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DESCRIPCION

Fibras basadas en derivados hidrofobizados de hialuronano, método para su preparacién y uso, textiles a base de
los mismos y su uso

Campo de la invencion

La invencién se refiere a la preparacion de fibras biodegradables basadas en derivados hidréfobos de hialuronano.
La preparacion de fibras se realiza con el uso del método de hilatura himeda, con la produccién de monofilamentos
continuos que luego se pueden procesar en hilos y luego en textiles, tejidos de punto, o textiles no tejidos. Las fibras
resultantes tienen excelentes propiedades de procesamiento, (resistencia, alargamiento). El uso aplicable de estas
fibras esta dirigido a la medicina, especialmente en el campo de materiales quirdrgicos, ingenieria de tejidos y
sistemas de liberacion controlada de farmacos.

Antecedentes de lainvencién

El hialuronano es un polisacérido lineal compuesto por unidades repetidas de disacarido hecho de acido glucurénico,
que se une con N-acetil-glucosamina a través de un enlace glucosidico 3-1,3. Las subunidades de disacérido se
unen entre si mediante un enlace B-1,4. Esto es en referencia a una sustancia que ocurre naturalmente en el
organismo donde, en particular, juega un papel de organizacién de la matriz extracelular (EMS). Ademas, gracias a
sus interacciones con los receptores celulares, el hialuronano no solo puede unirlos a la EMS sino que también
puede controlarlos de una manera particular a través de esta interaccion celular. Ademas, gracias a su composicion,
el hialuronano puede unirse a una cantidad sustancial de agua y en consecuencia hidratar los tejidos y, por lo tanto,
garantizar no solo el transporte de nutrientes y oxigeno a células especificas, sino también la transferencia de
factores de regulaciéon entre las células [1]. El hecho de que el hialuronano se pueda sintetizar practicamente en
cantidades no limitadas de una pureza muy alta con el uso de la fermentacion de estreptococos, es también muy
ventajoso [2].

El hialuronano es una sustancia intrinseca al cuerpo, ademas no es inmunogénica, teratogénico o de otra manera
téxica, interactda con receptores celulares especificos, hidrata fuertemente los tejidos y lubrica las articulaciones o el
movimiento del parpado en el globo ocular. Por estos hechos, el hialuronano estd predeterminado en muchas
aplicaciones en la medicina [3 - 5]. Algunas de las formas de aplicacién, que podrian ser interesantes, son varios
productos textiles, tejidos, tejidos de punto o textiles no tejidos para uso externo o interno.

Sin embargo, para estos fines hay una necesidad de fibras que puedan unirse en su superficie o llevar en su
estructura sustancias biolégicamente activas, y que tengan propiedades fisicas y quimicas que permitan su
procesamiento textil. Hoy en dia, puede encontrarse en la bibliografia la descripcion del uso de la hilatura huimeda
para producir fibras y peliculas a partir de hialuronato de potasio (Rupprecht [6]) o hialuronato de calcio (Sheehan
[7]). En este caso, el hilado se realiza en una solucion de etanol que contiene KCI 0,1 M o sales de calcio
respectivas. Las fibras preparadas son muy solubles en agua e incluso en ambientes himedos se desintegran, con
lo que pierden tanto su forma como sus propiedades mecanicas en decenas de segundos. Las propiedades
mencionadas anteriormente limitan esencialmente las posibilidades de aplicabilidad del hialuronano natural. Hasta el
momento, no hay ninguna preparacion utilizando las fibras nativas preparadas a partir de hialuronano en el mercado.

La preparacién de fibras de hilauronano nativo esta protegida por el documento de patente internacional WO
2009/050389. Las fibras se obtienen por precipitacion en un bafio de &cido acético concentrado (80% a 90%).
Después las fibras se secan y se alargan. Debido a su preparacion a partir de hialuronano nativo, las fibras son muy
solubles en agua. Los autores afirman que la solubilidad puede limitarse mediante el tratamiento de la superficie de
las fibras con el uso de sustancias hidréfobas de origen vegetal o animal. Por el contrario, las fibras que nosotros
hemos preparado a partir de hialuronano hidrofobizado son insolubles inmediatamente después de su preparacion,
por lo que no es necesario agregar otros agentes mas tarde para tratar la superficie y, por lo tanto, el proceso es
considerablemente mas simple tanto desde el punto de vista tecnol6gico como econdémico.

En la Solicitud de Patente PV 2010-1001, también se usa un &cido en una concentracion del 1 al 99% en peso para
preparar fibras a partir del acido hialurénico, pero el acido se mezcla con de 1 a 99% de alcohol para conferir mayor
resistencia a las fibras. El uso de acido fosférico y de bafios de metalizacion también se reivindica. Se prefiere el
acido férmico, acético, y propiénico mezclado con metanol, etanol, 1-propanol o 2-propanol para la coagulacion.
Estas fibras también son solubles en comparacion con el HA hidrofobizado que nosotros utilizamos. La misma
delineacion se encuentra en el documento de solicitud de Patente de Estados Unidos US2011/0263724 Al.

La solubilidad descrita anteriormente del hialuronano nativo se puede eliminar utilizando derivados quimicamente
modificados apropiados basados en hialuronano.

En el documento de patente europea EP 216453 A2, los autores hilaron ésteres de acido hialurénico en un bafio de
etanol+DMSO con el uso de la hilatura himeda. Mas especificamente, se referian al éster etilico (HYAFF7) y al éster
bencilico (HYAFF11). Cuando se esterifica el grupo carboxilo, la esterificacion se realiza uniendo un grupo alquilo
activado al grupo carboxilo del acido glucurénico el cual, segin el conocimiento actual [8], es importante debido a la
especificidad del enlace del acido hialurénico y los receptores celulares (CD44).
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Por el contrario, en los derivados que hemos obtenido dentro del alcance de esta solicitud de patente se modifican
solo los grupos hidroxilo, por lo tanto, las propiedades biol6gicas del grupo carboxilo se mantienen completamente
tan bien conservadas como en el caso del hialuronano nativo.

Como no es posible conseguir las propiedades mecanicas necesarias para la producciéon de un monofilamento
continuo con el uso del bafio utilizado en la patente mencionada anteriormente, los autores de la patente lo usaron
para producir textiles no tejidos solamente.

También las otras patentes de la compaiiia Fidia Advanced Biopolymers tratan de la produccién de fibras y textiles
no tejidos a partir de ésteres del acido hialurénico; estas patentes son las siguientes: documentos de patente
internacional WO 93/11803, WO 98/08876, y documentos de patente de Estados Unidos US 5658582, US
006632802 B2, US 2004/0192643 Al. La preparacion de las fibras es la misma en todas las patentes. Primero los
ésteres de &cido hialurénico se disuelven en DMSO, seguido de la coagulacion con etanol absoluto. Las fibras tienen
una longitud que varia de 5 a 100 mm. Su cortedad es causada por la considerable fragilidad de las fibras; la
fragilidad es causada por el bafio de coagulacion, etanol absoluto, usado, como lo demostramos también en nuestro
Ejemplo 20. Por lo tanto, los autores reivindican textiles no tejidos solamente ya que no pueden producir un fibra
continua con su proceso tecnolégico, especialmente con el bafio de coagulacion elegido. En el caso de nuestra
solicitud de patente, la conclusion es la preparacion de fibras continuas y su procesamiento en forma de un textil con
estructura regular (textil, tejido de punto) donde se puede esperar la distribucion homogénea de monofilamento y
mejores propiedades de tension y flexibilidad.

Las fibras mixtas, donde los derivados de hialuronano representan un componente marginal con un contenido
méximo de hasta el 10% en peso, también estan protegidas por una patente. El resto del material de hilado esta
hecho de otros polisacéaridos, por ejemplo la carragenina, documento de patente internacional WO 2007/006403. Los
autores no son capaces de hilar el hialuronano como un soporte polimérico con el uso de su proceso tecnol6gico;
por lo tanto agregan a las fibras en una pequefa cantidad otro polimero que soporta mejor. En el documento de
patente internacional WO 2007/009728 A2, se describe una situacion similar; los autores hilan carboximetilcelulosa
con derivados del &cido hialurénico. Los componentes son disueltos en DMSO y centrifugados en un bafio de
coagulacién de cloruro de zinc en etanol o bromuro de zinc en etanol. Los autores no indican la cantidad de zinc
restante en las fibras. Sin embargo, un mayor contenido de zinc, que es un metal pesado, es citotoxico. Esto esta
probado por las fibras preparadas en el Ejemplo 6 y por el diagrama de viabilidad N°. 5 adjunto.

El documento de patente de Estados Unidos US 2011/0237539 Al reivindica la produccion de fibras hemostéticas a
base de polisacaridos. Los autores informan sobre mezclas de los siguientes materiales: alginato, quitosano, acido
hialurénico y gelatina. Reivindican la suspension de hidréoxido de sodio, metanol y agua como solucion de
coagulacién para la mezcla de acido hialurénico y quitosano. Reivindican el mismo bafio de hidroxido de sodio,
metanol y agua para la mezcla de gelatina y quitosano. Reivindican una suspension de cloruro de calcio, etanol y
agua para hilar la mezcla de acido hialurénico y alginato. Sin embargo, también usan &cido hialurénico como uno de
los componentes, por lo que el acido hialurénico no se considera un polimero de soporte de las fibras producidas.

Con respecto a las aplicaciones de las fibras preparadas a partir de ésteres de hialuronano, las fibras cortas estan
patentadas, especialmente como textiles no tejidos (documento de patente de Estados Unidos US 5658582), las
fibras cortas también se utilizan para la preparacion de gasas, materiales para costura, redes, textiles no tejidos
(documento de patente internacional WO 98/08876, documento de patente de Estados Unidos US 006632802 B2), o
también para la preparacion de material de vendaje (documento de patente internacional WO 2007/003905). El
documento de patente de Estados Unidos US 2004/0192643 Al también informa sobre los resultados del estudio
preclinico y clinico de los materiales HYAFF7 y HYAFF 11 sobre las adherencias post operativas. El material se
prueba en forma de una gasa y un textil no tejido.

El documento JP HO6 25306 A menciona la posibilidad de producir un derivado del acido hialurénico C18 acilado y
fibras a base de él. Sin embargo, el solicitante no ha tenido éxito produciendo el derivado siguiendo el procedimiento
de este documento.
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Compendio de lainvencién

Las deficiencias resultantes del estado de la técnica, tales como la solubilidad inmediata de las fibras preparadas a
partir de hialuronano nativo se resuelven mediante esta invencion mediante el uso de hialuronano hidrofobizado. El
hialuronano se modifica preferiblemente en un alcohol primario de N-acetil-glucosamina pero la acilacion puede
ocurrir también en los alcoholes secundarios del &cido glucurdnico. Los anhidridos de &cidos grasos con una
longitud de cadena preferiblemente de Ci1 - Cis Sirven como agentes de acilacion. El grado de sustitucién de los
derivados utiles para el hilado es:

para derivados de Ci1 - Caz2 preferiblemente 30% y mas,
para derivados de Ci3 - Cis preferiblemente 20% y mas,
para derivados de Ci6 - C1s preferiblemente 5% y mas.

Segun la invencién, el método de preparaciéon de las fibras sobre la base de hialuronano Ci1 - Cig acilado en los
grupos hidroxilo del acido hialuronico, preferiblemente acilado en un alcohol primario de N-acetil-glucosamina, se
realiza mediante la preparacion de una solucion de hilatura que comprende un derivado de hialuronano acilado en
una concentracion que varia de 0,01% en peso a 15% en peso en una mezcla de agua y 2 propanol, donde el
contenido de agua varia del 30% en volumen al 90% en volumen, y el contenido de 2-propanol es del 10% en
volumen al 70% en volumen. En una realizacion preferida se utiliza un derivado basado en palmitoil-hialuronano.
Esta solucion de hilatura es introducida en el bafio de coagulacion que contiene la solucion acuosa de &cido
organico o sus sales de metales alcalinos, o metales alcalinotérreos, donde el acido se selecciona del grupo que
comprende el &cido lactico, tartérico, citrico, mélico, ascérbico, oxélico o una combinacion de los mismos, para
formar las fibras. Después las fibras se lavan con alcohol, por ejemplo etanol, 1-propanol o 2-propanol, y se secan.
Finalmente, las fibras se pueden alargar después del lavado. La concentracién de la solucién acuosa de acido
orgéanico en el bafio de coagulacién es de 0,5% a 30% en peso para el acido lactico, 0,01% a 57% en peso para el
acido tartérico, 0,5% a 42% en peso para el acido citrico, 0,5% a 50% en peso para el acido malico, 0,5% a 25% en
peso para el acido ascorbico, y 0,5% a 60% en peso para el &cido oxalico. Preferiblemente, el bafio de coagulacion
contiene una solucién acuosa de acido organico saturada. En una realizacion preferida, el bafio de coagulacion
contiene la solucién acuosa saturada de acido lactico. Preferiblemente, la solucién de hilatura se desairea antes de
su introduccién en el bafio de coagulacién. La temperatura del bafio de coagulacion varia de 15 a 45° C y el tiempo
de mantenimiento de las fibras en el bafio de coagulacion varia de 10 segundos a 24 horas.

Ademas, la invencion se refiere a las fibras basadas en el derivado Ci1 — Cis de hialuronano acilado en los grupos
hidroxilo del &cido hialurénico, las fibras tienen dimensiones de 50 a 300 um, y fuerza de tension en el rango de 0,3
a 1 cN/dtex, y tensibilidad en el intervalo de 10 a 40%. Las fibras se pueden utilizar para la produccion de tejidos de
punto, textiles tejidos, o textiles no tejidos. Los textiles hechos de las fibras de la invencion pueden ser utilizados por
ejemplo, para la produccién de materiales quirargicos implantables en la medicina de seres humanos y veterinaria.

Lo importante es que, en comparacion con el documento de patente europea EP 216453 A2, los documentos de
patente internacional WO 93/11803, WO 98/08876, los documentos de patente de Estados Unidos US 5658582, US
006632802 B2 y US 2004/0192643 A1, se conservan todos los grupos carboxilo de acido hialurénico presentes, los
cuales son responsable de las propiedades bioldgicas.

Ademas, se utilizan bafios de precipitacion mas nuevos y mas efectivos que son menos dafiinos para la salud y el
medio ambiente de los seres humanos. Se trata de soluciones que no son toxicas, no son explosivas y no son
inflamables, en comparacion con los bafios utilizados en el documento PV 2010-1001.
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Clase de Frases H Frases P
riesgo
Acido férmico segun | C, inflamable H226, H314 P210, P260, P280, P305+P351+P338,
PV2010-1001 P301+P330+P331
Acido acético segln | C, inflamable H226, H314 P210, P260, P280, P305+P351+P338,
PV2010-1001 P301+P330+P332
Acido  propiénico  segun | C H314 P280, P301+P330+P331, P305+P351+P338
PV2010-1001
Clase de Frases H Frases P
riesgo
Acido citrico Xi H319 P280, P305+P351+P338
Acido D,L-malico Xn, Xi H302, H318, H315, | P261, P280, P305+P351+P338
H335
Acido tartarico Xi H319, H335, H315 | P280, P305+P351+P338
Acido lactico Xi H315, H318 P280, P305+P351+P338
Acido ascorbico - - -
Acido oxalico Xn H302, H312 P302+P352

Las fibras de hialuronano hidrofobizado tienen propiedades considerablemente mejoradas para el procesamiento
textii en comparacion con las fibras de hialuronano natural; esto es causado principalmente por una mayor
tensibilidad. En esta realizacion, las fibras no se rompen y es posible producir fibras de cientos de metros o
kilometros de longitud, mientras que las fibras pueden ser procesadas adicionalmente en maquinas de operacion por
procedimientos textiles comunes tales como tejiendo, haciendo punto, etc. La tensibilidad es muy importante en el
procesamiento de las fibras. Durante la tejeduria, se produce un estrés dinamico en una urdimbre y una trama,
durante la formacion de la propulsion del cobertizo y la trama. Durante la tejeduria de punto, el estrés dinamico del
hilo se produce al retraer la bobina y al apretar el bucle [Study texts, Technical University of Liberec]. Los valores de
la tensibilidad de las fibras vienen dados principalmente por el derivado utilizado y la disposicién de su estructura
guimica para resultados de traccion buenos [Rogovin Z.A. Chemie a technologie umelych viaken, 1956].

El uso de los &cidos orgéanicos reivindicados como bafios de precipitacién no es claramente obvio ya que en
comparacion con los acidos mencionados anteriormente en la solicitud de patente PV2010-1001 (acido férmico,
acético, propidnico) estos acidos son solidos. Los intentos de preparar las fibras en agua o alcohol solamente no
tuvieron éxito. Por lo tanto, fue necesario encontrar empiricamente, las mezclas que son mas (Utiles para la
resistencia y la tensibilidad de las fibras de manera que fuera posible procesar las fibras obtenidas en maquinas
textiles operativas.

Otro ejemplo de ambigiedad es el uso de &cido lactico para un bafio de precipitacion. El &cido lactico esta
comunmente disponible como una soluciéon acuosa al 80%, siendo esta solucion muy viscosa; por lo tanto, no es
posible precipitar las fibras en esta solucion.

Experimentalmente, esta concentracion de la composicion se ha encontrado optima:
acido lactico - preferiblemente solucién acuosa a de 0,5% - 30%

acido tartarico — preferiblemente de 0,01% a solucién saturada (57%)

acido citrico - preferiblemente de 0,5% a solucion saturada (42%)

acido malico - preferiblemente de 0,5% - 50%

acido ascérbico - preferiblemente de 0,5% a solucién saturada (25%)

o cualquier combinacién de los mismos.

Sorprendentemente, cuando se usa un acido mas fuerte (férmico, citrico, lactico, malico, tartarico) podria caber
esperar que la fuerza del &cido influya en la reduccion del peso molecular del derivado de acido hialurénico
(hidrdlisis acida de sacaridos). La reduccion del peso molecular conduce a la reduccién de la resistencia de la fibra
[Hladik V., Textilni viakna, 1970]. Sin embargo, cuando se usaron soluciones acuosas de acido férmico o la mezcla
de &cido férmico y alcohol las fibras del HA hidrofobizado que se produjeron no fueron enrolladas con éxito con el
uso de rodillos de bobinado para otras operaciones. La fibra se rompié durante el intento de enrollarla (aumento de
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las necesidades de resistencia). La resistencia baja es causada por la disminucién del peso molecular.

Sin embargo, con el uso de los bafios reivindicados (acido tartarico, citrico, lactico, malico, ascérhico) la resistencia
no es baja. Los resultados de la medicion, con el uso de SEC-MALLS, de las fibras preparadas con el uso de varios
bafios muestran que el Pm de las fibras preparadas con el uso del acido citrico, lactico, malico, y tartarico disminuye
pero las propiedades de las fibras se conservan.

Preparado segun Pm HA P Ka Resistencia Tensibilidad
el (kDa) (cN/tex)

derivado hidrofobizado de Ejemplo 1 253 --
HA . .
acido férmico Ejemplo 24 88 3,75 No fue posible medirlo
acido acético Ejemplo 26 167 4,76 5,60 16,13
acido propiénico Ejemplo 25 193 4,88 3,00 11,00
acido ascorbico Ejemplo 10 120 4,1 9,37 21,07
acido lactico Ejemplo 12 137 3,86 5,77 21,90
acido malico Ejemplo 11 130 3,46 7,50 25,83
acido citrico Ejemplo 5 106 3,15 7,80 20,53
acido tartarico Ejemplo 8 95 3,01 4,93 16,49

Por lo tanto, el compendio de la invencién radica en el uso de los mencionados derivados hidrofobizados de
hialuronano en combinacién con los bafios mencionados y debido a esto, estas fibras muestran nuevas propiedades
mejoradas en la forma de fibras insolubles, continuas, biodegradables, con mejor tensibilidad. Debido a esto estas
fibras pueden ser procesadas por técnicas textiles convencionales tales como el tejer, hacer punto, etc. El
procesamiento puede llevarse a cabo en aparatos operativos convencionales (Ejemplo 29), lo que hasta ahora no
habia sido posible para las fibras de los derivados de HA o de HA nativo. En la solicitud de patente PV 2010-1001
solo se informa sobre textiles hechos a mano. Sin embargo, hay mas demanda de la resistencia y especialmente la
tensibilidad de las fibras procesadas por maquinas textiles.

En cuanto a la degradabilidad en un organismo, el palmitoil hialuronano parece ser el mas importante derivado de
hialuronano de partida. El acido palmitico es una parte de la grasa animal (corporal). La cadena de palmitano
normalmente se degrada por -oxidacién en el cuerpo.

Las fibras se preparan con el uso del método de hilatura himeda. Los bafios de coagulacion para la preparacion de
estas fibras son especificos y se componen de:

- soluciones acuosas de &cidos organicos,

- soluciones acuosas de sales de &cidos organicos,

- 0 cualquier combinacion de los mismos.

La concentracion de las soluciones para la preparacion de las fibras varia de 0,01% a soluciones saturadas.

Las fibras producidas a partir de un bafio de precipitacion se lavan adicionalmente con un alcohol inferior (etanol, 1-
propanol, 2-propanol) y preferiblemente se pueden estirar. Las fibras producidas tienen un didmetro de 50 - 300 pum,
segun los parametros de hilatura utilizados (boquilla giratoria, velocidad de extrusion y velocidad de bobinado,
relaciéon de estiramiento) y son producidas como filamentos continuos y adicionalmente torcidas en forma de cables
retorcidos adecuados para el procesamiento de maquinas por técnicas textiles. Las fibras son insolubles en agua
solamente se hinchan. No muestran propiedades citotoxicas y son enzimaticamente degradables. Tanto la
resistencia como la traccién son adecuadas para un procesamiento adicional de las fibras, tal como retorcerlas en
hilos, o para preparar un tejido hecho a punto, y textiles tejidos o no tejidos.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra un monofilamento preparado segun el Ejemplo 12, el monofilamento es fotografiado con el uso
de microscopia electronica de barrido.

La Figura 2 y la Figura 3 muestran los diagramas que presentan la influencia de los derivados utilizados para la
produccioén de fibras en la viabilidad celular. Especificamente, la Figura 2 muestra los resultados de las pruebas de
la influencia del derivado de palmitoil hialuronano preparado segun el Ejemplo 1 sobre la viabilidad. En el diagrama,
la viabilidad celular (porcentaje de control en el tiempo 0) frente al tiempo (horas) se representa graficamente. La
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Figura 3 muestra los resultados de las pruebas de la influencia del derivado palmitoil hialuronano preparado segun el
Ejemplo 4 sobre la viabilidad. En el diagrama, se representa graficamente la viabilidad celular (porcentaje de control
en el tiempo 0) frente al tiempo (horas).

Las Figuras 4 a 8 muestran diagramas que presentan los resultados de la influencia de las fibras producidas a partir
de varios bafios de precipitacion en la viabilidad celular. Especificamente, la Figura 4 muestra los resultados de la
influencia de las fibras preparadas segun el Ejemplo 3 (el bafio de precipitacion es una solucién acuosa de acido
citrico) en la viabilidad celular, la Figura 5 muestra los resultados de la influencia de las fibras preparadas segun el
Ejemplo 12 (el bafio de precipitaciéon es una solucién acuosa de acido lactico) en la viabilidad celular, la Figura 6
muestra los resultados de la influencia de las fibras preparadas segun el Ejemplo 8 (el bafio de precipitacién es una
solucion acuosa de acido tartarico) en la viabilidad celular, la Figura 7 muestra los resultados de la influencia de las
fibras preparadas segun el Ejemplo 11 ( el bafio de precipitacion es una soluciéon acuosa de acido malico) en la
viabilidad celular.

La Figura 8 muestra el diagrama que presenta la influencia de los productos de degradacion de las fibras en la
viabilidad celular.

La Figura 9 muestra los hilos de palmitoil hialuronano. El hilo de la izquierda es de dos monofilamentos, el hilo de la
derecha es de tres monofilamentos.

La Figura 10 muestra la ilustracion del procesamiento de las fibras de hialuronano hidréfobo como un tejido de punto
de trama de una cara (la parte blanca).

La Figura 11 muestra la ilustracion del procesamiento de las fibras de hialuronano hidr6fobo como un tejido de punto
de doble trama.

La Figura 12 muestra la ilustracion del procesamiento de las fibras de hialuronano hidr6fobo.en una tela tubular.
Realizaciones preferidas de la invencion.

El peso molecular se midi6é con el uso de un aparato de HPLC de Shimadzu con un detector de dispersion de luz
miniDAWN de Watt Technologies (el llamado método SEC-MALLS). Dichos pesos moleculares son peso promedio,
a menos que se indique lo contrario.

Se realizo la identificacion y determinacion del grado de sustitucion con el uso de RMN. El grado de sustitucion (DS)
se calcul6 a partir de la integral de las sefiales de un sustituyente apropiado (por ejemplo, acilo C16) y la sefial de
CHzsGlIcN a 2,0 ppm. El grado de sustitucion del 100% corresponde a la union de un sustituyente en cada unidad de
dimero de hialuronano. Los espectros de RMN de los derivados se midieron en un BRUKER AVANCE 500 (500
MHz) en D20, en la mezcla de D20/2-propanol-ds a una velocidad de 4:1. Los desplazamientos quimicos se
calibraron segun el estandar interno de &cido 3-trimetilsililpropanoico deuterizado (TSPA). Se midieron los siguientes
espectros: 'H RMN, 3C RMN, HH COSY, HSQC y DOSY-RMN. Se usaron el software TOPSPIN 1.2 de Bruker y el
software SpinWorks 3.1 para el procesamiento de datos de la experimentacion.

Se prepararon los derivados acilados (palmitoil hialuronano, estearoil hialuronano) de manera similar segun el
Ejemplo 1. El grado de sustitucion depende de los equivalentes utilizados, dicho rango es el siguiente:

HDA 0,5 eq HDA 1 eq HDA 2 eq

DS £12% DS 12% - 30% DS 35% - 55%

Los derivados acilados de undecanoil hialuronano se prepararon de una manera similar segun el Ejemplo 2.

Las imagenes del microscopio electrénico de barrido se hicieron con el uso de un aparato Tescan VEGA Il LSU con
catodo de wolframio y una resolucion méaxima de 3 nm. El voltaje de aceleracion del haz primario fue de 5 kV,
distancia de trabajo 3 = 4 mm, las imagenes se hicieron en condiciones de alto vacio.

Ejemplos
Ejemplo 1

Se disolvié hialuronano de sodio (HA-Na, 15 g; 250 kDa) en 300 ml de agua destilada, después de su completa
disolucién, se afiadieron 300 ml de tetrahidrofurano (THF) a la solucién. Después se afiadieron trietilamina (TEA)
(2,5 eq), dimetilaminopiridina (DMAP) (0,04 eq), y anhidrido de acido palmitoico (HDA) (2 eq) a la solucion. Esta
solucion se agité durante 2 horas a temperatura ambiente y luego 0,5 horas a 45° C (temperatura de la solucion).
Después se afiadieron 300 ml de agua destilada con 5 eq de NaCl (en base a HA-Na) y 300 ml de agua destilada
para lavar el matraz de reaccién a la solucion homogénea. La solucion se agitd y luego se precipité con 900 ml de
100% 2-propanol, se lavé una vez con 100% de 2-propanol (500 ml) y 4 veces con 80% de 2-propanol (500 ml) y 2
veces con 100% de 2-propanol (500 ml). Se secé el derivado himedo en una estufa de secado durante 48 horas a
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40° C. El derivado de palmitoil hialuronano preparado de este modo mostré un grado de sustitucion del 36%
(determinado con RMN) y Pm de 250 kDa .

Ejemplo 2

Se disolvieron 5,0 g de hialuronano sodico (12,5 mmoles, 250 kDa) en 100 ml de agua destilada. Luego se
afadieron 70 ml de THF. Luego se afiadieron TEA (7,0 ml; 4 eq) y DMAP (153,0 mg; 0,1 eq) a la solucién. En la
misma se disolvié acido undecanoico (9,3 g; 4 eq) en 30 ml de THF, luego TEA (7,0 ml; 4 eq) y cloroformiato de etilo
(4,76 ml, 4 eq) y se afiadieron a la solucién. El acido se activé a de 0 — 5° C durante 15 minutos. Después de la
activacion del acido, el precipitado, es decir, el anhidrido mixto de acido undecanoico y cloroformiato de etilo, se filtrd
en la solucién preparada de HA. La reaccion se realizé durante 5 horas a temperatura ambiente. Después la mezcla
de reaccioén se diluyé con 50 ml de agua con 4,0 g de NaCl. El derivado acilado se aisl6 de la mezcla de reaccién
mediante precipitacion con el uso de 4 veces el volumen de 2-propanol absoluto. Después de la decantacion, el
precipitado fue repetidamente lavado, primero con solucién acuosa de 2-propanol (80% en volumen) y luego con 2-
propanol absoluto. Después, el precipitado se secd durante 48 horas a la temperatura de 40° C. El grado de
sustitucion se determin6 como de 37% (determinado por RMN).

Ejemplo 3

La carga de 1 g de palmitoil hialuronano con el grado de sustitucion del 36% y Pm de 250 kDa se disolvio en la
mezcla de 10 ml de agua desmineralizada y 10 ml de 2-propanol. La solucion resultante al 5,3% se desaire6 por
centrifugacién e introdujo en el bafio de coagulacion con el uso del cargador NEXUS 6000 a la velocidad de
extrusion de 200 plsmin. El bafio de coagulacion contenia solucién acuosa saturada de &cido citrico a temperatura
ambiente. La fibra pasé a través del bafio de la longitud de 0,4 m a la velocidad de 1,2 memin- y fue conificada y
enrollada, con el uso de un conjunto de rodillos de bobinado, en un rodillo parcialmente sumergido en 100% de 2-
propanol, donde se lavd, durante aproximadamente 1 hora.

Ejemplo 4

La carga de 1,3 g de palmitoil hialuronano con el grado de sustituciéon del 15% y Pm de 250 kDa se disolvio en la
mezcla de 10 ml de agua desmineralizada y 10 ml de 2-propanol. La solucion resultante al 6,8% se desaire6 por
centrifugacion e introdujo en el bafio de coagulacion con el uso del cargador NEXUS 6000 a la velocidad de
extrusion de 200 plsmin. El bafio de coagulacion contenia solucién acuosa saturada de &cido citrico a temperatura
ambiente. La fibra pasé a través del bafio de la longitud de 0,4 m a la velocidad de 1,2 memin y fue conificada y
enrollada, con el uso de un conjunto de rodillos de bobinado, en un rodillo parcialmente sumergido en 100% de 2-
propanol, donde se lavd, durante aproximadamente 1 hora.

Ejemplo 5

La carga de 1,32 g de palmitoil hialuronano con el grado de sustitucion del 46% y Pm de 250 kDa se disolvié en una
mezcla de 11 ml de agua desmineralizada y 11 ml de 2-propanol. La solucion resultante al 6,3% se desaired por
centrifugacién y se introdujo en el bafio de coagulacion con el uso del cargador NEXUS 6000 a la velocidad de
extrusion de 200 plsmin. El bafio de coagulacién contenia solucién acuosa saturada de &cido citrico a temperatura
ambiente. La fibra pasé a través del bafio de la longitud de 0,4 m a la velocidad de 1,2 memin y fue conificada y
enrollada, con el uso de un conjunto de rodillos de bobinado, en un rodillo parcialmente sumergido en 100% de 2-
propanol, donde se lavd, durante aproximadamente 1 hora.

Ejemplo 6

La carga de 0,95 g de estearoil hialuronano con el grado de sustitucién del 35% y Pm de 130 kDa se disolvié en la
mezcla de 10 ml de agua desmineralizada y 10 ml de 2-propanol. La solucién resultante al 5% se desairé por
centrifugacion e introdujo en el bafio de coagulacion con el uso del cargador NEXUS 6000 a la velocidad de
extrusion de 200 pl min. El bafio de coagulacion contenia solucion acuosa saturada de acido citrico a temperatura
ambiente. La fibra pasé a través del bafio de la longitud de 0,4 m a la velocidad de 1,2 m mint y fue conificada y
enrollada, con el uso de un conjunto de rodillos de bobinado, en un rodillo parcialmente sumergido en 100% de 2-
propanol, donde se lavd, durante aproximadamente 1 hora.

Ejemplo 7

La carga de 0,5 g de undecanoil hialuronano con grado de sustitucion de 37% y Pm de 250 kDa se disolvié en la
mezcla de 10 ml de agua desmineralizada y 10 ml de 2-propanol. La solucién resultante al 2,7% se desaired por
centrifugacion y se introdujo en el bafio de coagulacion con el uso del cargador NEXUS 6000 a la velocidad de
extrusion de 200 plsmin. El bafio de coagulacion contenia solucion acuosa saturada de acido citrico a temperatura
ambiente. La fibra pasé a través del bafio de la longitud de 0,4 m a la velocidad de 1,2 memin! y fue conificada y
enrollada, con el uso de un conjunto de rodillos de bobinado, en un rodillo parcialmente sumergido en 100% de 2-
propanol, donde se lavo, durante aproximadamente 1 hora.
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Ejemplo 8

La carga de 1,32 g de palmitoil hialuronano con grado de sustitucién de 46% y Pm de 250 kDa se disolvié en una
mezcla de 11 ml de agua desmineralizada y 11 ml de 2-propanol. La soluciéon resultante al 6,3% se desaire6 por
centrifugacion y se introdujo en el bafio de coagulaciéon con el uso del cargador NEXUS 6000 a la velocidad de
extrusion de 200 plsminl. El bafio de coagulacion contenia solucion acuosa saturada de A&cido tartarico a
temperatura ambiente. La fibra pasoé a través del bafio de la longitud de 0,4 m a la velocidad de 1,2 memin! y fue
conificada y enrollada, con el uso de un conjunto de rodillos de bobinado, en un rodillo parcialmente sumergido en
100% de 2-propanol, donde se lavé, durante aproximadamente 1 hora.

Ejemplo 9

La carga de 1,1 g de palmitoil hialuronano con grado de sustitucién de 52% y Pm de 250 kDa se disolvié en una
mezcla de 10 ml de agua desmineralizada y 10 ml de 2-propanol. La solucion resultante al 5,7% se desaire6 por
centrifugacién y se introdujo en el bafio de coagulacion con el uso del cargador NEXUS 6000 a la velocidad de
extrusion de 200 plsmin. El bafio de coagulacion contenia solucion acuosa saturada de acido citrico a temperatura
ambiente. La fibra paso a través del bafio de la longitud de 0,4 m. a la velocidad de 1,2 memin! y fue conificada y
enrollada, con el uso de un conjunto de rodillos de bobinado, en un rodillo parcialmente sumergido en 100% de 2-
propanol, donde se lavd, durante aproximadamente 1 hora.

Ejemplo 10

La carga de 1,32 g de palmitoil hialuronano con grado de sustitucion de 46% y Pm de 250 kDa se disolvié en una
mezcla de 11 ml de agua desmineralizada y 11 ml de 2-propanol. La solucion resultante al 6,3% se desaired por
centrifugacién y se introdujo en el bafio de coagulacion con el uso del cargador NEXUS 6000 a la velocidad de
extrusion de 200 plsmint. El bafio de coagulacion contenia solucién acuosa saturada de &cido ascdrbico a
temperatura ambiente. La fibra paso6 a través del bafio de la longitud de 0,4 m a la velocidad de 1,2 memin! y fue
conificada y enrollada, con el uso de un conjunto de rodillos de bobinado, en un rodillo parcialmente sumergido en
100% de 2 propanol, donde se lavd, durante aproximadamente 1 hora.

Ejemplo 11

La carga de 1,32 g de palmitoil hialuronano con grado de sustitucion de 46% y Pm de 250 kDa se disolvié en una
mezcla de 11 ml de agua desmineralizada y 11 ml de 2-propanol. La solucion resultante al 6,3% se desaired por
centrifugacién y se introdujo en el bafio de coagulacion con el uso del cargador NEXUS 6000 a la velocidad de
extrusion de 200 plsmin. El bafio de coagulacion contenia solucién acuosa saturada de acido malico a temperatura
ambiente. La fibra pasé a través del bafio de longitud de 0,4 m a la velocidad de 1,2 memin* y fue conificada y
enrollada, con el uso de un conjunto de rodillos de bobinado, en un rodillo parcialmente sumergido en 100% de 2-
propanol, donde se lavd, durante aproximadamente 1 hora.

Ejemplo 12

La carga de 1,32 g de palmitoil hialuronano con grado de sustitucion de 46% y Pm de 250 kDa se disolvié en una
mezcla de 11 ml de agua desmineralizada y 11 ml de 2-propanol. La solucion resultante al 6,3% se desaire6 por
centrifugacién y se introdujo en el bafio de coagulacion con el uso del cargador NEXUS 6000 a la velocidad de
extrusion de 200 plsmin. El bafio de coagulaciéon contenia una solucién acuosa al 20%.de &cido lactico a
temperatura ambiente. La fibra pasé por el bafio de la longitud de 0,4 m a la velocidad de 1,2 memin?t y fue
conificada y enrollada, con el uso de un conjunto de rodillos de bobinado, en un rodillo parcialmente sumergido en
100% de 2-propanol, donde se lavé, durante aproximadamente 1 hora.

Ejemplo 13

La carga de 1,32 g de palmitoil hialuronano con grado de sustitucion de 46% y Pm de 250 kDa se disolvié en una
mezcla de 11 ml de agua desmineralizada y 11 ml de 2-propanol. La solucion resultante al 6,3% se desaired por
centrifugacién y se introdujo en el bafio de coagulacion con el uso del cargador NEXUS 6000 a la velocidad de
extrusion de 200 plemint. El bafio de coagulacién contenia una solucién acuosa al 20% de &cido lactico a
temperatura ambiente. La fibra pasé por el bafio de la longitud de 0,4 m a la velocidad de 1,2 memin?t y fue
conificada y enrollada, con el uso de un conjunto de rodillos de bobinado, en un rodillo parcialmente sumergido en
100% de 2-propanol, donde se lavd, durante aproximadamente 1 hora. El Gltimo rodillo se aceler6 hasta 1,4 memin
en comparacion con el que estaba al lado del Gltimo, por lo que las fibras fueron estiradas a aproximadamente un
20%.

Ejemplo 14

La carga de 1,32 g de palmitoil hialuronano con grado de sustitucion de 46% y Pm de 250 kDa se disolvié en una
mezcla de 11 ml de agua desmineralizada y 11 ml de 2-propanol. La solucién resultante al 6,3% se desaired por
centrifugacion y se introdujo en el bafio de coagulacién con el uso del cargador NEXUS 6000 a la velocidad de
extrusién de 200 pl'min?. El bafio de coagulaciéon contenia una solucion acuosa al 50%.de acido oxalico a
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temperatura ambiente. La fibra pasé por el bafio de la longitud de 0,4 m a la velocidad de 1,2 memin?t y fue
conificada y enrollada, con el uso de un conjunto de rodillos de bobinado, en un rodillo parcialmente sumergido en
100% de 2-propanol, donde se lavé, durante aproximadamente 1 hora.

Ejemplo 15

La carga de 1,3 g de palmitoil hialuronano con grado de sustitucion de 15% y Pm de 250 kDa se disolvié en una
mezcla de 10 ml de agua desmineralizada y 10 ml de 2-propanol. La soluciéon resultante al 6,8% se desaire6 por
centrifugacion y se introdujo en el bafio de coagulacion con el uso del cargador NEXUS 6000 a la velocidad de
extrusiéon de 200 plemin. El bafio de coagulaciéon contenia una solucién de &cido lactico compuesta de: 80% en
peso de 2-propanol, 18% en peso de acido lactico, 2% en peso de agua a temperatura ambiente. La fibra pasoé por el
bafio de la longitud de 0,4 m a la velocidad de 1,2 memin y fue conificada y enrollada, con el uso de un conjunto de
rodillos de bobinado, en un rodillo parcialmente sumergido en 100% de 2-propanol, donde se lavé, durante
aproximadamente 1 hora.

Ejemplo 16

La carga de 0,95 g de estearoil hialuronano con grado de sustitucion de 35% y Pm de 130 kDa se disolvié en una
mezcla de 10 ml de agua desmineralizada y 10 ml de 2-propanol. La solucién resultante al 5% se desaired por
centrifugacién y se introdujo en el bafio de coagulacion con el uso del cargador NEXUS 6000 a la velocidad de
extrusion de 200 plemint. El bafio de coagulacién contenia una solucién de acido lactico compuesto de: 80% en
peso de 2-propanol, 18% en peso de &cido lactico, 2% en peso de agua a temperatura ambiente. La fibra paso por el
bario de la longitud de 0,4 m a la velocidad de 1,2 memin-ty fue conificada y enrrollada, con el uso de un conjunto de
rodillos de bobinado, en un rodillo parcialmente sumergido en 100% de 2-propanol, donde se lavd, durante
aproximadamente 1 hora.

Ejemplo 17

La carga de 0,5 g de undecanoil hialuronano con grado de sustitucién de 37% y Pm de 250 kDa se disolvié en una
mezcla de 10 ml de agua desmineralizada y 10 ml de 2-propanol. La solucion resultante al 2,7% se desaired por
centrifugacién y se introdujo en el bafio de coagulacion con el uso del cargador NEXUS 6000 a la velocidad de
extrusion de 200 plemint. El bafio de coagulacién contenia una solucién de acido lactico compuesta de: 80% en
peso de 2-propanol, 18% en peso de &cido lactico, 2% en peso de agua a temperatura ambiente. La fibra paso por el
bafio de la longitud de 0,4 m a la velocidad de 1,2 memin y fue conificada y enrollada, con el uso de un conjunto de
rodillos de bobinado, en un rodillo parcialmente sumergido en 100% de 2-propanol, donde se lavd, durante
aproximadamente 1 hora.

Ejemplo 18 (ejemplo comparativo)

La carga de 1,3 g de palmitoil hialuronano con grado de sustitucion de 15% y Pm de 250 kDa se disolvié en una
mezcla de 10 ml de agua desmineralizada y 10 ml de 2-propanol. La solucion resultante al 6,8% se desaire6 por
centrifugacién y se introdujo en el bafio de coagulacion con el uso del cargador NEXUS 6000 a la velocidad de
extrusion de 200 plsmint. El bafio de coagulacion contenia una solucion compuesta de 33% en peso de acido
benzoico y 67% en peso de 2-propanol a temperatura ambiente. La fibra paso a través del bafio de la longitud de 0,4
m a la velocidad de 1,2 memin y fue conificada y enrollada, con el uso de un conjunto rodillos de bobinado, en un
rodillo parcialmente sumergido en 100% de 2-propanol, donde se lavd, durante aproximadamente 1 hora

Sales de 4cidos organicos.
Ejemplo 19

La carga de 1 g de palmitoil hialuronano con grado de sustitucién del 36% y Pm de 250 kDa se disolvié en una
mezcla de 10 ml de agua desmineralizada y 10 ml de 2-propanol. La solucion resultante al 5,3% se desaire6 por
centrifugacion y se introdujo en el bafio de coagulacion con el uso del cargador NEXUS 6000 a la velocidad de
extrusiéon de 200 plsmint. El bafio de coagulacién contenia una solucién acuosa saturada de citrato de (tri)sodio a
temperatura ambiente. La fibra pasé a través del bafio de una longitud de 0,4 m a una velocidad de 1,2 memin-ly fue
conificada y enrollada, con el uso de un conjunto de rodillos de bobinado, en un rodillo parcialmente sumergido en
100% de 2-propanol, donde se lavd, durante aproximadamente 1 hora.

Ejemplo 20 (ejemplo comparativo)

La carga de 1 g de palmitoil hialuronano con grado de sustitucion del 36% y Pm de 250 kDa se disolvio en una
mezcla de 10 ml de agua desmineralizada y 10 ml de 2-propanol. La solucion al 5,3% resultante se desaire6 por
centrifugacion y se introdujo en el bafio de coagulacion con el uso del cargador NEXUS 6000 a la velocidad de
extrusion de 200 plsmint. El bafio de coagulacion contenia una solucion saturada acuosa de acetato de magnesio a
temperatura ambiente. La fibra pasé a través del bafio de la longitud de 0,4 m a la velocidad de 1,2 meminly fue
conificada y enrollada, con el uso de un conjunto de rodillos de bobinado, en un rodillo parcialmente sumergido en
100% de 2-propanol, donde se lavd, durante aproximadamente 1 hora.
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Ejemplo 21(ejemplo comparativo)

La carga de 1 g de palmitoil hialuronano con grado de sustitucion del 36% y Pm de 250 kDa se disolvié en una
mezcla de 10 ml de agua desmineralizada y 10 ml de 2-propanol. La solucion al 5,3% resultante se desaire6 por
centrifugacion y se introdujo en el bafio de coagulacién con el uso del cargador NEXUS 6000 a la velocidad de
extrusion de 200 plsmint. El bafio de coagulacion contenia una solucién saturada acuosa de acetato de sodio a
temperatura ambiente. La fibra pasé a través del bafio de la longitud de 0,4 m a la velocidad de 1,2 memin-ly fue
conificada y enrollada, con el uso de un conjunto de rodillos de bobinado, en un rodillo parcialmente sumergido en
100% de 2-propanol, donde se lavd, durante aproximadamente 1 hora.

Ejemplos comparativos 22-24
Ejemplo 22

Comparaciéon con el bafio utilizado en los documentos de patente internacional WO 93/11803, WO 98/08876,
documentos de patente de los Estados Unidos US 5658582, US 006632802 B2, US 2004/0192643 Al.

La carga de 1 g de palmitoil hialuronano con grado de sustitucién del 36% y Pm de 250 kDa se disolvié en una
mezcla de 10 ml de agua desmineralizada y 10 ml de 2-propanol. La solucién al 5,3% resultante se desaired por
centrifugacién y se introdujo en el bafio de coagulacion con el uso del cargador NEXUS 6000 a la velocidad de
extrusion de 200 plsmint. El bafio de coagulacién contenia solucion de etanol absoluto. La fibra resultante no pudo
ser conificada por el conjunto de rodillos de bobinado, ya que la fibra se rompia. Se obtuvieron piezas de longitud
méaxima de 100 mm y fueron sacadas con el uso de un forceps.

Ejemplo 23

Comparacion con el bafio utilizado en el documento de patente internacional W02009/050389, documento PV 2010-
1001.

La carga de 1,32 g de palmitoil hialuronano con grado de sustitucion de 46% y Pm de 250 kDa se disolvié en una
mezcla de 11 ml de agua desmineralizada y 11 ml de 2-propanol. La solucidn resultante al 6,3% se desaired por
centrifugacién y se introdujo en el bafio de coagulacion con el uso del cargador NEXUS 6000 a la velocidad de
extrusion de 200 plsmin-t. El bafio de coagulacion contenia una solucion de alcohol compuesta de 98% de &cido
acético y 100% de 2-propanol (proporcion 4:1 en volumen) a temperatura ambiente. La fibra paso a través del bafio
de la longitud de 0,4 m a la velocidad de 1,2 memin* y fue conificada y enrollada, con el uso de un conjunto de
rodillos de bobinado, en un rodillo parcialmente sumergido en 100% de 2-propanol, donde se lavé, durante
aproximadamente 1 hora

Ejemplo 24
Comparacion con el bafio utilizado en el documento PV2010-1001.

La carga de 1,32 g de palmitoil hialuronano con grado de sustitucion de 46% y Pm de 250 kDa se disolvié en una
mezcla de 11 ml de agua desmineralizada y 1 ml de 2-propanol. La solucién resultante al 6,3% se desaired por
centrifugacién y se introdujo en el bafio de coagulacion con el uso del cargador NEXUS 6000 a la velocidad de
extrusion de 200 plemint. El bafio de coagulacién estaba formado por una solucién de alcohol compuesta de 98% de
acido férmico y 100% de 2-propanol (proporcion 4:1 en volumen) a temperatura ambiente. La fibra pasé a través del
bafio de la longitud de 0,4 m a la velocidad de 1,2 memin* y fue conifiada con el uso de un conjunto de rodillos de
bobinado. La fibra se rompid durante el conificado muy a menudo (falta de resistencia); se obtuvieron piezas de una
longitud de 300 mm.

Ejemplo 25

La carga de 1,32 g de palmitoil hialuronano con grado de sustitucion de 46% y Pm de 250 kDa se disolvié en una
mezcla de 11 ml de agua desmineralizada y 11 ml de 2-propanol. La solucion al 6,3% resultante se desaired por
centrifugacion y se introdujo en el bafio de coagulacion con el uso del cargador NEXUS 6000 a la velocidad de
extrusién de 200 plsmint. El bafio de coagulacién contenia una solucién acuosa al 80% de &cido propidnico a
temperatura ambiente. La fibra pasé a través del bafio de la longitud de 0,4 m a la velocidad de 1,2 meminty fue
conificada y enrollada, con el uso de un conjunto de rodillos de bobinado, en un rodillo parcialmente sumergido en
100% de 2-propanol, donde se lavé, durante aproximadamente 1 hora.

Ejemplo 26

La carga de 1,32 g de palmitoil hialuronano con grado de sustitucion de 46% y Pm de 250 kDa se disolvié en una
mezcla de 11 ml de agua desmineralizada y 11 ml de 2-propanol. La solucion resultante al 6,3% se desaired por
centrifugacién y se introdujo en el bafio de coagulaciéon con el uso del cargador NEXUS 6000 a la velocidad de
extrusion de 200 plsmin?. El bafio de coagulacién contenia una solucién acuosa al 80% de acido acético a
temperatura ambiente. La fibra pasé por el bafio de la longitud de 0,4 m a la velocidad de 1,2 memin?t y fue
conificada y enrollada, con el uso de un conjunto de rodillos de bobinado, en un rodillo parcialmente sumergido en
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100% de 2-propanol, donde se lavé, durante aproximadamente 1 hora.
Ejemplo 27

La carga de 1,32 g de palmitoil hialuronano con grado de sustitucién de 46% y Pm de 250 kDa se disolvio en una
mezcla de 11 ml de agua desmineralizada y 11 ml de 2-propanol. La solucion resultante al 6,3% se desaired por
centrifugacion y se introdujo en el bafio de coagulaciéon con el uso del cargador NEXUS 6000 a la velocidad de
extrusion de 200 plemin. El bafio de coagulaciéon contenia una soluciéon acuosa al 80% de acido férmico a
temperatura ambiente. La fibra pasé por el bafio de la longitud de 0,4 m a la velocidad de 1,2 memin?* y fue
conificada con el uso de un conjunto de rodillos de bobinado. La fibra se rompia durante el conificado muy a menudo
(falta de resistencia); se obtuvieron piezas de 300 mm de longitud.

Ejemplo 28

La biodegradabilidad de las fibras se probé en el medio enzimatico de hialuronidasa (hialuronidasa testicular bovina,
Sigma Aldrich) y esterasa (enzima hepatica de conejo, Sigma Aldrich).

El método utilizado para estudiar la degradacion de las fibras en presencia de enzimas es la determinacion de la
porcién soluble (oligosacaridos de hialuronano) con el uso del agente Somogyi-Nelson [9]. La determinacién de la
degradacion enzimética de las fibras se realizé de la siguiente manera: Las fibras preparadas de manera similar a
las del Ejemplo 12 se midieron a la longitud constante de 400 mm, con un peso constante de 10 mg, se enrollaron
en una correa de Jacquard, se colocaron en un microtubo de Eppendorf de 500yl y se incrustaron mediante PBS
estéril durante 24 horas para lavar las fibras. Después de succionar el PBS de lavado, se afiadié un nuevo tampén
(500 pl) al tubo. Se prepararon 3 muestras de cada fibra:

A) la fibra en PBS solamente (control);
B) la fibra en PBS con hialuronidasa testicular bovina (200 U);
C) la fibra en PBS con hialuronidasa (BTH; 200 U) con esterasa hepética de conejo.

Como las enzimas también pueden actuar como fuente de terminacién reductiva, se prepar6 el control de fondo, es
decir solamente PBS, PBS+BTH y PBS+BTH+CHE, para todas las fibras. Durante la medicién, la absorbancia de
fondo se restaba de la absorbancia de las muestras con las fibras.

Después de agregar las enzimas a las fibras y agitar, las muestras se tomaron a 0, 2, 4 y 6 horas. Las muestras
tomadas (60 pl) se colocaron en microtubos de 200 pl a -20° C. Antes de su analisis, las muestras se degradaron
térmicamente (60 minutos, 100° C) para minimizar la influencia de los varios Pm de los fragmentos escindidos. Los
extremos reductores libres fueron determinados por la reaccion con el agente Somogyi y Nelson [9] con la siguiente
modificacién: 50 pl de la muestra se mezcld con el mismo volumen del agente Somogyi recién preparado. Después
de agitar durante 15 minutos la mezcla se incub6 en un termobloque a 100° C. Después del enfriamiento, se afiadié
100 pl del agente Nelson, las muestras se agitaron, se centrifugaron durante un periodo corto, 125 pl del producto
tefiido se transfirié6 a una placa de microtitulacion de 96 pocillos y se midi6 la absorbancia a 540 nm. Después de
restar el fondo, los valores equivalentes de glucosa (= nimero de extremos reductores) se determinaron a partir de
una curva de calibracion.

Resultados de las degradaciones - la relacion de la velocidad de reacciéon enzimética y el grado de
sustituciéon de un derivado

Concentracion de extremos libres reductores
(mM)
Derivado Grado de | Bafio de precipitado Oh 2h 4h 6 h
sustituciéon
Palmitoil HA 15% 20% solucion acuosa de | 0,0026 0,8271 0,9501 1,2202
acido lactico
Palmitoil HA 36% 20% solucion acuosa de | 0 0,1826 0,3464 0,3826
acido lactico
Palmitoil HA 52% 20% solucion acuosa de | 0,0026 0,2014 0,2764 0,2943
acido lactico
Estearoil HA 37% 20% solucion acuosa de | 0,86 0,182 0,23 0,302
acido lactico
Undecanoil 37% 20% solucion acuosa de | 0,129 0,469 0,578 0,585
HA acido lactico
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La conclusion es que las fibras preparadas son biodegradables. La velocidad de la degradacién depende del
derivado utilizado y de su grado de sustitucion.

Ejemplo 29

Se estudio la citotoxicidad de los derivados y las fibras con el uso de la prueba MTT en el cultivo de fibroblastos
dérmicos de ratén 3T3 durante 72 horas. Tanto el derivado como las fibras se pesaron y se sumergieron en
isopropanol en una caja laminar hasta que el isopropanol se evapor6. Los derivados/fibras secas se transportaron a
un medio de crecimiento (3600 pg/ml de fibras y 1000 pg/ml de un derivado) y se mantuvieron durante la noche para
que se hincharan. Las fibras fueron desintegradas con el uso de un ultrathurax para obtener una suspension
homogénea. Los extractos de las fibras o el filtrado de la mezcla, filtrados con el uso de un filtro de 100 um, fueron
también probados pero estas modificaciones no influyeron en la viabilidad, por lo que las préximas fibras se
probaron solo en forma de suspension desintegrada.

Los resultados de las pruebas de viabilidad muestran que ni el derivado ni las fibras preparadas influyen
significativamente en la viabilidad celular.

Ejemplo 30

Las fibras se degradaron con el uso de enzimas hialuronidasa y enzimas esterasas. Se agregaron 20 U de esterasa
y 200 U de hialuronidasa a 20 mg de mechas de fibra en 750 pl de PBS. Las fibras con las enzimas se mantuvieron
a la temperatura de 37° C durante 72 horas. Luego, esta mezcla se usé para afectar las células. Las
concentraciones probadas fueron de 1000, 500 y 100 pg/ml, segun la concentracion de fibra a partir de la cual se
prepard el sobrenadante. La linea celular y el procedimiento de prueba de viabilidad son los mismos que en el
Ejemplo 25. El procedimiento se realizd 3 veces de forma independiente y los datos se evaluaron estadisticamente
con el uso de la pruebat de Student.

Los resultados de las pruebas de viabilidad muestran que los productos de degradacién de las fibras tampoco
influyen significativamente en la viabilidad celular.

Los resultados de las pruebas de viabilidad de los productos de degradacion fueron:

Denominacion Una fibra segun el Ejemplo N° Bafio
a 3 solucion acuosa de &cido citrico
b 8 solucion acuosa de &cido tartarico
c 12 solucién acuosa de acido lactico
k control una fibra de hialouronano nativo
Ejemplo 31

La tension de rotura se prob6 mecanicamente con el uso de un probador de resistencia a la tensién de rotura de una
columna Instron 3343; la cabeza usada fue de 100 N. Durante la prueba, primero se preajusta la fibra a la velocidad
de 1 mmemin? hasta la tensién de 0,05 N. Después del ajuste, ambos la tensién y la deformacion se restablecen
automaticamente y luego la prueba se realiza a la velocidad de 10 mmemin? hasta que la fibra se rompa. Las
pruebas de resistencia a la tension de rotura se realizaron a temperatura ambiente y humedad relativa ambiente.

La resistencia y la deformacion en la rotura se calcularon como una mediana de al menos 5 mediciones validas. Las
fibras alcanzan la resistencia de 3 a 10 cNetex?, dependiendo de la concentracién del derivado y del grado de
sustitucion y también de la velocidad de estiramiento. La deformacién alcanza los valores de 5 a 40% dependiendo
de los parametros anteriormente mencionados Las tablas muestran los valores de la resistencia y la tensibilidad,
estos numeros son la media.
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Preparadas segln Pm HA p Ka Resistencia Tensibilidad
[kDa] [cN/dtex] [%]

Derivado hidrofobizado HA Ejemplo 1 253 - -

Acido férmico Ejemplo 27 88 3,75 No es posible medirlo
Acido acético Ejemplo 26 167 4,76 0,56 16,13
Acido propi6nico Ejemplo 25 193 4,88 0,30 11,00
Acido ascorbico Ejemplo 10 120 41 0,94 21,07
Acido lactico Ejemplo 12 137 3,86 0,58 21,90
Acido malico Ejemplo 11 130 3,46 0,75 25,83
Acido citrico Ejemplo 5 106 3,15 0,78 20,53
Acido tartarico Ejemplo 8 95 3,01 0,49 16,49

La tabla con los valores de la resistencia y deformacion de las fibras preparadas a partir de hialuronano en una
forma similar a los Ejemplos 12 y 13.

Bafio Segun el Concentracion Grado de Transparencia | Resistencia | Tensibilidad
numero de n [%] sustitucion
. tex cN/dtex %
ejemplo [%6] [tex] %]
20% solucién 13 57 52 12,2 0,93 39
acuosa de
acido lactico
20% solucion 12 7 15 16,3 0,56 13
acuosa de
acido lactico
20% solucién 12 6 41 15 0,55 37
acuosa de
acido lactico
20% solucién 12 6 36 17 0,47 29
acuosa de
acido lactico
20% solucion 13 6,3 48 11,2 0,86 20
acuosa de
acido lactico
20% solucién 13 6,3 48 11 0,86 17
acuosa de
acido lactico

Se obtiene de la medicion de las propiedades mecanicas de las fibras y de los experimentos que las fibras pueden
ser procesadas por procesamiento textil.

Ejemplo 32

Las fibras hechas de palmitoil hialuronano (fibras preparadas de manera similar a la del Ejemplo 12) fueron
retorcidas en un aparato de torsion con una velocidad de huso de 1400 rpm y velocidad de alimentacion del
monofilamento de 4 memin-'. Los hilos de palmitoil hialuronano se muestra en la Figura 9.

Ejemplo 33

Las fibras preparadas de una manera similar a la del Ejemplo 12 se procesaron como textiles en la maquina de tejer
trama plana Shima-Seiku con seleccidon automatica de aguja en forma de tejido de punto de trama de una cara
(Figura 10) y en forma de doble tejido de punto de trama (Figura 11).

Las fibras preparadas de forma similar a las del Ejemplo 12 fueron procesadas como textiles en la maquina de tejer
trama tubular operativa Harry Lucas en forma de tejido tubular (Figura 12).
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REIVINDICACIONES

1. Un método de preparacion de fibras basado en un derivado de hialuronano C11-Cis acilado en los grupos
hidroxi del &cido hialurénico caracterizado por que se prepara una solucién de hilatura que comprende un derivado
acilado de hialuronano de la concentracién en el intervalo de 0,01% en peso a 15% en peso en una mezcla de agua
y 2-propanol, donde el contenido de agua esta en un intervalo de 30% en volumen a 90% en volumen, el contenido
de 2-propanol de 10% en volumen a 70 % en volumen, después la solucion de hilatura se introduce en el bafio de
coagulacién que comprende una solucién acuosa de un acido organico o sus sales de metales alcalinos o metales
alcalinotérreos, en donde el acido se selecciona del grupo que comprende el acido lactico, tartarico, citrico, malico,
ascorbico, oxalico o una combinacién de los mismos, para forman fibras que luego se lavan con alcohol y se secan.

2. El método de preparacion segun la reivindicacion 1, caracterizado por que el derivado de hialuronano se
acila preferiblemente en el alcohol primario de N-acetil-glucosamina.

3. El método de preparacion segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizado por que el derivado de hialuronano se
selecciona del grupo que comprende derivados C11-Ci2 acilados con un grado de sustitucion del 30% y mas,
derivados C13-Cis acilados con un grado de sustitucion del 20% y mas, y derivados Ci6-C1s acilados con un grado de
sustitucion de 5% y més.

4. El método de preparacion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que el
derivado de hialuronano es el palmitoil hialuronano.

5. El método de preparacion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la
concentracion de la solucion acuosa de &cido organico en el bafio de coagulacion es del 0,5% al 30% en peso para
el 4cido lactico, del 0,5% al 42% en peso para el acido citrico, 0,5% a 50% en peso para el &cido malico, 0,5% a
25% en peso para el acido ascérbico, y 0,5% a 60% en peso para el acido oxalico.

6. El método de preparacién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que el
bafio de coagulacion esta formado por una solucién acuosa saturada de un &cido orgénico

7 El método de preparacion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que el
bafio de coagulacion contiene una solucion acuosa saturada de acido lactico.

8. El método de preparacion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la
solucidn de hilatura se desairea antes de su introduccion en el bafio de coagulacion.

9. El método de preparacion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la
temperatura del bafio de coagulacion esta en el intervalo de 15 a 45° C y el tiempo de mantenimiento de las fibras en
el bafio de coagulacidon esta en el intervalo de 10 segundos a 24 horas.

10. El método de preparacién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que las
fibras se lavan con un alcohol seleccionado de grupo que comprende el etanol, 1-propanol y 2-propanol, y
opcionalmente se estiran después del lavado con el alcohol.

11. La fibra basada en el derivado de hialuronano C11-Cis acilado en los grupos hidroxilo del acido hialurénico
caracterizada por que su diametro es de 50 a 300 um y su resistencia a la tracciéon esta en el intervalo de 0,3 a 1
cN/dtex, y su alargamiento esta en el intervalo de 10 a 40%.

12. El uso de la fibra definida en la reivindicacion 11, para la produccion de tejido de punto, textiles tejidos o
textiles no tejidos.

13. El textil sobre la base de las fibras definidas en la reivindicacion 11.

14. El uso de los textiles sobre la base de las fibras definidas en la reivindicacion 11, para la producciéon de

materiales quirdrgicos implantables en la medicina humana y veterinaria.
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