para aplicaciones de tratamiento de heridas.

En Muzzarelli y otros, “Chitin nanofibrils/chitosan glycolate composites as wound medicaments” (Carbohydrate
Polymers, Applied Science Publishers, LTD. Barking GB, vol. 70, n° 3, 11 de septiembre de 2007, paginas 274-284)
se dan a conocer geles que comprenden nanofibrillas de quitina y compuestos de glicolato de quitosano, que se
someten a ensayo para evaluar la cicatrizacion de heridas y la reparacion de tejidos.

A pesar de la investigacion y el desarrollo continuos, persiste la necesidad de disponer de agentes, composiciones y
métodos mejorados para la prevencion de la contraccion en el contexto del tratamiento de heridas, la cicatrizacion
de heridas y la reparacion de tejidos. Ademas, se necesitan métodos, agentes y composiciones para prevenir el
desarrollo de fibrosis.

Caracteristicas de la invenciéon

Un objetivo de la presente invencion consiste en dar a conocer nuevos agentes y composiciones para su utilizacion
en el control y la prevencion de la formacion de cicatrices y la contraccion en el contexto del tratamiento de heridas,
la cicatrizacion de heridas y la reparacion de tejidos.

Un objeto de la presente invencion es un procedimiento para el control y la prevencion de la formacion de cicatrices
y la contraccioén en relacion con el tratamiento de heridas, la cicatrizacion de heridas y la reparacién de tejidos.

La presente invencion se refiere a un polisacérido nanofibrilar para su utilizacién en el control y la prevencion de la
formacién de cicatrices y la contraccion, asociadas al tratamiento de heridas, la cicatrizacién de heridas y la
reparacion de tejidos.

Particularmente, la presente invencion se refiere a hidrogeles de polisacaridos nanofibrilares para su utilizacién en el
control y la prevencion de la formacion de cicatrices y la contraccion, asociadas al tratamiento de heridas, la
cicatrizacion de heridas y la reparacion de tejidos.

La presente invencién también se refiere a la utilizacién de polisacéridos nanofibrilares en la prevencion y el control
de la formacion de cicatrices y la contraccion en relacion con la cicatrizacion de heridas o la reparacion de tejidos, en
la que dichos polisacaridos nanofibrilares estan incorporados a un hidrogel.

La presente invencion también se refiere a un dispositivo de aplicacion que comprende el hidrogel de polisacérido
nanofibrilar.
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La presente invencion también se refiere a un procedimiento para el control y la prevencion de la formacion de
cicatrices y la contraccion en relacion con la cicatrizacion de heridas o la reparacion de tejidos en un individuo que lo
necesita, comprendiendo dicho procedimiento poner en contacto la herida o la membrana mucosa o el tejido con una
cantidad eficaz de un hidrogel de polisacarido nanofibrilar.

El hidrogel de polisacarido nanofibrilar tiene particularmente aplicacion en el control y la prevencion de la formacion
de cicatrices en relacion con el tratamiento de heridas, la cicatrizacion de heridas y la reparacion de tejidos. Dichas
heridas pueden haber sido causadas por cirugia con laser, quemaduras, tratamientos contra el cancer, radiacion,
sitios de escision de biopsia, cicatrices de patégenos, heridas traumaticas, heridas de penetracion, cirugia estética,
cirugia reconstructiva y similares, asi como heridas crénicas y Ulceras, etc.

En las reivindicaciones adjuntas se indican las caracteristicas de la presente invencion.
Definiciones

Con el fin de facilitar la comprension de los principios de la presente invencion, a continuacion se hace referencia a
ciertas formas de realizacion y se utiliza un lenguaje especifico para describirlas. No obstante, debe apreciarse que
con ello no se pretende limitar en ningln aspecto el alcance de la presente invencién, y que se contemplan
alteraciones y modificaciones de los procedimientos y agentes ilustrados, asi como otras aplicaciones de los
principios de la presente invencion, ilustrada en la presente memoria, tal como se le pueden ocurrir normalmente al
experto en la materia a la que se refiere la presente invencion.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria
tienen el significado entendido cominmente por el experto en la materia a la que pertenece la presente invencion.

En la presente memoria, el término “contraccion” se utiliza para hacer referencia, en términos generales, a la fase de
la cicatrizacion de las heridas en la que las células situadas en los bordes de una herida o en el tejido de granulacion
migran o se contraen para cerrar el sitio del traumatismo, incluida la contractura de la cicatriz que tiene lugar a
medida que la cicatriz madura.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “herida” se utiliza para referirse, en términos generales, a
lesiones de la piel, la membrana mucosa y el tejido subcuténeo, incluidos los tendones, que se inician de diferentes
maneras y tienen diferentes caracteristicas.

Generalmente, las heridas se clasifican en uno de cuatro grados, en funcion de su profundidad:

Grado [: heridas limitadas al epitelio;

Grado II: heridas que se extienden hasta penetrar en la dermis;

Grado IlII: heridas que se extienden hasta penetrar en el tejido subcutaneo; y

Grado IV o heridas de grosor total: heridas en las que los huesos estan al descubierto, por ejemplo, un punto de
presién 6seo tal como el trocanter mayor o el sacro.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “herida crénica” se refiere a una herida que no ha cicatrizado
en 30 dias. Entre los ejemplos de heridas crénicas se incluyen las Ulceras neuropaticas, las Ulceras de decubito, las
Ulceras por estasis venosa y las Ulceras provocadas por la diabetes y sus complicaciones.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “cicatrizacion de heridas” o “cicatrizacion” se refiere a un
proceso complejo en el que la piel o la membrana mucosa u otro 6rgano o tejido se reparan por si mismos tras sufrir
una lesion.

El modelo clasico de cicatrizacion de heridas se divide en tres o cuatro fases que son secuenciales, aunque se
solapan: fase (1) hemostatica, (2) inflamatoria, (3) proliferativa y (4) de remodelacion. En cuestién de minutos tras la
lesién, las plaquetas (trombocitos) se agregan en el sitio de la lesién para formar un coagulo de fibrina, que actia
controlando el sangrado activo (hemostasia). En la fase inflamatoria, las bacterias y restos celulares son fagocitados
y eliminados, y se liberan factores que provocan la migracion y la division de las células que participan en la fase
proliferativa. En la fase proliferativa tienen lugar la angiogénesis, la deposicion de colageno, la formacion de tejido de
granulacion, la epitelizaciéon y la contracciéon de la herida. En la angiogénesis, las células endoteliales vasculares
forman nuevos vasos sanguineos. En la fibroplasia y la formacion de tejido de granulacion, los fibroblastos crecen y
forman la matriz extracelular mediante la excrecién de colageno y fibronectina. Al mismo tiempo, tiene lugar la
reepitelizacion de la epidermis, en la que las células epiteliales proliferan y “trepan” hasta el lecho de la herida,
proporcionando una cobertura para el nuevo tejido.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “polisacarido” pretende incluir largas moléculas de hidratos de
carbono lineales o ramificadas de unidades monomeéricas repetitivas unidas entre si por enlaces glucosidicos, e
hidratos de carbono complejos compuestos por una cadena de monosacaridos unidos entre si por enlaces
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glucosidicos.

El término “polisacarido nanofibrilar” se refiere a una coleccion de nanofibrillas de polisacaridos o haces de
nanofibrillas. El término “nanofibrillas” se refiere a subestructuras existentes aisladas a partir de la materia prima de
polisacarido. Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “celulosa nanofibrilar” o “NFC” pretende incluir
todas las celulosas microfibriladas (MFC) y nanocelulosas. Ademas, hay otros sinénimos ampliamente utilizados
para la NFC, por ejemplo, celulosa de fibrillas, celulosa de nanofibras, celulosa nanofibrilada (CNF), celulosa
fibrilada a nanoescala, celulosa microfibrilar o microfibrillas de celulosa.

Ademaés, la NFC producida por ciertos microbios también tiene varios sin6nimos, por ejemplo, celulosa bacteriana
(BC), celulosa microbiana (MC), biocelulosa, “nata de coco” (NDC) o “coco de nata” (CDN).

Breve descripcion de los dibujos
La figura 1 (1ay 1b) presenta imagenes de crio-TEM de hidrogeles de celulosa nanofibrilar.

La figura 2a muestra la viscosidad de dispersiones de NFC al 0,5% en funcién de la tension de cizalladura aplicada
en comparacion con una solucion al 0,5% de polimeros solubles en agua de poliacrilamida (5.000 kDa) y CMC (250
kDa). La figura 2b presenta la viscosidad de dispersiones de NFC al 0,5% en funcién de la velocidad de cizalladura
medida en comparacion con poliacrilamida y CMC al 0,5%.

La figura 3 muestra una presentacion esquematica de una dispersion de NFC que contiene células dispersadas en
su interior fluyendo dentro de una aguja.

La figura 4 muestra la difusién de dextranos de diferentes pesos moleculares a través de un hidrogel de NFC nativa
al 1%.

La figura 5 ilustra la diferencia entre heridas tratadas con hidrogel de NFC (izquierda) y de control (derecha) tras 7
dias de seguimiento, ejemplo 3. Las heridas recientes de linea basal se muestran en la figura 5B, y en la figura 5A
se muestran las mismas heridas al cabo de 7 dias.

La figura 6 presenta secciones histologicas de las heridas del ejemplo 3.

Figura 7: La figura 7A muestra la morfologia macroscopica de las heridas (control a la izquierda e hidrogel a la
derecha) en el dia 0, y la figura 7B en el dia 7 tras producirse la herida (hidrogel a la izquierda y control a la
derecha), ejemplo 3.

La figura 8 muestra andlisis histologicos que ponen de manifiesto una mayor migracion de células epiteliales en las
heridas tratadas con hidrogel de NFC, ejemplo 3.

La figura 9 ilustra el andlisis morfoldgico macroscépico del sitio donante de injerto de piel, que demuestra por lo
menos una misma proporcién de epitelizacién con el hidrogel de NFC en comparacién con la zona no tratada,
ejemplo 3.

La figura 10 muestra una herida reciente de linea basal de control con injerto y después de 14 dias de seguimiento,
asi como una seccion histologica de la herida, ejemplo 3.

La figura 11 muestra una herida reciente de linea basal tratada con hidrogel de NFC con injerto y después de 14
dias de seguimiento, asi como una seccion histoldgica de la herida, ejemplo 3.

La figura 12 presenta una fotografia de heridas de biopsia en el dia O tras el tratamiento con NFC, Purilon y de
control, ejemplo 4.

La figura 13 presenta una fotografia de heridas de biopsia en el dia 14 tras el tratamiento con NFC, Purilon y de
control, ejemplo 4. El porcentaje de contraccién se calculé y se representé graficamente para cada prueba. Los
resultados se muestran en la figura 14.

La figura 14 ilustra graficamente el porcentaje de contraccién calculado para cada muestra del ejemplo 4.
Descripcion detallada de la invencion

Sorprendentemente, se descubrié que los polisacaridos nanofibrilares, particularmente los hidrogeles de
polisacaridos nanofibrilares, tienen propiedades muy beneficiosas para el control y la prevencion de la formacion de

cicatrices y la contraccion que se producen tipicamente durante el tratamiento de heridas, la cicatrizacion de heridas
y la reparacién de tejidos.
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A menudo, una contraccién descontrolada y/o demasiado intensa, tipicamente asociada con los procesos que tienen
lugar en relacion con el tratamiento de heridas, la cicatrizacion de heridas y la reparacion de tejidos, es desfavorable
y no deseada. Por ejemplo, en relacién con las heridas grandes y especialmente en asociacion con tratamientos que
utilizan injertos de piel, la contraccion puede provocar un exceso de granulacion, la formacion de tejido fibroso o de
cicatrices que pueden ser rompedizas, fragiles o pueden limitar el movimiento, con lo que puede ser necesario
reoperar y/o liberar o eliminar quirargicamente el tejido fibrético. El hidrogel de polisacarido nanofibrilar previene y
controla eficazmente la aparicion de cicatrices, asi como la contraccion de la herida y la contraccién de los injertos
de piel, tales como un injerto de piel de grosor parcial (STSG), y no tiene ningun efecto adverso sobre la
epitelizacion. Segun una forma de realizacién preferida, particularmente, el hidrogel de polisacérido nanofibrilar evita
y controla con eficacia la contraccidon que se produce en relacion con el tratamiento de heridas, la cicatrizacion de
heridas y la reparacion de tejidos.

El polisacéarido nanofibrilar proporciona al hidrogel una estructura Unica, muy parecida a la matriz extracelular.

Entre los polisacéridos adecuados para su utilizacion en la presente invencion se incluyen celulosas, hemicelulosas,
quitinas, quitosanos, alginatos, pectinas, arabinoxilanos y cualquier derivado o cualquier combinacion de los mismos.
Los polisacaridos preferentes son las celulosas, las quitinas, los quitosanos y cualquier derivado o combinacion de
los mismos.

Las celulosas se pueden obtener a partir de cualquier materia prima de celulosa basada en cualquier material
vegetal que contenga celulosa, cualquier celulosa microbiana o cualquier fuente de materia prima de celulosa que se
pueda utilizar en la produccion de pasta de celulosa, pasta refinada y NFC.

El material vegetal puede ser cualquier material vegetal derivado de madera o no derivado de madera. Dicha
madera se puede seleccionar entre arboles de madera blanda (SW), como la picea, el pino, el abeto, el alerce, el
abeto Douglas y la tsuga, arboles de madera dura (HW), como el abedul, el alamo temblén, el alamo, el aliso, el
eucalipto y la acacia, y entre mezclas de maderas blandas y duras.

Dicho material vegetal no lefioso se puede seleccionar entre residuos agricolas, hierbas y otros materiales
vegetales, tales como paja, hojas, corteza, semillas, cascaras, flores, verduras y frutos, del algodén, el maiz, el trigo,
la avena, el centeno, la cebada, el arroz, el lino, el cafiamo, el cafiamo de Manila, el sisal, el yute, el ramio, el kenaf,
el bagazo, el bambu y la cafia.

La materia prima de celulosa también puede proceder de microorganismos productores de celulosa, tales como
materiales obtenidos de procesos de fermentacion bacteriana. Los microorganismos se pueden seleccionar entre los
géneros Acetobacter, Agrobacterium, Rhizobium, Pseudomonas y Alcaligenes, de forma adecuada son del género
Acetobacter y de forma particularmente adecuada son de la especie Acetobacter xylinum o Acetobacter
pasteurianus. La celulosa también se puede obtener a partir de algas, por ejemplo, la celulosa que puede
encontrarse en las paredes estructurales de las algas verdes, las algas marrones, la mayoria de las algas rojas y la
mayoria de las algas doradas.

El término “pasta de celulosa” se refiere a fibras de celulosa que se aislan a partir de cualquier materia prima de
celulosa por procesos quimicos, mecéanicos, termomecanicos, 0 quimiotermomecanicos de fabricacion de pasta.
Particularmente la pasta de celulosa, que puede ser pasta de origen vegetal, especialmente de madera (pasta de
SW o HW, por ejemplo, pasta de abedul blanqueada), y en la que las moléculas de celulosa estan oxidadas, es facil
de desintegrar a NFC.

También se pueden utilizar la quitina y el quitosano con una estructura repetitiva de (1,4)-B-N-acetil
glucosaminoglicano y derivados desacetilados de los mismos, respectivamente. La quitina se puede obtener del
exoesqueleto de los crustaceos e insectos, y de las paredes celulares de los hongos. Convenientemente, la quitina
purificada se puede obtener, por ejemplo, de cangrejos y gambas utilizando métodos conocidos en la técnica, en los
que pueden eliminarse componentes asociados, tales como componentes de la matriz, proteinas, pigmentos,
glucanos y minerales. A continuacion puede someterse a desintegracion mecénica utilizando, por ejemplo, el equipo
y los métodos descritos a continuacion en relacion con la NFC, en un medio acuoso, para obtener una suspension
que comprende nanofibras de quitina con una relacion de aspecto alta y un diametro tipicamente de 10-40 nm.

El quitosano se puede obtener a partir de la quitina mediante métodos de modificacion quimica conocidos.

Para obtener NFC con las propiedades y dimensiones deseadas, se lleva a cabo la desintegracion mecénica de la
pasta de celulosa, las materias primas de celulosa oxidada, la celulosa microbiana, etc., con el equipo adecuado, tal
como un refinador, una amoladora, un homogeneizador, un eliminador de coloide, un molino de friccién, un
sonicador de ultrasonidos, un fluidizador, tal como un microfluidizador, un macrofluidizador o un homogeneizador de
tipo fluidizador. Por consiguiente, NFC se refiere a productos desintegrados mecanicamente. Analogamente,
aplicando una desintegracion mecénica, se obtienen también otros polisacaridos nanofibrilares.

Se han desarrollado varios grados (tipos) diferentes de NFC mediante diversas técnicas de produccion. Los grados
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tienen diferentes propiedades dependiendo del método de fabricacion, el grado de fibrilacion y la composicion
quimica. Las composiciones quimicas de los grados también varian. Dependiendo de la fuente de materia prima, por
ejemplo, pasta de HW o pasta de SW, existe una composicion de polisacéarido diferente en el producto final de NFC.
En términos generales, los grados nativos o no modificados tienen diametros mayores y una distribucion de tamafio
de las fibrillas mas amplia, mientras que los grados modificados tienen didmetros menores y distribuciones de
tamafio méas estrechas.

Los grados modificados de NFC se pueden mezclar con un grado nativo para mejorar la unidon de ciertos
compuestos al gel o para modificar otras propiedades, etc.

Se entiende que el término NFC comprende también cualquier celulosa quimica o fisicamente modificada,
nanofibras de celulosa o haces de nanofibras. La modificacion quimica puede basarse, por ejemplo, en una reaccion
de carboximetilacion, oxidacion (oxidacion mediada por TEMPO), esterificacion o eterificacion de moléculas de
celulosa. Los grados anidnicos (incluidos los oxidados) y los grados cationicos son ejemplos de grados modificados
quimicamente. La modificacion también se puede llevar a cabo por adsorcion fisica de sustancias anibnicas,
catidnicas o no idnicas, o cualquier combinaciéon de las mismas, sobre la superficie de la celulosa. La modificacién
descrita se puede llevar a cabo antes, después o durante la produccion de la NFC. Habitualmente, los grados
modificados se preparan a partir de pastas blanqueadas. En los grados modificados, todas las hemicelulosas
presentes se pueden modificar también junto con el dominio de celulosa.

Adecuadamente, la materia prima de celulosa, tal como pasta de celulosa, se trata previamente con acido y base
antes de la desintegraciéon mecanica. El pretratamiento se lleva a cabo sometiendo la pasta de celulosa a
tratamiento con acido, preferentemente con &cido clorhidrico, para eliminar todos los iones de carga positiva con una
carga mayor de +1, seguido de tratamiento con una base inorganica que contiene iones de carga positiva con una
carga +1, preferentemente NaOH, de modo que los iones Na™ reemplazan a los iones anteriores. La ausencia de
iones de carga positiva con una carga mayor de +1 es particularmente ventajosa en las aplicaciones del campo de la
biologia y la medicina, donde se puede evitar la formacién compleja de ADN o proteinas con iones con cargas
mayores de +1. Este pretratamiento proporciona al producto final excelentes propiedades gelificantes y una mayor
transparencia. en la presente memoria, la NFC obtenida a partir de materia prima de celulosa pretratada se
denomina NFC sometida a intercambio i6nico y contiene sodio como contraidon. Segin una forma de realizacion de
la presente invencion, se utiliza adecuadamente NFC nativa sometida a intercambio ionico.

También es importante minimizar la contaminacion microbiana del producto antes y durante la desintegracion
mecanica, tal como la fibrilacion. Por ejemplo, antes de la fibrilacion/desintegracién mecénica, es ventajoso recoger
asépticamente la pasta de celulosa de la trituradora de pasta inmediatamente después de la etapa de blanqueo,
cuando la pasta todavia es estéril.

Los polisacaridos nanofibrilares pueden comprender celulosa de origen vegetal o celulosa microbiana o analogos de
celulosa o cualquier combinacion de los mismos. De forma particularmente adecuada, dichos polisacaridos
nanofibrilares se seleccionan entre NFC nativas derivadas de plantas, NFC anionicas, NFC nativas sometidas a
intercambio idnico, nanofibrillas de quitina, nanofibrillas de quitosano y cualquier combinacion de las mismas.

Habitualmente, los polisacaridos nanofibrilares tienen una relacion de aspecto alta. Los polisacaridos nanofibrilares
pueden comprender nanofibrillas aisladas y/o haces formados por dichas nanofibrillas. Las nanofibrillas mas
pequefias son similares a las denominadas fibrillas elementales, que habitualmente tienen un didmetro de 2-12 nm.
Las dimensiones de las nanofibrilas o haces de nanofibrillas dependen de la materia prima y del método de
desintegracion.

Los polisacéaridos nanofibrilares se caracterizan por valores de retencion de agua muy altos, un grado elevado de
accesibilidad quimica y la capacidad de formar geles estables en agua. Habitualmente, el polisacérido nanofibrilar es
una red densa de polisacéaridos altamente fibrilados.

El diametro promedio en nimero del polisacéarido nanofibrilar o los haces de polisacaridos nanofibrilares puede estar
comprendido entre 1 y 500 nm, segin una forma de realizacion adecuada entre 2 y 200 nm, segun otra forma de
realizacién adecuada entre 2 y 100 nm, y segun otra forma de realizacion adecuada entre 2 y 20 nm.

El diametro promedio en ndmero de la celulosa nanofibrilar nativa o no modificada esta comprendido entre 2 y 500
nm, preferentemente entre 7 y 100 nm, y de la forma mas preferente entre 7 y 50 nm. A partir de las imagenes de
crio-TEM, también puede observarse la estructura en haces: los grados nativos son a menudo mezclas de fibrillas
elementales de 7 nm y haces fibrilares de 20-50 nm, tal como puede observarse en la figura 1, que ilustra imagenes
de crio-TEM de hidrogeles de celulosa nanofibrilar, NFC nativa opaca (1a) y NFC transparente aniénica (1b).

Habitualmente, las NFC modificadas son mas delgadas y su diametro promedio en nimero estd comprendido entre
2 y 200 nm, preferentemente entre 2 y 20 nm, mas preferentemente entre 2 y 6 nm.

La longitud de la celulosa nanofibrilar es hasta cierto punto dificil de medir con exactitud, pero las estimaciones
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aproximadas para la longitud del grado nativo estan comprendidas entre 1 y 100 micrémetros, preferentemente entre
1 y 50 micrémetros, y de la forma mas preferente entre 5 y 20 micrébmetros. Las NFC modificada son algo mas
cortas; su longitud esta comprendida entre 0,3 y 50 micrometros, preferentemente entre 0,3 y 20 micréometros, y de
la forma mas preferente entre 0,5 y 10 micrometros. Estos valores se estiman a partir de imagenes crio-TEM, SEM o
AFM. Las estimaciones mas exactas se basan en imagenes crio-TEM.

El grado de fibrilacién se puede evaluar a partir del analisis de las fibras, en el que se evalGa el nimero de las
entidades mas grandes, solo parcialmente fibriladas. Por ejemplo, en el caso de la celulosa nanofibrilar modificada,
el nimero de estas particulas por mg de muestra seca estd comprendido entre 0 y 10.000, preferentemente entre 0
y 5.000, més preferentemente entre 0 y 1.000. Sin embargo, en la NFC no modificada, habitualmente el nimero de
particulas no fibriladas/mg es algo mayor, y estad comprendido entre 0 y 20.000, preferentemente entre 0 y 10.000, y
de la forma mas preferente entre 0 y 5.000. El analisis de las fibras se puede llevar a cabo adecuadamente por el
método FiberLab, tal como se describe a continuacion.

Analisis de fibras - Descripcién del método FiberLab

Se pueden utilizar analizadores de fibras comerciales, siendo dispositivos adecuados, por ejemplo, los analizadores
de fibras Kajaani FiberLab o FS-300. La preparacion y medicion de las muestras se lleva a cabo segun las
instrucciones para la medicion tipica de la rugosidad de las fibras, con las siguientes excepciones: El contenido de
materia seca (DMC) se determina pesando una masa de muestra de, por lo menos, 8 g para determinar el contenido
de materia seca, calentando hasta alcanzar un peso constante. La dilucion de la muestra se lleva a cabo como
sigue: Cantidad de muestra que se diluye en un recipiente de agua de 5 litros:

8 gramos, si el DMC es aproximadamente del 2%.
16 gramos, si el DMC es aproximadamente del 1%.

Se aplica el mezclador de pasta hasta que desaparecen todos los haces de fibrillas visibles.
Extraccién de bloques - esta funcion esta desactivada.

Se toma una muestra de 50 ml del recipiente de 5 litros para la medicién. Se calculan las “fibras por miligramo” a
partir de las mediciones:

FPM = ADF/(Mw * DMC/100 * Vp/Wv), donde

FPM = fibras por miligramo [pcs/mg]

ADF = cantidad de fibras detectadas [pcs]

* Este es el numero de particulas detectadas

Mw = cantidad de muestra que se diluye en un recipiente de agua de 5 litros [mg]
DMC = contenido de materia seca de la muestra sin diluir [%0]

Vp = volumen extraido con pipeta para el analizador [ml]

Vv = volumen del recipiente de dilucion [ml].

Las propiedades opticas de diferentes tipos de hidrogeles de NFC se pueden evaluar mediante mediciones de la
turbidez de hidrogeles de NFC diluidos. Habitualmente, los hidrogeles preparados a partir de los materiales de NFC
modificados son mas transparentes que los grados no modificados, debido a los didametros menores de las fibrillas.
En la NFC modificada, la turbidez esta comprendida entre 3 y 150 NTU, preferentemente entre 5y 90 NTU, de la
forma mas preferente entre 20 y 60 NTU. La turbidez de la NFC no modificada estd comprendida entre 20 y 700
NTU, preferentemente entre 40 y 500 NTU, de la forma mas preferente entre 90 y 200 NTU. La turbidez se mide
adecuadamente por un método turbidimétrico. A continuacion se presenta un método nefelométrico para medir la
turbidez de las muestras de NFC y los resultados obtenidos con diferentes grados de NFC.

Mediciones de la turbidez

Se pueden aplicar adecuadamente métodos turbidimétricos basados en nefelometria para obtener mediciones de la
turbidez, y a continuacion se describe un ejemplo de un método de este tipo para medir la turbidez de muestras de
NFC.

Para las mediciones de turbidez se puede utilizar un turbidimetro HACH P2100 con un recipiente de medicion de 50
ml que utiliza una trayectoria de luz de 1 cm y una concentracion de la muestra del 0,1% calculada con respecto a la
materia seca. La calibracion del aparato se comprueba y se controla con botellas/muestras patrén de calibracién.

Se determina la materia seca de la muestra de NFC y se cargan 0,5 g de la muestra (correspondientes al 0,1%),
calculados como materia seca, en el recipiente de medicion, que se llena con agua corriente hasta 500 g, y se
mezcla vigorosamente por agitacion durante aproximadamente 30 s. Inmediatamente la mezcla acuosa se divide en
5 recipientes de medida, que se introducen en el turbidimetro. Se llevan a cabo adecuadamente tres mediciones en
cada recipiente. Se calculan el valor medio y la desviacion estandar para cada muestra.
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El grado de sustitucion en el proceso de modificacién quimica puede variar ampliamente. Por ejemplo, la oxidacion
mediada por TEMPO o N-oxilo se lleva a cabo habitualmente para valores de carga comprendidos entre 300 y 1.500
micromol/g, preferentemente entre 600 y 1.200 micromol/g, de la forma mas preferente entre 700 y 1.100
micromol/g. La NFC oxidado puede contener también grupos funcionales aldehido, habitualmente entre 0 y 250
micromoles/g. La modificacion por carboximetilacién se lleva a cabo tipicamente para pasta de celulosa hasta
valores de ds comprendidos entre 0,05 y 0,3, preferentemente entre 0,08 y 0,25, de la forma més preferente entre
0,10 y 0,2, antes de la fibrilacién. Si la modificacién se lleva a cabo por cationizacion, los valores de ds estan
tipicamente comprendidos entre 0,05 y 0,4, preferentemente entre 0,15y 0,3.

La rigidez de los hidrogeles de NFC se puede evaluar a partir de mediciones viscoelasticas de los geles.
Habitualmente, el médulo de almacenamiento de un hidrogel de celulosa nanofibrilar al 0,5% (en peso) en agua pura
a pH 7 y a 25°C esta comprendido entre 1 y 50 Pa, preferentemente entre 3 y 20 Pa. A menudo, la NFC modificada
da lugar a hidrogeles mas rigidos, pero la extensa fibrilacién de estos grados también puede dar lugar a un modulo
de almacenamiento menor.

Las propiedades reoldgicas de los hidrogeles de polisacaridos nanofibrilares también se pueden evaluar controlando
la viscosidad en funcion de la tension de cizalladura o la velocidad de cizalladura. Los hidrogeles de polisacéaridos
nanofibrilares muestran un comportamiento plastico, lo que significa que es necesaria una cierta tensién de
cizalladura (fuerza) antes de que el material empiece a fluir facilmente. Esta tension de cizalladura critica suele
llamarse limite de fluencia. El limite de fluencia puede determinarse a partir de una curva de flujo en estado
estacionario medida con un reémetro de tension controlada. Si se representa la viscosidad en funcion de la tension
de cizalladura aplicada, se observa una brusca disminucion de la viscosidad tras superarse la tension de cizalladura
critica. Los valores de viscosidad de cizalladura cero estan tipicamente comprendidos entre 100 y 100.000 Pa:s,
preferentemente entre 5.000 y 50.000 Pa:s, en agua a una concentracion del 0,5% en peso. Para la NFC no
modificada, el intervalo preferible estd comprendido entre 1.000 y 10.000 Pa-s. El limite de fluencia esta tipicamente
comprendido entre 0,1 y 50 Pa, preferentemente entre 2 y 15 Pa, en agua a una concentracion del 0,5% en peso.
Las propiedades viscoelasticas de los hidrogeles de quitina y quitosano nanofibrilar se parecen a la situacién con los
hidrogeles de nanofibras de celulosa.

Las mediciones reologicas del hidrogel de NFC se llevan a cabo adecuadamente a temperatura ambiente y a pH 7,
con un redmetro rotativo de tension controlada (AR-G2, TA instruments, Reino Unido) equipado con una geometria
de paleta de cuatro palas. Los diametros de la copa de muestra cilindrica y la paleta son de 30 mm y 28 mm,
respectivamente. La longitud de la paleta es de 42 mm. Las propiedades viscoelasticas del hidrogel se determinan
con un barrido de frecuencia y un barrido de tiempo en el modo oscilatorio dinamico del reémetro a una deformacién
del 0,1% en peso. Todas las muestras se mezclan, adecuadamente con un mezclador Waring, antes de las
mediciones (3 veces 10 s).

Composicién del hidrogel

En la presente memoria, hidrogel de polisacarido nanofibrilar se refiere a una dispersion acuosa que comprende
polisacaridos nanofibrilares. Se forma un gel ya a una consistencia baja en un medio acuoso. El gel es
adecuadamente transparente.

El hidrogel de polisacarido nanofibrilar con la viscosidad deseada se puede formar mezclando el polisacéarido
nanofibrilar en un medio acuoso, tal como agua. Puede utilizarse cualquier aparato adecuado de mezcla o
combinacién. Sin embargo, la eficacia de la mezcla puede afectar a la estructura fina del gel, es decir, se obtienen
geles mas homogéneos con aparatos de mezclado mas eficientes.

La pureza microbiana del hidrogel de polisacarido nanofibrilar es esencial. Por consiguiente, el hidrogel de
polisacarido nanofibrilar puede esterilizarse antes de su utilizacion, adecuadamente utilizando cualquier método de
esterilizacion adecuado conocido en la técnica.

También resulta ventajoso que el producto no contenga pirégenos ni residuos proteinicos, etc.

La composicion puede comprender del 0,01% al 30% en peso, adecuadamente del 0,01% al 20% en peso, de
polisacaridos nanofibrilares o cualquier combinacion de los mismos. Adecuadamente, dicha composicion comprende
del 0,05% al 5% en peso, de forma particularmente adecuada del 0,07% al 4% en peso, ain mas adecuadamente
del 0,1% al 3% en peso de polisacaridos nanofibrilares o cualquier combinacion de los mismos.

Por ejemplo, una NFC con un didmetro promedio en nimero de 2-40 nm proporciona transparencia al hidrogel.

Adecuadamente, el agua que se utiliza en el hidrogel puede ser agua purificada o agua esterilizada, preferentemente
agua purificada sin pirégenos.

La rigidez de los hidrogeles de NFC refleja también la facilidad de esparcirse de los hidrogeles. Habitualmente, el
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maédulo de almacenamiento de un hidrogel de celulosa nanofibrilar al 0,5% (en peso) en agua pura a pH 7 y a 25°C
estd comprendido entre 1 y 50 Pa, preferentemente entre 1 y 20 Pa. A menudo, la NFC modificada da lugar a
hidrogeles mas rigidos, pero la extensa fibrilacion de estos grados también puede dar lugar a un mdédulo de
almacenamiento menor.

Los polisacaridos nanofibrilares pueden comprender NFC de origen vegetal, o NFC microbiana, o nanobrillas de
quitina, o nanobrillas de quitosano, o analogos de celulosa, o cualquier combinacion de los mismos. De forma
particularmente adecuada, dichos polisacaridos nanofibrilares se seleccionan entre NFC nativas derivadas de
plantas, NFC anidnicas, NFC nativas sometidas a intercambio i6nico, nanofibrillas de quitina, nanofibrillas de
quitosano y cualquier combinacion de las mismas.

Ingredientes opcionales

La composicién o el agente pueden comprender opcionalmente uno 0 mas agentes bioactivos. Dicho agente
bioactivo se refiere a una molécula o compuesto que ejerce un efecto fisioldgico, terapéutico o diagndstico in vivo.
Entre los ejemplos representativos de agentes bioactivos se incluyen proteinas, péptidos, hidratos de carbono,
lipidos, acidos nucleicos y fragmentos de los mismos, compuestos antiviricos, compuestos antiinflamatorios,
compuestos antibidticos, tales como compuestos antifingicos y antibacterianos, agentes de diferenciacion de
células, analgésicos, agentes de contraste para diagnédstico médico por imagen, enzimas, citocinas, anestésicos,
antihistaminicos, agentes que actdan sobre el sistema inmunitario, es decir, inmunomoduladores, agentes
hemostéticos, hormonas, agentes angiogénicos o0 antiangiogénicos, neurotransmisores, oligonucledtidos
terapéuticos, particulas virales, vectores, factores de crecimiento, retinoides, factores de adhesion celular,
glucoproteinas de la matriz extracelular, factores osteogénicos, anticuerpos y antigenos, esteroides y analgésicos.
Los agentes bioactivos pueden encontrarse en su forma de base o &cido libre, o en forma de sales, ésteres o
cualquier otro derivado farmacolégicamente aceptable, formas enantioméricamente puras, tautbmeros o como
componentes de complejos moleculares. La cantidad de agentes bioactivos en la composicion puede variar
dependiendo del agente bioactivo en particular, el efecto deseado y el intervalo de tiempo en el que se va a
administrar la composicion.

Entre los ejemplos de las clases de antibidticos que se pueden incluir en la composicion se incluyen
aminoglucosidos (por ejemplo, estolato/etilsuccinato, gluceptato/lactobionato/estearato de tobramicina, amikacina,
gentamicina, kanamicina, netilmicina, tobramicina, estreptomicina, azitromicina, claritromicina, eritromicina,
neomicina, eritromicina), beta-lactdmicos como penicilinas (por ejemplo, penicilina G, penicilina V, meticilina,
nafcilina, oxacilina, cloxacilina, dicloxacilina, ampicilina, amoxicilina, ticarcilina, carbenicilina, mezlocilina, azlocilina y
piperacilina), cefalosporinas (por ejemplo, cefalotina, cefazolina, cefaclor, cefamandol, cefoxitina, cefuroxima,
cefonicida, cefmetazol, cefotetan, cefprozil, loracarbef, cefetamet, cefoperazona, cefotaxima, -ceftizoxima,
ceftriaxona, ceftazidima, cefepima, cefixima, cefpodoxima y cefsulodina), fluoroquinolonas (por ejemplo,
ciprofloxacina), carbepenems (por ejemplo, imipenem), tetraciclinas (por ejemplo, doxiciclina, minociclina,
tetraciclina), macrolidos (por ejemplo, eritromicina y claritromicina), monobactamas (por ejemplo, aztreonam),
quinolonas (por ejemplo, fleroxacina, acido nalidixico, norfloxacina, ciprofloxacina, ofloxacina, enoxacina,
lomefloxacina y cinoxacina), glucopéptidos (por ejemplo, vancomicina, teicoplanina), cloranfenicol, clindamicina,
trimetoprim, sulfametoxazol, nitrofurantoina, rifampicina y mupirocina, y polimixinas, como PMB, oxazolidinonas,
imidazoles (por ejemplo, miconazol , ketoconazol, clotrimazol, econazol, omoconazol, bifonazol, butoconazol,
fenticonazol, isoconazol, oxiconazol, sertaconazol, sulconazol y tioconazol), triazoles (por ejemplo, fluconazol,
itraconazol, isavuconazol, ravuconazol, posaconazol, voriconazol, terconazol y albaconazol), tiazoles (por ejemplo,
abafungin) y alilaminas (por ejemplo, terbinafina, naftifina y butenafina), equinocandinas (por ejemplo,
anidulafungina, caspofungina y micafungina). Otros antibiéticos pueden incluir poligodial, acido benzoico, ciclopirox,
tolnaftato, acido undecilénico, flucitosina o 5-fluorocitosina, griseofulvina y haloprogina.

Entre los ejemplos de agentes antimicrobianos que se pueden incluir en la composicion se incluyen particulas de
plata, particularmente nanoparticulas de plata, agentes o compuestos que liberan iones de plata, gluconato de
clorhexidina y polihexametileno biguanida.

Entre los ejemplos de anestésicos que se pueden incluir en la composicidon se incluyen procaina, benzocaina,
cloroprocaina, cocaina, ciclometicaina, dimetocaina, piperocaina, propoxicaina, procaina, novocaina, proparacaina,
tetracaina, lidocaina, articaina, bupivacaina, cincocaina, etidocaina, levobupivacaina, mepivacaina, prilocaina,
ropivacaina y trimecaina. En algunas formas de realizacion, el anestésico es una combinacion de lidocaina y
prilocaina.

Entre los ejemplos de analgésicos que se pueden incluir en la composicion se incluyen los opidceos y analogos de
los mismos. Entre los ejemplos de opiaceos se incluyen morfina, codeina, oxicodona, hidrocodona, dihidromorfina,
petidina, buprenorfina, tramadol, fentanilo y venlafaxina.

Un ejemplo de agente hemostatico que se puede incluir en la composicion es la trombina.

Entre los ejemplos de compuestos antiinflamatorios que se pueden incluir en la composicién se incluyen
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hidrocortisona, cortisona, dexametasona, fluocinolona, triamcinolona, medrisona, prednisolona, flurandrenolida,
prednisona, halcinonida, metilprednisolona, prednisona, halcinonida, metilprednisolona, fludrocortisona,
corticosterona, parametasona, betametasona, ibuprofeno, naproxeno, fenoprofeno, fenbufeno, flurbiprofeno,
indoprofeno, ketoprofeno, suprofeno, indometacina, piroxicam, acido acetosalicilico, acido salicilico, diflunisal,
salicilato de metilo, fenilbutazona, sulindac, acido mefenamico, meclofenamato de sodio y tolmetina.

Entre los ejemplos de antihistaminicos que se pueden incluir en la composicién se incluyen difenhidramina,
dimenhidrinato, perfenazina, triprolidina, pirilamina, clorciclizina, prometazina, carbinoxamina, tripelenamina,
bromfeniramina, hidroxizina, ciclizina, meclizina, clorprenalina, terfenadina y clorfeniramina.

Entre los ejemplos de factores de crecimiento que se pueden incluir en la composicidon se incluyen factor de
crecimiento endotelial vascular (“VEGF"), factores de crecimiento nervioso, tales como NGF-beta, factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factores de crecimiento de fibroblastos, incluidos, por ejemplo, aFGF y
bFGF, factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento de queratinocitos, factor de necrosis tumoral,
factores de crecimiento transformante (TGF), incluidos, entre otros, TGF-alfa y TGF-beta, incluidos TGF-betal, TGF-
beta2, TGF -beta3, TGF-beta4 o TGF-betab, factores de crecimiento insulinoides | y Il (IGF-I e IGF-II), des(1-3)-IGF-I
(IGF-I cerebral), neurotrofina 3 (NT-3) y factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF).

Entre los ejemplos de inmunomoduladores que se pueden incluir en la composicion se incluyen ciclosporina A,
guanilhidrazona, azatioprina, metotrexato, ciclofosfamida y tacrolimus.

Opcionalmente, la composicién o el agente pueden comprender células. Las células pueden ser de cualquier tipo y
entre ellas pueden incluirse células madre, células indiferenciadas, células precursoras, asi como células
completamente diferenciadas y combinaciones de las mismas. En algunas formas de realizacion, las células
comprenden tipos de células seleccionados entre el grupo que comprende queratocitos, queratinocitos, fibroblastos,
células epiteliales y combinaciones de los mismos. En algunas formas de realizacion, las células se seleccionan
entre el grupo que comprende células madre, células progenitoras, células precursoras, células del tejido conjuntivo,
células epiteliales, células musculares, células neuronales, células endoteliales, fibroblastos, queratinocitos, células
de mdusculo liso, células estromales, células mesenquimales, células del sistema inmunitario, células
hematopoyéticas, células dendriticas, células del foliculo piloso y combinaciones de los mismos. En algunas formas
de realizacion, las células del sitio de la herida utilizan la composicion, particularmente el hidrogel, como un andamio
para crecer y migrar al lecho de la herida. Se pueden afiadir agentes bioactivos a la composicion para modificar
diversas actividades o propiedades de las células, tales como el crecimiento y la proliferacién celulares, la adhesién
celular, la diferenciacion, la migracion, el mantenimiento de los estados indiferenciados, la secrecién de la matriz
extracelular y la secrecion de moléculas, incluidos factores de crecimiento, prostaglandinas, citocinas y similares.

En algunas formas de realizacion, la composicion puede incluir, opcionalmente, agentes nutricionales, tales como
vitaminas, aminoacidos esenciales y no esenciales, grasas esenciales y no esenciales y combinaciones de las
mismas, acido hialurénico, derivados del &cido hialurénico, gel de aloe vera, propilenglicol, [beta]-1,3-glucano y
sustancias tampén para mantener el pH de la composicién en el intervalo de 4 a 9.

El hidrogel de polisacarido nanofibrilar puede tener, opcionalmente, un material de refuerzo unido al mismo. En
algunas formas de realizacién, el material de refuerzo proporciona una proteccion y/o soporte adicional. En algunas
formas de realizacion, el material de refuerzo puede servir para impedir la observacion visual de la herida a través
del hidrogel transparente de celulosa, especialmente en situaciones en las que no es deseable que la herida sea
visible (0 que el ojo esté expuesto a la luz). En algunas formas de realizacion, el material de refuerzo no es
permanente, puede extraerse libremente y puede volverse a colocar, si es necesario. Por ejemplo, en algunas
formas de realizacion, el material de refuerzo puede ser retirado por un profesional de la salud para evaluar el
progreso de la cicatrizacion de la herida mediante la inspeccién de la misma a través de la membrana de hidrogel de
celulosa. En algunas formas de realizacion, el material de refuerzo puede presentarse en forma de una o mas capas
de celulosa (por ejemplo, microbiana o de origen vegetal), un poliéster, un poliuretano, un polietilenglicol o un
derivado de los mismos, un acrilico-vinilpirrolidona, un acido metacrilico, un isobutileno de silicona, un isopreno o un
estireno, o combinaciones de los mismos.

El hidrogel de polisacarido nanofibrilar se puede incorporar, opcionalmente, en un soporte, tal como una gasa o un
material no tejido.

El hidrogel de polisacérido nanofibrilar puede incorporarse o embalarse en un dispositivo de aplicacion, tal como una
jeringa, un aplicador, una bomba o un tubo que contienen la cantidad deseada del hidrogel, tal como jeringas con un
tamafio de 0,5 ml a 200 ml, o incluso més. Dicho dispositivo puede comprender una boquilla o tobera que
proporciona un flujo constante del hidrogel con el grosor, la anchura y la geometria deseados. Estos dispositivos
“listos para el uso” pueden envasarse, esterilizarse y almacenarse, y utilizarse cuando se desee. Estos dispositivos
de aplicacion pueden incorporarse en kits listos para el uso.

La presente invencion da a conocer, ademas, procedimientos para el control y la prevencion de la contracciéon en
relacién con el tratamiento de heridas, la cicatrizacion de heridas o la reparacién de tejidos en un individuo que lo
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necesita, que comprende poner en contacto la herida o la membrana mucosa o el tejido con una cantidad eficaz de
un hidrogel de polisacarido nanofibrilar segin la presente invencion.

La presente invencion da a conocer, ademas, procedimientos para el control y la prevencion del desarrollo de
fibrosis en relacion con el tratamiento de heridas, la cicatrizacion de heridas o la reparacion de tejidos en un
individuo que lo necesita, que comprende poner en contacto la herida o la membrana mucosa o el tejido con una
cantidad eficaz de un hidrogel de polisacarido nanofibrilar segun la presente invencion.

Entre los ejemplos de los tipos de heridas y tejidos para los que se puede utilizar la composicién de la presente
invencion se incluyen, aunque sin limitarse a los mismos, heridas cutaneas, quemaduras, heridas cronicas, heridas
de las membranas mucosas y Ulceras, asi como heridas en tendones. Otros ejemplos de heridas son heridas
causadas por cirugia laser, radiacion, quemaduras quimicas, tratamientos contra el cancer, sitios de escisiéon de
biopsia, patégenos, heridas por arma de fuego o arma blanca, cirugia estética y cirugia reconstructiva, y similares.
Entre las Ulceras se incluyen Ulceras neuropdticas, Ulceras de decubito, Ulceras por estasis venosa y Ulceras
diabéticas, y similares.

Adecuadamente, el hidrogel de polisacarido nanofibrilar se puede utilizar para el tratamiento de sitios donantes
(sitios que el médico aprovecha para recolectar piel para el injerto) y sitios receptores en relacion con la terapia que
comprende injertos de piel, tales como terapia por STSG y FTSG.

Dicho hidrogel de polisacarido nanofibrilar puede utilizarse de forma particularmente adecuada en heridas de grado
Il'y grado Ill, en heridas de grosor parcial (por ejemplo, quemaduras de segundo grado, heridas quirdrgicas o heridas
gue mantienen intacta la mayor parte de la dermis, que pueden regenerarse a partir de la zona de la herida), asi
como en heridas mas graves, de grado V. Los injertos pueden ser injertos en malla o puede utilizarse un injerto de
piel troceada reclutada o un injerto de lamina epidérmica. El hidrogel de polisacarido nanofibrilar también puede
aplicarse en el contexto de la técnica del colgajo.

En los injertos de piel, puede utilizarse cualquier técnica y cualquier agente de fijacién conocidos para fijar el injerto,
y el hidrogel de polisacaridos pueden aplicarse directamente al injerto sin necesidad de utilizar apdsitos. Sin
embargo, si se desea, pueden utilizarse apésitos de proteccion.

En los pacientes diabéticos se dan dificultades sistémicas, tales como la presencia de neuropatia, disfuncion
endotelial y mayor susceptibilidad a infecciones, neuropatia porque el paciente no siente dolor y con frecuencia no
es consciente de la gravedad de la herida hasta que la infeccidn se extiende a puntos mas cercanos, a menudo junto
con obstaculos especificos del paciente, todo lo cual dificulta la atencién de las Ulceras cronicas en pacientes
diabéticos. El hidrogel de polisacarido nanofibrilar se puede utilizar para mejorar el tratamiento de las Ulceras
diabéticas, particularmente en el contexto de la terapia por STSG de Ulceras crénicas, en la que se puede mantener
una hidratacion suficiente, se promueve la epitelizacion, se controla la contraccion y se impide la translocacion de
bacterias a través de la misma.

Otras aplicaciones adecuadas del hidrogel de polisacarido nanofibrilar se dan en los sobreinjertos dérmicos, en los
que se aplica un STSG a un lecho o dermis receptores o a un tejido de cicatriz sin piel; en injertos expandidos; en el
tratamiento de cicatrices inestables, deprimidas, onduladas o hipertroficas; y en el tratamiento de injertos de piel
inestables o hiperpigmentados, nevus grandes pigmentados, lesiones por radiacion, vitiligo y eliminacion de tatuajes.

Las quemaduras provocan lesiones cutaneas particularmente complejas que dafian considerablemente las diversas
capas de la piel. Generalmente, las quemaduras se definen, segin su profundidad y alcance, entre de primer grado
(superficiales) y de tercer grado (destruccion total de la epidermis y la dermis). El protocolo estandar de curacion de
las quemaduras subraya diversos factores que aceleran el proceso de cicatrizacion optima: (a) control de la pérdida
de liquidos; (b) bloqueo a una infeccidn de la herida; (c) cierre rapido y eficaz de la herida, 6ptimamente con injertos
de piel o sustitutos de la piel; y (d) alivio significativo del dolor. El hidrogel de polisacérido nanofibrilar de la presente
invencion proporciona medios para mejorar uno 0 mas de estos factores.

Los hidrogeles de polisacaridos nanofibrilares, adecuadamente los que comprenden NFC derivadas de plantas,
habitualmente tienen un limite de fluencia significativamente alto y una viscosidad de cizalladura cero alta a bajas
concentraciones. Los hidrogeles muestran un comportamiento pseudoplastico a velocidades de cizalladura mas
altas, lo que permite una facil dispensacion de hidrogeles viscosos. Cuando los hidrogeles se someten a cizalladura
(por ejemplo, en un reémetro o un tubo), la fase dispersa tiende a alejarse de los limites solidos, lo que da lugar a la
creacion de una capa de liquido de menor viscosidad en las paredes del recipiente. Este fendmeno comporta que la
resistencia al flujo, es decir, la viscosidad, es inferior en los limites que en el grueso de la dispersion. En
consecuencia, la dispersién o inyeccion del hidrogel a la herida con un aplicador, tal como una jeringa o una pipeta,
resultan sencillas incluso a concentraciones méas elevadas (hasta del 4%), a fin de proporcionar una cantidad
uniforme y deseada del hidrogel a la herida, incluso con una configuracion o forma mas complicada. De este modo,
el hidrogel puede aplicarse uniformemente incluso a heridas y lechos de heridas irregulares, pequefios o
complicados en cualquier otro sentido. Este fendbmeno permite ademas una facil dispensacién del hidrogel con una
minima perturbacion de las particulas (componentes bioactivos, etc.) dispersadas en el mismo.
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El hidrogel de polisacarido nanofibrilar tiene una permeabilidad hidraulica y una permeabilidad difusiva excelentes.

El hidrogel de polisacérido nanofibrilar proporciona una buena adherencia al lecho de la herida y una buena barrera
fisica a infecciones, impidiendo la entrada de bacterias en la herida. Dado que habitualmente el hidrogel es
transparente, la herida puede ser inspeccionada sin necesidad de retirar el hidrogel. Las proteasas no son capaces
de degradar el hidrogel.

Ademas, el hidrogel de polisacéarido nanofibrilar se puede retirar faciimente de la zona de aplicacion (herida), por
ejemplo con enzimas, aprovechando la degradacion enzimatica de las moléculas de celulosa. Entre las enzimas
apropiadas para ello se encuentran, por ejemplo, las celulasas disponibles en el mercado. Alternativamente, el gel
también se puede diluir con un liquido acuoso (solucion salina, agua purificada) y a continuacion lavarse el hidrogel
en el sitio (herida).

El hidrogel de polisacéarido nanofibrilar puede tener el potencial de detener la hemorragia de las heridas (hemostasis)
y puede incluir agentes que promueven la coagulacion, como la trombina.

Si se desea, el hidrogel de polisacarido nanofibrilar que se aplica al sitio de la herida puede cubrirse con un apdsito
secundario, una pelicula 0 una membrana.

Segun algunas formas de realizacion, el hidrogel de polisacarido nanofibrilar permite la proliferacion celular sobre el
hidrogel o dentro del mismo para facilitar la cicatrizacién de la herida. Las células se pueden inocular en el hidrogel
antes o durante la aplicacion del hidrogel a la herida.

Ademaés, dichos hidrogeles de polisacaridos nanofibrilares se pueden utilizar para cerrar temporalmente la herida
con el fin de prevenir la contraccion de la herida, la contaminacién bacteriana y la pérdida de liquidos. Esto
proporciona una alternativa al uso temporal de injertos de piel aldgenos o xendgenos.

El hidrogel de polisacarido nanofibrilar también se puede utilizar en la intervencién, a la mayor brevedad posible tras
producirse la lesion. Se puede proporcionar en forma estéril como cubierta temporal inmediata para todo tipo de
lesiones, incluidas quemaduras o heridas fisicas, tales como disparos, cortes por navaja, hematomas, contusiones,
desgarros, etc.

El hidrogel de polisacarido nanofibrilar permite una excelente penetracion y amoldamiento a todos los contornos de
la herida y el tejido, y proporciona un entorno himedo adecuado.

Otra ventaja interesante del hidrogel de polisacarido nanofibrilar es su transparencia o translucidez, que permite la
observacion clinica continua del progreso de la cicatrizacién. También facilita el proceso de eliminacion de desechos
necréticos (desbridamiento autolitico), mejora el desarrollo del tejido de granulacién, acelera todo el proceso de
reepitelizacion y angiogénesis, y ayuda a mantener limpia la base de la herida. El hidrogel de polisacarido
nanofibrilar se puede lavar facilmente y suavemente de la lesion o herida con agua y reemplazarse con un nuevo
hidrogel de polisacéarido nandfibrilar, si es necesario.

Promueve el proceso de cicatrizacion Optima y proporciona un control de la pérdida de liquidos, asi como una
barrera frente a la infeccion de la herida y un cierre eficaz de la herida sin una contraccion no deseada. Dado que las
terminaciones nerviosas quedan aisladas, se reduce el dolor que produce la lesion. También encuentra aplicacién en
el tratamiento de heridas crénicas y Ulceras.

Los resultados que se presentan en los ejemplos 3 y 4 indican que el hidrogel de polisacarido nanofibrilar controla e
inhibe la contraccion en un grado sorprendente, tal como puede observarse particularmente en la aplicacion de
STSG. De este modo, la utilizacion de dicho hidrogel de polisacérido nanofibrilar, que comprende particularmente
NFC nativa derivada de plantas, ayuda a prevenir la contraccion y la formacion de la fibrosis inducida por la
contraccion y las restricciones de movimiento cuando se aplica la terapia por STSG en los pacientes. También se
observd que el polisacarido nanofibrilar no tiene ningln efecto negativo en la epitelizacion. No se observo
crecimiento bacteriano durante el tratamiento de 2 a 4 semanas con el hidrogel de polisacarido nanofibrilar. El sitio
de la herida tras la cicatrizacion comprende menos formacién de cicatrices y contracciones.

Fue sorprendente el hecho de que la contraccion se pudiera controlar y prevenir de manera muy eficiente a la vez
que no se impedia la difusion de las células epiteliales. El hidrogel de polisacérido nanofibrilar también proporciona
un entorno ideal para la granulacion y la reepitelizacion, y evita la translocacion de bacterias a través del mismo.

Se sabe que los miofibroblastos contribuyen a la contraccion de la herida y la aparicion de cicatrices. Por
consiguiente, se puede entender que prevenir la contraccion de la herida forma parte del proceso en el que el
material de hidrogel impide el cambio de fenotipo de los fibroblastos a miofibroblastos de deposicion activa de
colageno y contraccion de heridas.
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La estructura Unica del hidrogel viene proporcionada por el polisacarido nanofibrilar, por lo que dicho hidrogel,
debido a sus propiedades reoldgicas, proporciona al mismo tiempo un producto de facil dispersion, que rellena todos
los huecos y cavidades, y una red nanofibrilar para el proceso de cicatrizacion de la herida.

Ademas, las propiedades particularmente de las NFC derivadas de plantas, tales como los efectos antiinflamatorios,
sin pirdgenos, sin residuos quimicos (en particular, la NFC nativa), proporcionan beneficios adicionales a la presente
invencion.

El hidrogel de polisacérido nanofibrilar también es particularmente adecuado para el tratamiento del sitio donante, ya
que proporciona un mantenimiento adecuado de la hidratacién en dicho sitio e impide la contraccion y la
translocacién de bacterias a través del mismo, y ayuda a controlar el dolor, opcionalmente en combinacién con un
anestésico.

El hidrogel de polisacarido nanofibrilar es facil de utilizar y aplicar en el sitio deseado, por lo que puede disminuirse
el tiempo necesario en quiréfano. Hasta ahora no se ha dispuesto de ningln vendaje ni tratamiento ideal del sitio
donante, que alivie el dolor y las molestias y proporcione una cicatrizacion optima.

Ademas, el hidrogel de polisacarido nanofibrilar se puede utilizar en el tratamiento de lesiones de los tendones, y en
particular para el control y la prevencion de la contraccién durante la reparacion de tejidos.

El hidrogel de polisacarido nanofibrilar también se puede utilizar en el tratamiento de heridas de las membranas
mucosas.

El hidrogel de polisacarido nanofibrilar es inerte, no alergénico, antiinflamatorio, no toéxico, no pirégeno, de
fabricacién sencilla y econdémica, y promueve la migracion natural de células huésped al sitio de la herida.

El hidrogel de polisacarido nanofibrilar es muy estable, puede almacenarse a cualquier temperatura deseada y se
puede esterilizar.

Cualquiera de las formas de realizacién descritas en la presente memoria se puede implementar en el contexto de
un método, un kit, un reactivo o una composicion.

Los siguientes ejemplos son ilustrativos de formas de realizacion de la presente invencién, tal como se ha descrito
anteriormente, y no pretenden limitar la invencion en ningln sentido. La presente invencion se ilustra también
haciendo referencia a las figuras.

Ejemplos

Los siguientes materiales de hidrogel se utilizaron en experimentos de cicatrizacion de heridas:

Hidrogel opaco de NFC nativa no modificada

- Concentracion 1,5% en peso en agua

- Estéril, tratado en autoclave

- Translacido u opaco, turbidez 139 NTU

- Carga superficial ligeramente anionica, -2 mV
- Contraion de sodio

- Diametro de fibra promedio en nimero 7 nm de nanofibras + 20-50 nm de haces de fibrillas, longitud de
varios micrometros

- Numero de particulas no fibriladas: 100-200 particulas/mg, método FiberLab

- Composicion de hidratos de carbono: 72,8% de glucosa, 25,6% de xilosa, 1,4% de manosa

- Fibrilado con fluidizador industrial (Microfluidics Ltd.)

- Viscosidad de cizalladura cero de muestra al 0,5% en peso de 8.000 Pa-s y limite de fluencia de 5 Pa.

- Viscosidad de cizalladura cero de muestra al 1,0% en peso de 30.000 Pa:s y limite de fluencia de 20 Pa.

- Mddulo de almacenamiento de muestra al 0,5% en peso G’ = 10 Pa
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Hidrogel transparente de NFC modificada

- Oxidacién mediada por TEMPO antes de la fibrilacion, contenido de &cido carboxilico 1.000 micromol/g

- Concentracion 0,8% en peso en agua

- Transparente, turbidez 10 NTU

- Carga superficial muy aniénica, -39 mV

- Diametro de fibra promedio en nimero 2-6 nm, longitud 500 nm - 2.000 nm

- Numero de particulas no fibriladas 100 particulas/mg, método FiberLab

- Composicion de hidratos de carbono: Materia prima similar a la de grado nativo, pero después de la
modificacion el producto contiene también estructuras de hidratos de carbono con grupos &cido carboxilico en
la posicion C6.

- Fibrilado con fluidizador industrial (Microfluidics Ltd.)

- Viscosidad de cizalladura cero de muestra al 0,5% en peso de 4.000 Pa-s y limite de fluencia de 3 Pa.

- Viscosidad de cizalladura cero de muestra al 0,8% en peso de 35.000 Pa:s y limite de fluencia de 22 Pa.

- Moddulo de almacenamiento de muestra al 0,5% en peso G’ =5 Pa

En la figura 1 se muestran imagenes crio-TEM de hidrogeles de celulosa nanofibrilar, NFC opaca nativa (1a) y NFC
transparente aniénica (1b).

Hidrogel Purilon, Coloplast, Dinamarca (comparativo)

- El gel Purilon de Coloplast es un suplemento de uso comun en el tratamiento de diversos tipos de heridas
para mantener un entorno de la herida himedo.

- 10% en peso de hidrogel

- Mezcla muy viscosa de agua, carboximetilcelulosa de sodio y alginato de calcio

- Estéril

- Transparente

- Viscosidad de cizalladura cero de muestra al 10% en peso de 70.000 Pa-s y limite de fluencia de 150 Pa.
Ejemplo 1

Propiedades de flujo de los hidrogeles de polisacaridos nanofibrilares

Las propiedades reolégicas de flujo de los hidrogeles de polisacaridos nanofibrilares dan lugar a diversas
caracteristicas beneficiosas en el control y la prevencion de la contraccion en el contexto del tratamiento de heridas,
la cicatrizacion de heridas y la reparacion de tejidos. Los hidrogeles tienen una viscosidad alta a bajo cizalladura (o
en reposo) para una capacidad de suspension y una estabilidad mecanica éptimas, pero también muestran un
comportamiento pseudoplastico a velocidades de cizalladura méas altas, lo que permite una facil dispensacion e
inyeccion de los mismos. La capacidad del polisacarido nanofibrilar para proporcionar estas propiedades reolégicas
se demostré en una serie de pruebas en la que se midio la viscosidad del hidrogel de polisacarido nanofibrilar
(hidrogeles) en un amplio intervalo de tension de cizalladura (velocidad) en un redmetro rotativo (AR-G2, TA
Instruments, Reino Unido).

Las dispersiones de hidrogel de polisacarido nanofibrilar muestran viscosidades de cizalladura cero mucho mas altas
(la regién de viscosidad constante para tensiones de cizalladura bajas) que otros polimeros comparativos solubles
en agua, tal como se puede observar en la figura 2a. En dicha figura se muestra la viscosidad de dispersiones de
NFC al 0,5% en funcion de la tension de cizalladura aplicada en comparacion con una solucion al 0,5% de polimeros
solubles en agua de poliacrilamida (5.000 kDa) y CMC (carboximetilcelulosa, 250 kDa). NFC-L se refiere a NFC
labilizada, aqui NFC aniénica (celulosa nanofibrilada) oxidada por oxidacion mediada por radicales 2,2,6,6-
tetrametilpiperidina-1-oxilo (TEMPO), y NFC-N se refiere a NFC nativa no modificada sometida a un tratamiento de
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intercambio idnico, siendo ambas NFC derivadas de plantas.

La viscosidad de cizalladura cero del hidrogel de NFC aumenta mucho por el menor diametro de las nanofibrillas,
inducido por la labilizacion anterior del material de partida, tal como la oxidacién. La tension a la que se inicia el
comportamiento pseudoplastico (“limite de fluencia”) también es considerablemente alto para los hidrogeles de NFC.

La capacidad de suspensién de un material también es mejor cuanto mayor es el limite de fluencia. Si el hidrogel
contiene particulas sélidas incorporadas, tales como particulas de plata, particulas de farmaco o células
trasplantadas, estas se estabilizan eficazmente frente a la sedimentacién por los efectos combinados de la elevada
viscosidad de cizalladura cero y el limite de fluencia alto y el médulo de almacenamiento alto. La fuerza gravitacional
aplicada por las particulas es mucho mas débil que el limite de fluencia. Asi, las células suspendidas quedan
“congeladas” dentro de la matriz de gel cuando se mezclan con el hidrogel de NFC o “congeladas” sobre el gel si se
depositan sobre la parte superior del gel.

En la figura 2b, la viscosidad de los hidrogeles se presenta como una funcion de la velocidad de cizalladura medida.
La viscosidad de dispersiones de NFC al 0,5% (NFC derivada de plantas, la misma que en la figura 2a) en funcion
de la velocidad de cizalladura medida en comparacion con poliacrilamida y CMC (carboximetilcelulosa) al 0,5%. La
region tipica de velocidad de cizalladura de diferentes procesos fisicos se ha marcado en la figura mediante flechas.
A partir de la figura 2b, es evidente que la viscosidad de las dispersiones de NFC disminuye a velocidades de
cizalladura relativamente pequefias y alcanza un nivel similar al medido para los materiales de referencia a
velocidades de cizalladura de aproximadamente 200 s™.

La estructura reticular de la dispersién de NFC se descompone por la cizalladura. Tras la aplicacion de una
determinada tensién, la viscosidad del sistema disminuye bruscamente y tiene lugar una transicion de un
comportamiento de tipo solido a un comportamiento de tipo liquido. Este tipo de comportamiento es beneficioso, ya
que permite mezclar homogéneamente particulas soélidas en la suspensién de NFC mediante una cizalladura
mecéanica moderada.

Cuando se someten a cizalladura (por ejemplo, en un reémetro o un tubo) liquidos de dos fases, por ejemplo
dispersiones de NFC floculadas, la fase dispersa tiende a alejarse de los limites soélidos, lo que da lugar a la creacién
de una capa de liquido de menor viscosidad en las paredes del recipiente (figura 3). Este fenédmeno comporta que la
resistencia al flujo, es decir, la viscosidad, sea inferior en los limites que en el grueso de la dispersion. En
consecuencia, la inyeccion del hidrogel de NFC con una jeringa y una aguja, 0 con una pipeta, es facil incluso a
concentraciones altas (1-4%). Este fendmeno permite una facil dispensacion del hidrogel, en este ejemplo
suspensiones celulares con una perturbacion minima de las células, es decir, la mayoria de las células estan
situadas en el centro de la aguja y estan practicamente en reposo. La figura 3 muestra una presentacion
esquematica de una dispersion de NFC (la NFC-N utilizada en la figura 2a) que contiene células dispersadas en su
interior fluyendo dentro de una aguja.

Ejemplo 2

Difusién en hidrogeles de polisacéaridos nanofibrilares

Se dispusieron 400 pl de un hidrogel de NFC nativa u oxidada al 1% (NFC anionica oxidada por oxidacion mediada
por radicales 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxilo (TEMPO) y NFC nativa no modificada sometida a tratamiento de
intercambio i6nico, siendo ambas NFC derivadas de plantas) por filtro en el compartimento apical de placas de
pocillos de filtro Transwell™ (tamafio de poro del filtro 0,4 um). Se afiadié 1 ml de PBS en el lado basolateral y se
afadieron 100 pl (25 pg) de dextranos marcados con fluorescencia en la parte superior de los hidrogeles (PM de 20
k, 70 k y 250 k). La placa se fijo firmemente y se dejo reposar en un agitador de placa de pocillos. Se tomaron
muestras de 100 pl del lado basolateral y se sustituyé la misma cantidad por PBS. Las primeras muestras se
tomaron a intervalos de 15 minutos, otras muestras se tomaron en diferentes puntos temporales comprendidos entre
30 minutos y 2 horas, y las muestras finales se tomaron a las 24 horas. Se tomaron un total de 168 muestras. La
tabla diana (OptiPlate™-96 F) se midié a longitudes de onda de excitacion y de emision de 490 nm y 520 nm,
respectivamente.

La figura 4 muestra la difusién de dextranos de diferentes pesos moleculares a través de un hidrogel de NFC nativa
al 1%. Es evidente que diferentes compuestos modelo de peso molecular son capaces de difundirse a través del
hidrogel de NFC. La difusion depende del peso molecular; las moléculas mas pequefias se difunden mas rapido que
las grandes. La difusion a velocidad constante de las moléculas es una caracteristica beneficiosa de los hidrogeles
de NFC cuando se utilizan en tratamientos de cicatrizacion de heridas. Primero los metabolitos y nutrientes
normales se difunden libremente en el limite de la herida y el hidrogel. Luego, las moléculas de farmaco, los iones de
plata y los factores de crecimiento secretados de las células trasplantadas pueden difundirse en la interfaz de la
herida.

La libre difusion de moléculas es especialmente beneficiosa en situaciones donde los compuestos activos se liberan
lentamente desde entidades de mayor tamafio, que se estabilizan en el gel gracias al limite de fluencia y la

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2614908 T3

viscosidad de cizalladura cero elevados. Son ejemplos de este tipo de situaciones, por ejemplo, microparticulas o
nanoparticulas de plata que liberan iones de plata en el hidrogel, o particulas de farmaco micronizadas poco
solubles en agua, o células que producen compuestos beneficiosos en el hidrogel.

Ejemplo 3

Efecto de los hidrogeles de NFC en la prevenciéon de la contraccién en un modelo porcino

Se utiliz6 un modelo animal porcino para simular heridas de tercer grado.

Materiales y métodos

Animales y anestesia

Se utilizaron cerdos hembra Landrace domésticos (18-26 kg) libres de patégenos de 2 meses de edad. Los animales
se anestesiaron por inyeccion intramuscular de ketamina (4-6 mg/kg s.c.) y medetomidina (0,5 mg/kg s.c.). A lo largo
de la operacion se administré anestesia por infusién intravenosa de propofol (4-10 mg-kg*-h™ i.v.). El lomo de los
cerdos se rasuro, se lavo a fondo y se limpi6 con clorhexidina al 0,5%.

Heridas de biopsia

Se produjeron heridas dérmicas profundas en la piel del lomo con un punzén de biopsia de 8 mm. Se administré
hidrogel de NFC (NFC nativa no modificada derivada de plantas sometida a tratamiento de intercambio i6nico) con
una jeringa para rellenar por completo la cavidad de la herida. Las heridas no tratadas se utilizaron como control
para los grupos de tratamiento. Las heridas se cubrieron con un apdsito OpSite® de poliuretano (Smith & Nephew
plc, Londres, Reino Unido). Se controld la cicatrizacion de las heridas durante 7 dias o durante 14 dias. En el estudio
de 14 dias, en el séptimo dia del postoperatorio se fotografiaron las heridas, se afiadié hidrogel de NFC nuevo a las
heridas tratadas y se cambiaron los apositos.

Heridas profundas, injertos de piel y sitios donantes de injertos

Se recogi6 un injerto de piel de 4 cm x 5 cm con un dermatoma Zimmer (Zimmer, Inc., Warsaw, IN, Estados Unidos)
ajustado a 30/1.000 pulgadas. El injerto recogido se dispuso en malla en una proporcion de 1:3 con un mallador de
injerto de piel (Zimmer Inc). El sitio donante del injerto se utiliz6 como modelo de herida de grosor parcial. La mitad
de la superficie del sitio donante se cubri6é con hidrogel de NFC, y la otra mitad se dejé sin tratar. A continuacion se
cubrié el sitio donante con un apdsito OpSite® (Smith & Nephew). Se practicaron heridas de grosor completo (de 4
cm x 4 cm) en la piel del lomo de los cerdos. Los injertos de piel de grosor parcial se colocaron en estas heridas y se
fijaron a la herida y a la piel sana mediante grapas quirdrgicas. Se extendié un hidrogel de NFC (NFC nativa no
modificada derivada de plantas sometida a tratamiento de intercambio ionico) en la parte superior del injerto y la
herida de control se dejo sin tratar. Las heridas se cubrieron con Mepitel® (Mdlnlycke, Gotemburgo, Suecia) y un
aposito de poliuretano OpSite® (Smith & Nephew). Se control6 la cicatrizacion de las heridas durante 7 dias o
durante 14 dias. En el estudio de 14 dias, en el séptimo dia del postoperatorio se fotografiaron las heridas, se afiadio
hidrogel de NFC nuevo a las heridas tratadas y se cambiaron los apdsitos.

Secciones histoldgicas y analisis

Las heridas se recogieron en el dia 7 o en el dia 14 tras producirse. Las muestras se fijaron en formaldehido y se
integraron en parafina. Las secciones histoloégicas de las muestras se tifieron con hematoxilina y eosina, y se
analizaron con un microscopio optico. El andlisis morfométrico del tamafio de la herida se llevo a cabo utilizando el
programa ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/).

Aspectos éticos

Todos los animales fueron mantenidos y tratados de acuerdo con los principios indicados en Principles of Laboratory
Animal Care (NIH publications n.° 8.623, revisado en 1985). Este estudio fue aprobado por la Oficina Estatal
Provincial de Finlandia del Sur (ESLH-2009-03831/Ym-23).

Resultados

Heridas de biopsia

Las figuras 5A y 5B muestran la diferencia entre las heridas tratadas con hidrogel de NFC y de control tras el
seguimiento de 7 dias, las tratadas con NFC a la izquierda y las de control a la derecha. Las heridas recientes de
linea basal se muestran en la figura 5B. Las heridas tratadas con hidrogel de NFC presentaron una contraccion de la
herida drasticamente reducida. En comparacién con los controles, la zona de rotura fue un 65% mayor en las
heridas tratadas con gel en el séptimo dia de postoperatorio (figura 5A). En la figura 6 se muestran secciones
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histologicas de las heridas.

Heridas profundas con STSG

La figura 7A (control a la izquierda, gel a la derecha) muestra la morfologia macroscépica de las heridas en el dia 0,
y la figura 7B en el dia 7 tras producirse la herida. La inhibicién de la contraccion de la herida y el injerto es evidente
(las heridas tratadas con hidrogel de NFC tenian una superficie un 20% mayor que las heridas de control sin tratar).
El andlisis histologico puso de manifiesto una mayor migracion de células epiteliales en las heridas tratadas con
hidrogel de NFC (figura 8). Se observaron algunas células gigantes, lo que sugiere una reaccion local normal al
material extrafio.

Heridas en el sitio donante de injerto de piel

El analisis morfol6gico macroscopico del sitio donante de injerto de piel puso de manifiesto, por lo menos, una
misma proporcion de epitelizacion con el hidrogel de NFC en comparacion con la zona no tratada (figura 9).

Las figuras 10 y 11 muestran la diferencia entre las heridas tratadas con hidrogel de NFC con injerto y las heridas de
control (sin hidrogel) con injerto tras un seguimiento de 14 dias. Las heridas recientes de linea basal se muestran en
las figuras 10a (control) y 11a (tratadas con hidrogel de NFC), y las figuras 10b (control) y 11b (tratadas con hidrogel
de NFC) muestran las mismas heridas después de 14 dias. Las heridas tratadas con hidrogel de NFC presentaron
una contraccion de la herida drasticamente reducida tras 14 dias. En comparacion con los controles, la zona de
rotura fue significativamente mayor en las heridas tratadas con gel de NFC en el dia 14 de postoperatorio (figura
10b, 11b). Las secciones histolégicas de las heridas con injerto, que confirman los descubrimientos, se muestran en
las figuras 10c (control) y 11c (tratadas con hidrogel de NFC). Estos datos muestran, ademas, que la NFC no inhibe
la epitelizacion de las heridas en este contexto.

Ninguna herida presentaba ningun signo de infeccion.

El material de hidrogel de NFC previno eficazmente la contraccion de la herida y la contraccion del STSG. La
aplicacion del hidrogel de NFC en la parte superior del injerto no mostré ningiin efecto adverso sobre la epitelizacion.

Estos descubrimientos indican que el hidrogel de NFC controla e inhibe la contraccién, tal como se observa en la
aplicacién de STSG, y puede prevenir la formacion de fibrosis inducida por la contraccion y la restriccion del
movimiento al aplicar la terapia por STSG en los pacientes.

Ejemplo 4

Efecto de los hidrogeles de NFC en la prevenciéon de la contraccién en un modelo porcino

En este ejemplo, el efecto de los hidrogeles de NFC se comparé con el hidrogel Purilon disponible en el mercado
mediante una prueba de contraccién de heridas. Se utilizaron hidrogel de NFC fabricado a partir de celulosa natural
e hidrogel de NFC (transparente) fabricado a partir de celulosa anidnica como materiales de ensayo.

El material de referencia, el gel Purilon, se analizé con un redmetro. El perfil de flujo se midié directamente para el
producto al 10% en peso utilizando una configuracion de medicién parecida a la utilizada en los materiales de NFC.
El gel Purilon muestra un tipo de comportamiento de flujo parecido a los geles de NFC, es decir, una viscosidad de
cizalladura cero alta (70.000 Pa-s) y un limite de fluencia alto (150 Pa). Estos valores son comparables a los
hidrogeles de NFC en concentraciones comprendidas entre el 1,5% y el 3% en peso.

Las pruebas se llevaron a cabo tal como se describe en el ejemplo 3, como pruebas de herida de biopsia en heridas
de grosor completo de 8 mm. En el dia 0, se rellenaron las heridas de biopsia con hidrogel de NFC (A), hidrogel
transparente de NFC (B, F) y Purilon (C, E), y se utiliz6 una herida sin tratar como control (D) (véase la figura 12). Se
llevé a cabo un seguimiento de la contraccion durante 14 dias (véase la figura 13) y el porcentaje de contraccion se
calculd y se representd graficamente para cada prueba. Los resultados se muestran en la figura 14.

Las fotografias y el analisis morfométrico muestran que el hidrogel de NFC inhibe la contracciéon de la herida,
mientras que la herida de control y las tratadas con Purilon se contraen significativamente a los 14 dias de
seguimiento.

La presente invencion se ha descrito en la presente memoria haciendo referencia a formas de realizacion

especificas. Sin embargo, resultara evidente para los expertos en la materia que la presente invencion puede
modificarse dentro del alcance de las reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Hidrogel de polisacérido nanofibrilar para su utilizacion en la prevencion y el control de la formacién de cicatrices
y la contraccién en relacién con la cicatrizacion de heridas o la reparacion de tejidos, en el que dicho polisacéarido
comprende celulosa y en el que dicho hidrogel de polisacarido nanofibrilar presenta un limite de fluencia entre 0,1 y
50 Pa en agua a una concentracién de 0,5% en peso.

2. Hidrogel de polisacarido nanofibrilar segun la reivindicacion 1, en el que dicho hidrogel de polisacarido
nanofibrilar comprende ademéas un polisacérido seleccionado de entre hemicelulosas, quitinas, quitosanos,
alginatos, pectinas, arabinoxilanos, derivados de los mismos y combinaciones de los mismos.

3. Hidrogel de polisacarido nanofibrilar segun la reivindicacion 1, en el que dicho hidrogel de polisacarido
nanofibrilar comprende unas nanofibrillas de polisacarido y/o haces de nanofibrillas que presentan un didmetro
medio en ndmero entre 1 y 500 nm, preferentemente entre 2'y 200 nm.

4. Hidrogel de polisacarido nanofibrilar seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho hidrogel de
polisacarido nanofibrilar comprende unos derivados y unas combinaciones de celulosas.

5. Hidrogel de polisacéarido nanofibrilar segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dichos celulosa o
derivado de la misma es obtenido de las plantas.

6. Hidrogel de polisacarido nanofibrilar segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicho hidrogel de
polisacarido nanofibrilar presenta un modulo de almacenamiento entre 1 y 50 Pa, preferentemente entre 3 y 20 Pa,
en agua a una concentracion de 0,5% en peso.

7. Hidrogel de polisacarido nanofibrilar seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicho hidrogel de
polisacarido nanofibrilar presenta un limite de fluencia entre 2 y 15 Pa en agua a una concentracion de 0,5% en
peso.

8. Hidrogel de polisacarido nanofibrilar segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicho hidrogel de
polisacarido nanofibrilar presenta una viscosidad de cizalladura cero entre 100 y 100.000 Pa-s, preferentemente
entre 5.000 y 50.000 Pa:s, en agua a una concentracion de 0,5% en peso.

9. Hidrogel de polisacarido nanofibrilar segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicho polisacarido
nanofibrilar es la celulosa nanofibrilar natural o la celulosa nanofibrilar aniénica.

10. Hidrogel de polisacéarido nanofibrilar segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que dicho hidrogel
contiene de 0,01 a 30% en peso, preferentemente de 0,05 a 5% en peso de polisacarido nanofibrilar o cualquiera de
sus combinaciones.

11. Hidrogel de polisacérido nanofibrilar seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que dicho hidrogel
comprende uno o mas componentes adicionales seleccionados de entre agentes bioactivos, células y agentes
nutricionales.

12. Hidrogel de polisacérido nanofibrilar seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que dicho hidrogel
presenta un material de refuerzo unido al mismo o se incorpora sobre un soporte.

13. Hidrogel de polisacarido nanofibrilar segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que dicho hidrogel se
incorpora en un material de gasa o no tejido.

14. Hidrogel de polisacarido nanofibrilar segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 para su utilizacion en la
prevencion y el control de la contraccidn en relacidn con la cicatrizacién de heridas o la reparacién de tejidos.

15. Hidrogel de polisacarido nanofibrilar segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 para su utilizacion en
heridas de la piel, heridas por quemadura, heridas crénicas, heridas en las membranas mucosas y Ulceras, asi como
en heridas de los tendones.

16. Hidrogel de polisacarido nanofibrilar segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 para su utilizacion en
heridas croénicas, tales como Ulceras neuropdticas, Ulceras de decubito, Ulceras por estasis varicosa y Ulceras
causadas por la diabetes y sus complicaciones.

17. Hidrogel de polisacarido nanofibrilar segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 para su utilizacion en
Ulceras diabéticas, particularmente en relacién con la terapia por injerto de piel de grosor parcial de Ulceras cronicas.

18. Hidrogel de polisacarido nanofibrilar segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17 para su utilizacion en
relacién con una terapia que implica injertos de piel, tal como la terapia por injerto de piel de grosor parcial y la
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terapia por injerto de piel de grosor total.

19. Dispositivo aplicador que comprende el hidrogel de polisacéarido nanofibrilar segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 18.

20. Dispositivo aplicador segun la reivindicacion 19, en el que dicho dispositivo aplicador esta incorporado en un kit.
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Difusion de dextranos (20 k, 70 k y 250 k) a través de hidrogeles de NC
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Contraccion de la herida a los 14 dias con respecto al tamafio inicial
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