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DESCRIPCION

Procedimiento de preparacion de derivados de glicosaminoglicanos donadores de 6xido nitrico, nitroderivados
obtenidos y su uso en tratamiento de tlceras crénicas.

Campo de la invencién

La invencion se refiere a un procedimiento de preparacion de derivados de glicosaminoglicanos donadores de 6xido
nitrico para el tratamiento de tlceras crénicas, en concreto pero de forma no limitativa para el tratamiento de dlceras de
pie diabético, dlceras de quemados y ulceras de presion. Mds en particular, se refiere a composiciones de derivados de
heparina no fraccionada (HNF), derivados de heparinas de bajo peso molecular (HBPM) y derivados de heparinas de
muy bajo peso molecular (HMBPM), todos ellos con capacidad para donar 6xido nitrico en el tratamiento de tlceras
crénicas, y mas en concreto en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de dlceras crénicas.

Estado de la técnica

La ulceracién de algunas zonas corporales, como el pie o las extremidades inferiores, es una complicacion signifi-
cativa de enfermedades crénicas como la diabetes con una incidencia anual ligeramente superior al 2% (Abbott CA,
et al (2002) The North-West Diabetes Foot Care Study: incidence of, and risk factors for, new diabetic foot ulceration
in a community-based patient cohort. Diabet Med, 19(5):377-84). Se estima que un 15% de los pacientes con diabetes
desarrollardn ulceras en algtin momento de su vida (Reiber G. E. (1996) The epidemiology of diabetic foot problems.
Diabet Med. 13 Suppl 1:S6-11) y que alrededor de un 10%-30% de los que presenten tlceras progresardn con la am-
putacion del miembro (Lipsky B.A. (2004) Medical treatment of diabetic foot infections. Clin, Infed Dis, 39 Suppl
2:S104-14). Ademas, esto se complica en el caso en el que se produce una isquemia en la extremidad inferior en la
que aparece la ulcera, siendo producida en la mayor parte de los casos por insuficiencia de riego sanguineo por alta
incidencia de trombosis.

En relacion con la mortalidad a los 5 afios de los pacientes a los que se les practica una amputacion de miembros
inferiores, es de 50-60% (Reiber G. E. (1996) The epidemiology of diabetic foot problems. Diabet, Med, 13 Suppl
1:S6-11). Se han utilizado diversos métodos para el tratamiento del paciente con pie diabético que incluyen el control
metabdlico estricto, profilaxis de los factores de nesgo modificables, desbridamiento, empleo de apdsitos, tratamiento
antimicrobiano de las infecciones, eliminacidn de la presion del drea lesionada, uso de injertos de piel, administracién
de factores de crecimiento y el empleo de métodos de revascularizacién en caso de existir indicacién.

En la mayoria de los casos el tratamiento de este tipo de ulceras crénicas se realiza por via tdpica, por ejemplo,
el empleo de apdsitos en las dlceras como las del pie diabético es comtinmente utilizado. Entre los nuevos tipos de
apositos estudiados en ensayos clinicos controlados se encuentran los apdsitos que se basan en membrana polimérica
semipermeable, Promogran (matriz de coldgeno), alginato. carboximetilceluiosa, hialuronan y presién subatmosférica
(Eldor R. Y col. (2004) New and experimental approaches to treatment of diabetic foot ulcers: a comprehensive
review of emerging treatment strategies. Diabet. Med. 21(11):1161-73). También se han desarrollado métodos para
crear sustitutos de piel que son colocados sobre la lesién ulcerosa. El Dermagraft® se produce sembrando fibroblastos
de dermis humana sobre un andamio sintético de material bioabsorbible que ha demostrado ser eficaz en las tlceras
de bajo grado con una mayor proporcién de curacién en un menor tiempo (Marston WA, et al. (2003) Dermagraft
Diabetic Foot Ulcer Study Group. The efficacy and safety of Dermagraft® in Improving the healing of chronic diabetic
foot ulcers: results of a prospectivo randomized trial. Diabetes Care 28:1701-5). El Apligraf® consta de una capa de
dermis compuesta de fibroblastos humanos en una matriz de coldgeno tipo I bovino y una capa de epidermis formada
de queratinocitos humanos. De manera similar, este sustituto de piel ha mostrado asociarse significativamente a una
mayor y mas rapida curacién de lesiones cuando se aplica en tilceras neuropdticas de bajo grado y no infectadas (Veves
A., et al (2001) Graftskin, a human skin equivalent, is effective in the management of noninfected neuropathic diabetic
foot ulcers: a prospectiva randomized multicenter clinical trial. Diabetes Care 24:290-5). En un ensayo clinico fase
II, aleatorizado, de doble ciego y controlado con placebo, el Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (Piatelet
Derived Growth Factor, abreviado PDGF) en forma de gel mostr6 ser eficaz y seguro para el tratamiento de pacientes
diabéticos que presentaban ulceras neuropdticas con buena perfusion sanguinea (Wieman TJ., et al (1998) Clinical
efficacy of beclapermin (th PDGF-BB) gel. Diabetes Care 21 (5):822-7). La mayoria de los pacientes (95%) incluidos
en este estudio tenfan tlceras con un drea < 10 cm? segun la evaluacion por planimetria. El gel de becaplermina 100
uglg, en comparacién con placebo, aumento significativamente la proporcién de cierre completo de la lesién en un
43% (50 vs. 35%, p = 0.007) y redujo el tiempo para lograr dicho efecto en un 32% (86 vs. 127 dias, p = 0.013). Los
resultados satisfactorios con el PDGF o becaplermina (Regranex®) llevaron a su aprobacién para el tratamiento de las
dlceras neuropdticas en las extremidades inferiores del diabético que se extienden hasta el tejido subcutdneo o mas
profundamente y tienen un adecuado flujo sanguineo (Brem H., Sheehan P., Bouiton AJ. (2004) Protocol for treatment
of diabetic foot ulcers. Am. J. Surg. 187(5A): 1S-105).

La definicién de pie diabético propuesta por el Grupo de Consenso sobre Pie Diabético de la Sociedad Espafiola de
Angiologia y Cirugia Vascular es: “Alteracion clinica de base etiopatogénica neuropdtica inducida por la hiperglicemia
mantenida, en la que con o sin coexistencia de isquemia, y previo desencadenante traumético, se produce la lesién y/o
ulceracion del pie”.
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En cuanto a tratamientos por via parenteral local de este tipo de afeccion, hace unos afios se ha publicado un
método de administracién de un agente cicatrizante como el Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF), que consiste
en la infiltracién de una solucién de la biomolécula en la lesién mediante varias inyecciones (WO 03053458). Este
tratamiento ha mostrado tener efectividad en la prevencion de la amputacién del pie diabético pero tiene el inconve-
niente de que resulta traumatico para el paciente ya que la aplicacion de inyecciones en la lesién es muy dolorosa y en
cada tratamiento deben aplicarse varias inyecciones durante varias semanas. También, en el documento EP 1499317
se divulga un método de tratamiento de complicaciones diabéticas tales como el pie diabético con inhibidores del
intercambiador sodio-hidrégeno de tipo 1 (NHE-1), y en la publicacién internacional WO 02077155 se describe que
el factor de crecimiento de queratinocitos (KFG-2) promueve o acelera la curacién de heridas.

Finalmente, la publicacién internacional WO2007087759 se refiere a una composicion farmacéutica que contiene
microesferas con factores de crecimiento de epidermis para administracién parenteral para pacientes que poseen afec-
ciones crdnicas en la piel, como son las ulceras de pie diabético. Muchas otras patentes se han enfocado sobre otros
métodos de acelerar el rango de cicatrizacién. Sin embargo, ninguno de estos métodos ha probado ser ampliamente
eficaz.

En la literatura no patente, por otro lado, se han publicado algunos estudios que divulgan ciertos resultados alen-
tadores para enfermos de pie diabético tratados con heparinas de bajo peso molecular (HBPM), sobre la base de que
las heparinas son conocidos antitrombdticos y antiinflamatorios que pueden mejorar la microcirculacién vascular. En
“Effect of Dalteparin of healing of chronic foot ulcers in diabetic patients with peripheral arterial occlusive disease”,
Diabetes Care, vol. 26(9), Septiembre 2003, asi como en la publicacién del mismo grupo de M. Kalani, et al. titulado
“Beneficial effects of dalteparin on haemostatic function and local tissue oxygenation in patients with diabetes, severe
vascular disease and foot ulcers”, Thrombosis Research. 120, 653-661, 2007 en los se describen ensayos clinicos que
demuestran que una heparina de bajo peso molecular (HBPM) tal como la dalteparina mejora la evolucién de las dl-
ceras de pie diabético en pacientes con enfermedad arterial oclusiva periférica. Sin embargo, llama la atencién que en
estos articulos los pacientes son tratados de forma conjunta con dcido acetilsalicilico, es decir, se deja entrever como la
asociacion de dos principios activos con efecto anticoagulante favorecen de forma sinérgica la evolucién de las tdlceras
de pie diabético en pacientes con enfermedad arterial oclusiva periférica. También, en “Low molecular weight heparin
seem to improve local capillary circulation and healing of chronic foot ulcers in diabetic patients”, VASA, Brand 22,
1993, FET 2, se divulga la realizacién de ensayos clinicos, controlados con placebo, doble ciego, para evaluar la efica-
cia de dalteparina en enfermos con tlceras de pie diabético. Los resultados preliminares de este estudio parecen indicar
que la dalteparina podria tener un efecto beneficioso sobre la prevencion de este tipo de heridas, aunque siempre en
dosis de profilaxis, es decir en ninglin momento se emplean dosis de dalteparina superiores a 2500 Ul/d{a, ya que se
prevén hemorragias durante el tratamiento a dosis superiores, sin que este aumento suponga una eficacia mayor en el
caso de pacientes con tlcera de pie diabético. Esto se debe a la creencia general en el estado de la técnica de que los
pacientes diabéticos tienen mayor riesgo de sangrado que pacientes que no tienen la enfermedad (Adverse impact of
bleeding on prognosis in patients with acute coronary sindromes, Eikelboom JW et al. Circulation. 2006 Aug 22; 114
(8):774-82).

En la publicacién internacional WO2010000906, se ha establecido que el efecto beneficioso cicatrizante de la
administracién de los glicosaminoglicanos no estd relacionado con su actividad antitrombética, mediada via un pen-
tasacdrido de estructura definida ya que se demuestra experimentalmente que lo realmente importante es la presencia
de una proporcion de secuencias oligosacaridicas ricas en ciertos monosacdridos especificos que no necesariamente
contienen el pentasacdrido.

Por otro lado, aunque en el estado de la técnica los procesos de cicatrizacién estudiados se han centrado mas
en los pacientes diabéticos (ya que tienen alterado el proceso de cicatrizacién de las tlceras provocadas por la propia
enfermedad), existe otro tipo de pacientes que presentan este tipo de ulceracion crénica, como los pacientes encamados
0 que presentan Ulceras de presion por otros motivos, ancianos, pacientes con dlcera isquémica, quemados o pacientes
con ulceraciones agudas recurrentes, entre otros. Para este tipo de tlceras crénicas, cronificadas o recurrentes, las
soluciones propuestas en el estado de la técnica son insuficientes, incluso aquellas que se basan en la aplicacién de
factores de crecimiento, por ello en los dltimos afios los especialistas proponen a los investigadores que promuevan
mas las alternativas terapéuticas, para, este tipo de necesidades médicas no satisfechas.

De otra parte, es conocido que el 6xido nitrico (NO) juega un papel importante en la cicatrizacién de heridas debido
a sus propiedades sobre angiogénesis, inflamacién, proliferacion celular, deposicion de matriz y remodelacion (Nitric
oxide: a newly discovered function on wound healing, Luo J et al. Acta Pharmacol. Sin. 2005, 26:259-264). El 6xido
nitrico es un gas endégeno producido en las células por la accién de la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS) sobre la
L-arginina que la convierte en citrulina con liberacién de NO. En estudios realizados sobre ratas diabéticas inducidas
se ha demostrado que el tratamiento con moléculas donadoras de 6xido nitrico (Nitric oxide enhances experimental
wound healing in diabetes, Witte MB et al. Br. J. Surg. 2002,89:1594-1601) o con aporte suplementario de sustrato
L-arginina (Supplemental L-arginine enhances wound healing in diabetic rats, Shi HP ef al. Wound Repair Regen.
2003,11:198-203) mejora la cicatrizacion de ulceras.

La patente US5482925 describe la preparacion de complejos de 6xido nitrico con compuestos que presentan aminas
primarias o secundarias. Uno de los compuestos seleccionados es heparina, sin embargo el proceso descrito para la
formacién del complejo, presenta la limitacién de que necesita realizar la reaccidn a temperaturas muy bajas (-78°C).
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La patente US5691423 describe la preparacién de compuestos nitrados unidos a una matriz polimérica, en este
caso polisacdridos. Los polisacdridos descritos en esta patente (dextrano, polietilieniminocelulosa, etc.) actian como
una matriz inerte que sirve sélo de soporte para la administraciéon del compuesto nitrado. En la presente invencion,
la matriz sobre la que se unen son glicosaminoglicanos, polisacdridos cuya capacidad per se para regenerar dlceras
crénicas ha sido previamente descrita. Con la presente invencién se busca el efecto sinérgico entre el polisacdrido y el
6xido nitrico generado in situ, para la curacion de tlceras.

La publicacién internacional WO0218449 describe la preparacién de nitroderivados de polisacaridos mediante
un proceso realizado en medio acuoso con dcidos minerales y que requiere trabajar a temperaturas de hasta -70°C.
Ademads se requiere que previamente a la reaccién de nitroderivatizacion el producto sea desulfatado y posteriormente
N-resulfatado.

Las publicaciones internacionales WO03072611, WO03072612 y WO03072613, describen la preparacién de ni-
troderivados de derivados de heparina (heparinas de bajo peso molecular, heparinas de ultra bajo peso molecular,
epoxiheparinas, etc.) a través de distintos procesos realizados en medio acuoso y a muy baja temperatura (-70°C).

Las patentes US4440926 y EP1375524, describen la formacién de ésteres de heparina, mediante esterificacion
parcial o total de los grupos carboxilicos. Para ello, previamente se forma el heparinato de amonio cuaternario y
posteriormente se hace reaccionar con un haluro de bencilo (que puede contener un grupo nitro directamente unido al
anillo aromatico) en medio organico (dimetilformamida, diclorometano, etc.). Estos compuestos a diferencia de los de
la presente invencién no pueden generar 6xido nitrico (NO) en medio fisiolégico.

También se ha descrito la preparacién de derivados de heparina con MOM-Piperazi/NO, pero la sintesis de estos
complejos es muy complicada (Conversion of a polysaccharide to nitric oxide-releasing form. dual mechanism anti-
coagulant activity of diazeniumdiolated heparin, Saavedra JE et al. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 2000,
10:751-753).

Breve descripcion de la invencién

Hasta la fecha, la utilizacién de glicosaminoglicanos en el tratamiento de tlceras crénicas se ha descrito a groso
modo para pacientes que tienen afecciones circulatorias severas ya que estas heparinas de bajo peso molecular poseen
actividad antitrombdtica y anticoagulante, expresada como efecto anti-factor X activado (Xa) y efecto anti-factor
ITa. Sin embargo, no se utilizan de forma general para pacientes diabéticos que padecen tlcera de pie diabético sin
enfermedad oclusiva arterial periférica, por el riesgo de sangrado que supone el tratamiento a dosis superiores. Esto
es debido al efecto anti factor Xa que tienen este tipo de compuestos que se traduce en efecto antitrombdtico y que,
segun se cree, guarda una relacién directa con el contenido dentro de la estructura heparinoide de un pentasacarido
concreto presente en las estructuras sacaridicas que conforman las heparinas de bajo peso molecular y muy bajo peso
molecular y a la relacién efecto anti-factor Xa/anti-factor Ila. Esta relacion viene determinada porque a mayor cantidad
de pentasacdrido en la estructura total, mayor actividad anti-factor Xa, siendo el pentasacarido sintético (fondaparinux)
el inhibidor mas selectivo del factor Xa y por tanto la molécula con mayor capacidad antitrombética de forma selectiva.

En el estado de la técnica se aprecia claramente que los pacientes diabéticos tienen alterado el proceso de cica-
trizacién de las tlceras provocadas por la propia enfermedad, pero los inventores de la presente invencién también
han demostrado que el efecto de los compuestos objeto de la presente invencidn, asi como de las composiciones que
los contienen, pueden funcionar para todo tipo de ulceras de crénicas como las de presion o las producidas por que-
maduras y que dicha administracién es efectiva mediante tres vias principales de administracién: parenteral, oral y
tépica.

Para el objeto de la presente invencion se entiende por dlceras cronicas a las soluciones de continuidad con pérdida
de sustancia en la piel. Dependiendo del origen de la tdlcera se pueden clasificar como: ulceras por presion, tlcera
diabética, tlcera isquémica (arterial o venosa), tlcera postquemadura, dlceras postradioterapia, etc.

Esta clasificacion se ha realizado segtn la causa que origina tlcera, sin embargo el mecanismo fisiopatolégico que
convierte una herida/dlcera en crénica, es una alteracion en el proceso isquémico que lleva a la necrosis cutdnea y
a una dificultad regenerativa de la misma por medios naturales (Kirman CN. Pressure ulcers, non surgical treatment
and principies, Emedicine Jul 2008 (www.emedicine.com/plastic) An G, Faeder J, Vodovotz Y. Transactional systems
biology: introduction of an engineering approach to the pathophysiology of the burn patient. J Burn Care Res. 2008;
29(2):277-85. Nikolovska S, et al. The role of nitric oxide in the pathogenesis of venous ulcers. Acta Dermatovenerol
Croat 2005; 13(4):242-6).

En este sentido, por ejemplo la isquemia se puede producir por presién externa sobre los capilares (dlceras por
dectbito o por presion), por lesidn caldrica (quemadura), o por obstruccion vascular (diabetes, arteriosclerosis, etc.).
Tras el proceso isquémico de la piel y érganos circundantes, se produce una reperfusion de los tejidos dafiados,
que aumenta la lesion inicial llevando a un empeoramiento y agravamiento de las lesiones. El mecanismo exacto del
proceso de isquemia- reperfusion que agrava la lesion inicial y que lleva a la cronicidad de la lesion, que se produce tras
la necrosis inicial no se conoce, pero se sospecha que la continua produccién de mediadores inflamatorios (citoquinas,
interleuquinas, etc.) agravan el proceso isquémico inicial empeorando las lesiones, y llevando a la cronicidad de la
dlcera.
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Por ello, se han investigado diferentes armas terapéuticas para modelar la produccién de mediadores inflamatorios
que faciliten la regeneracion tisular, pero que no empeoren el daifio celular. Un hecho a resaltar es que el proceso de
cicatrizacién de una herida es el mismo en casi todos los tejidos, después de la exposicién a cualquier proceso des-
tructivo (Gurtner GC et al. Wound repair and regeneration. Nature 2008; 453:314-21); de esta manera recientemente
se ha investigado con heparinas de bajo peso molecular en la prevencién de las heridas por quemaduras (Ravikumar
T et al. Low molecular weight heparin-induced pharmacological modulation of burn wound healing. Ann Burn fire
Disast 2006; 19(3):1-10. Oremus M, et al. The uses of heparin to treat burn injury. Evid Rep Technol Assess (Full
Rep). 2006; (148):1-58) pero hasta la fecha no existe ningin tratamiento sistémico que facilite la regeneracién de
una ulcera crénica (Fonder MA et al. Treating the chronic wound: A practical approach to the care of nonhealing
wounds and wound care dressings. J] Am Acad dermatol 2008; 58:185-206) y atin menos se conoce en el caso de los
glicosaminoglicanos cual es la composicién y/o porcentaje de monosacdridos responsables de esta actividad curativa
y regeneradora que favorece la aparicién de sistemas fisiol6gicos como el bloqueo de la produccién de mediadores
inflamatorios, la regeneracién capilar, o los mecanismos de reperfusion y cicatrizacién de las tlceras.

Es decir, los compuestos objeto de la presente invencion, asi como de las composiciones que los contienen, funcio-
nan para ulceras crénicas incluso para pacientes que no tengan diabetes y a los que les aparecen determinados tipo de
dlceras crénicas que no cicatrizan facilmente como pueden ser las tdlceras de presion, entendiendo tdlceras de presién
como aquellas que presentan dreas de dafio en la piel y tejido subyacente causado por la presion prolongada sobre un
plano duro, no necesariamente intensa, e independiente de la posicién. En el estado de la técnica actual, aunque se em-
plea de forma indistinta, se desecha el término tdlcera “por decubito” porque las tlceras de presion no necesariamente
tienen que estar vinculadas a la posicién de dectbito sino al efecto causado por la presion prolongada sobre un plano
duro, no necesariamente intensa, e independiente de la posicién.

Es un problema comiin en el cuidado de los pacientes con enfermedades cronicas, sobre todo en ancianos con
movilidad limitada, con importante morbi-mortalidad y elevada repercusién econémica y social.

Por ello, para el objeto de la presente invencidn se entiende por “Ulceras de presion” a las tlceras que presentan
areas de dafio en la piel y tejido subyacente causado por la presion prolongada sobre un piano duro, no necesariamente
intensa, e independiente de la posicion. Para el objeto de la invencién se consideran tlceras crénicas, aunque algunos
especialistas las consideren agudas y recurrentes, ya que son dependientes siempre del tiempo durante el que se
infringe la presion.

La presente invencion se refiere a un procedimiento de obtencién de derivados de glicosaminoglicanos en los
que los grupos nitros se encuentran covalentemente unidos a la estructura sacaridica, en particular HNF, HBPM,
HMBPM vy oligosacéridos de heparina obtenidos tanto a partir de HNF, HBPM o HMBPM o por sintesis orgdnica
(Fondaparinux. idraparinux, etc.), para tratamiento de tlceras crénicas como las de pie diabético, tlceras de presién y
tlceras provocadas por quemaduras. Estos compuestos son capaces en condiciones fisioldgicas de liberar Oxido nitrico
(NO) hasta valores que son terapéuticamente efectivos. En concreto, la invencidn se refiere a un procedimiento para la
preparacién de nitroderivados de heparinas que comprende la etapa de hacer reaccionar la heparina con un haluro de
amonio cuaternario obteniendo una sal de amonio cuaternario de heparina, y a continuacién hacer reaccionar la sal de
amonio cuaternario de heparina:

a) o bien con una mezcla nitrante en un medio organico; o

b) con un compuesto halonitroalifdtico o halonitroaromético en un medio orgdnico, para producir un nitrode-
rivado de heparina que tiene grupos -ONO, unidos covalentemente a la estructura sacaridica.

La invencién también se refiere al uso de los nitroderivados de heparinas obtenidos mediante este procedimiento
en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de tlceras crénicas, en particular de tlceras de pie diabético,
dlceras de presion o udlceras provocadas por quemaduras.

La invencién también se refiere a los compuestos nitroderivados de heparina obtenidos mediante el procedimiento
anteriormente mencionado, que comprenden una unidad disacaridica repetitiva con la siguiente férmula de Markush:

COOR? CH,OR?

oRd o] OorR?

2
OR NHR'

n

Ry: SO3M, COCH3 6 H
Ry SO3M, H & NO,

Ry H 6NO,

R*%: M & (CHy)ONOy; m:1-20
M: Metd alcalino o alcalinotérreo
n:1-66
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Con respecto al estado de la técnica (véase por ejemplo la publicacién internacional WO 03/072612), los inventores
consiguen la unién covalente de los grupos nitro a la estructura oligosacaridica en condiciones de reaccién muchos
menos drésticas que las allf descritas. En particular, en este documento se describe la nitracién directa de heparinas con
una mezcla nitrante, pero para ello es preciso utilizar temperaturas de reaccién muy bajas, del orden de -70°C (véanse
los Ejemplos 1 y 2 del citado documento). En la presente invencion, por el contrario, gracias a la formacién previa de
la sal de amonio cuaternario del compuesto polisacaridico, se consiguen temperaturas de reaccion superiores a -15°C
y en una de las vias sintéticas descritas a temperatura ambiente, lo cual es claramente ventajoso frente a la técnica
anterior. Esta etapa primera de formacién de la sal de amonio cuaternario de heparina a partir de la heparina y un
haluro de amonio cuaternario, previamente a la nitracion de la sal de amonio cuaternario obtenida es, en consecuencia,
lo que permite obtener las ventajas de la invencion en términos de unas temperaturas de reaccién mas favorables, y
ademads aporta un concepto inventivo general comun a la invencion.

Descripcion de las figuras
Figura 1: Evolucién del drea de las heridas (cm? vs dias).

La reduccién de las heridas y por tanto la disminucién del drea de las mismas y el aumento del porcentaje de
reduccion es significativo (p<0,05) a partir del dia 8 tras la creacién de la tlcera en los grupos 1-3, mientras que en el
grupo 4 lo es a partir del dia 3.

Figura 2: Evolucién del porcentaje de cierre de heridas (% vs dias).

Se observa que los grupos 1-3 alcanzan valores de reduccién de las heridas superiores al 90% a partir del dia 18
mientras que el grupo 4 alcanzé el dia 18 el 89%.

El grupo 2 muestra significativamente (p<0,05) una mayor reduccién del area de la herida y un menor tiempo
necesario para ello respecto al resto de los grupos.

Figura 3: Evolucién del drea de las heridas (cm? vs dias).

La reduccién de las heridas y por tanto la disminucién del drea de las mismas y el aumento del porcentaje de
reduccioén es significativo (p<0,05) a partir del dia 8 tras la creacion de la ulcera para el grupo 3; a partir del dia 10
tras la creacion de la tlcera para los grupos 1,4 y 5; a partir del dia 14 para el grupo 2.

Figura 4: Evolucién del porcentaje de cierre de heridas (% vs dias).

Se observa que los grupos 3 y 5 alcanzan valores de reduccion de las heridas superiores al 60% a partir del dia 21
mientras que esta reduccidn no se observa a este tiempo en el resto de los grupos. El grupo 5 alcanz6 el dia 28 el 91%
de reduccion de la dlcera.

El grupo 3 y el grupo 5 muestran significativamente (p<0,05) un menor tiempo necesario para la reduccién de la
dlcera respecto al resto de los grupos.

Descripcion detallada de la invencion
Los nitroderivados de glicosaminoglicanos pueden ser preparados por diversas rutas.

Una primera posibilidad es por nitracién directa con una mezcla nitrante sobre la sal de amonio cuaternario del
glicosaminoglicano. La sal de amonio cuaternario puede ser de benzalconio, bencetonio, etc. La sal preferente es de
benzalconio. Ejemplos de mezclas nitrantes, entre otras, son anhidrido acético-acido nitrico, acido sulftirico-acido
nitrico, dcido fosférico-4cido nitrico, etc. La mezcla preferente es anhidrido acético-dcido nitrico que genera nitrato de
acetilo, que es el reactivo nitrante. La relacién molar entre anhidrido acético y 4cido nitrico puede variar en un rango
entre 0,3 y 15 (preferentemente entre 0,5 y 2,5).

La reaccion se realiza en un medio orgdnico que puede ser diclorometano, cloroformo, formamida, etc., siendo de
preferencia diclorometano y a una temperatura comprendida entre -15°C y + 5°C, preferentemente entre -10°C y 0°C.
La reaccion se deja entre 0,1 y 24 horas, preferentemente entre 0,5 y 2 horas. El esquema de reaccion se muestra a
continuacidn, segtin el esquema de reaccidn 1:
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Esquema de reaccién 1

COOR* CH,OR? CH,OR?
° 0 2 ° & °
& i _NROL .
O ¢! [o!
OR? NHR' NHR'
n
R'": SO4R* COCH36 H R': SO3R?, GOCH, 6 H
R?% SO4R* 6 H R% SO;R* 6 H
R% H R% H
R*: Metal alcalino o alcalinoterreo R* NR,
n:1-66 n:1-68

1)HNO, / Ac,0

2 ) Transalificacion

HOR?
o
Q OR?

(¢}
NHR'
n

R': SO;R?, COCH3 0 H
R% SO3RY, H 6 NO,
R H 6 NO,
R*: Metal alcalino o alcalinoterreo
n1-66

Para el objeto de la presente invencidn, el esquema de reaccién 1 representado anteriormente, se muestra con
fines ilustrativos no limitativos, como una de las alternativas de reaccién contempladas en la reivindicacién 1. En este
esquema se observa que la region afectada del glicosaminoglicano es una unidad disacaridica general de una heparina,
ya sea no fraccionada, fraccionada, de bajo peso molecular o de ultrabajo peso molecular.

Otra posibilidad para la sintesis de nitroderivados de glicosaminoglicanos por reaccidon con un halonitrocompuesto
sobre la sal de amonio cuaternario previamente formada del glicosaminoglicano. La sal de amonio cuaternario puede
ser de benzalconio, bencetonio, etc. La sal preferente es de benzalconio. El halonitrocompuesto puede ser un haloni-
troalcano o halonitroaromatico. De preferente es un halonitroalcano con una cadena comprendida entre 1-20 carbonos,
de preferente entre 2 y 6 carbonos. El medio de reaccién es un disolvente orgdnico que puede ser diclorometano, clo-
roformo, dimetilformamida, formamida, etc., siendo preferentemente diclorometano.

La relacién molar entre el halonitrocompuesto y la sal de heparina estd comprendida entre 1 y 10, siendo de
preferente entre 3 y 8. La temperatura de reaccidn estd comprendida entre 20°C y + 45°C, preferentemente entre 25°C
y 40°C. La reaccidn se deja entre 1 y 72 h, preferentemente entre 16 y 24 horas. El esquema de reaccién se muestra a
continuacidn, segtin el esquema de reaccidén 2:

Esquema de reaccién 2

CHOR? CHOR?
L
OR? NRCI 7 oR?
¢ - ¢!
NHR' NHR'

R': SO;R* COCHz 6 H

R% SO;R* 6 H

R% H

R* Metal alcalino o alcalinaterreo
n:1-66

R': SO;R?, COCHa 6 H
R% SR 6 H

R%H

R%: NR,

n:1-66

1) X/H\

mONOy
X:Cl, Br,l;m:1-20
2 ) Transalificacion

HOR?

O.
=2

NHR'

R’ SO3R?, COCH;3 6 H

R% SO,RY 6 H

R H

R* M & (CHy)ONOy; m:1-20
M: Metal alcalino o slcalinotérreo
n1-866
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Para el objeto de la presente invencion, el esquema de reaccién 2 representado anteriormente, se muestra con
fines ilustrativos no limitativos, como una de las alternativas de reaccién contempladas en la reivindicacién 1. En este
esquema se observa que la region afectada del glicosaminoglicano es una unidad disacaridica general de una heparina,
ya sea no fraccionada, fraccionada, de bajo peso molecular o de ultrabajo peso molecular.

Los compuestos de la presente invencion son ttiles para el tratamiento de tdlceras crénicas, en concreto tlceras
de pie diabético, y tlceras de presién y mds en concreto en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de
dlceras crénicas. La heparina se selecciona de entre heparinas no fraccionadas (HNF), derivados de heparinas de bajo
peso molecular (HBPM) y derivados de heparinas de muy bajo peso molecular (HMBPM).

Ejemplos

Los siguientes ejemplos especificos que se proporcionan a continuacién sirven para ilustrar la naturaleza de la
presente invencion. Estos ejemplos se incluyen solamente con fines ilustrativos y no han de ser interpretados como
limitaciones a la invencién que aqui se reivindica.

Se han realizado una serie de experimentos para demostrar que el uso de glicosaminoglicanos tales como heparinas
de bajo peso molecular en la fabricacién de medicamentos para el tratamiento de tdlcera de pie diabético a dosis de
tratamiento para HBPM.

En estos experimentos se han utilizado varios compuestos, en particular los siguientes:

Bemiparina: es una heparina de bajo peso molecular de segunda generacién, (peso molecular medio de 3.600
Daltons) y una relacién anti-Xa/anti-Ila superior a 8.

Heparina Sodica: Heparina no Fraccionada. Entre otras presenta las siguientes caracteristicas (Ph. Eur. 6th Edi-
tion): Actividad anticoagulante: > 150 Ul/mg.

Ejemplo 1
Este ejemplo ilustra la preparacién de sal de benzalconio de heparina.

50 g de Heparina sédica se disuelven en 360 mL de Agua. Sobre esta solucién se afladen durante 35’ una solucién
de cloruro de benzalconio (110,6 g en 110 mL de agua). La solucién se mantiene 60’ en agitacién y se deja reposar.
El sobrenadante se retira y el precipitado se lava tres veces con agua, se liofiliza y se obtienen 128,18 g de la sal de
heparinato de benzalconio.

Ejemplo 2
Este ejemplo ilustra la preparacion de sal de amonio cuaternario de bemiparina.

50 g de Bemiparina se disuelven en 360 mL de Agua. Sobre esta solucién se afladen durante 35’ una solucién
de cloruro de benzalconio (110,6 g en 110 mL de agua). La solucién se mantiene 60’ en agitacién y se deja reposar.
El sobrenadante se retira y el precipitado se lava tres veces con agua, se liofiliza y se obtienen 123,74 g de la sal de
benzalconio de bemiparina.

Ejemplo 3

En un matraz de 50 mL, se afiaden 0,26 mL de anhidrido acético a 5 mL de diclorometano a -10°C. Trascurridos
10 minutos con agitacién y a -10°C, se afiaden 0,10 mL de 4cido nitrico. La mezcla se agita y se mantiene a -10°C
durante 1 hora, y después se agita y mantiene a 0°C durante otra hora.

A continuacién se gotea en 5 minutos 1,98 g del producto obtenido en el ejemplo 1 disuelto previamente en 20 mL
de diclorometano a 0°C. Se agita y se mantiene la reacciéon a 0°C durante 1 h. El crudo obtenido se afade sobre 12
mL AcONa/MeOH 10% (p/V) y se deja 16 horas de reposo. Se separa el sélido por centrifugacion y se lava con dos
volimenes de iPrOH. El sélido se redisuelve en 20 mL de agua purificada, se neutraliza con NaOH 1N, se disuelven
2 g NaCl, se afiaden 3V iPrOH y se deja 24 horas en reposo.

El precipitado se recoge por filtracion y se seca a vacio a 35°C. Se obtienen 0,89 g y presenta las siguientes
caracteristicas:

Peso molecular: 15.382 Da.
Actividad anti-FXa: 18,7 Ul/mg; Actividad anti-FIIa: 25 Ul/mg.

8
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FTIR: v CHO=1735,6 cm™', v ONO,=1275,7 cm™' (hombro), ¥ NO=1628,6 cm~! (hombro).
Analisis elemental: %C: 6,84; %H: 1,38; %N: 1,25; %S: 3,01.0NO,/unidad sacaridica: 0,44.

Ejemplo 4

A una solucién de 1 g del producto obtenido en el ejemplo 1 disuelto en 20 de diclorometano mantenida a 0°C,
se le afnade 0,57 mL de anhidrido acético y 0,22 mL de 4cido nitrico y la reaccién se mantiene durante 24 h a 0°C.
Transcurrido ese tiempo, la solucidn se afiade sobre 6 mL de solucién de acetato sédico al 10% en metanol y se deja 16
horas de reposo. Se separa el sélido por centrifugacion y se lava con dos voltimenes de MeOH. El sélido se redisuelve
en 10 mL de agua purificada, se neutraliza con NaOH 1N, se afiaden 2 g NaCl y 3V de MeOH y se deja 24 horas en
reposo. El precipitado se recoge por filtracion y se seca a vacio a 35°C. Se obtienen 0,32 g de precipitado (Rto.: 82%).

El producto obtenido presenta las siguientes caracteristicas:

Peso molecular medio de 7251 (9377) Daltons.

Actividad anti-factor Xa: 18 Ul/mg.

FTIR: vy CHO=1741,4 cm™, ¥y ONO,=1276,7 cm™' (hombro), ¥y NO=1646,9 cm™".

Analisis elemental: %C: 22,37; %H: 3,97; %N: 6,22; %S: 6,53.0NO,/unidad sacaridica: 0,93.

Ejemplo 5

En un matraz de 50 mL, se afiaden 0,57 mL de anhidrido acético a 15 mL de diclorometano con agitacion y se
enfria a -10°C. Trascurridos 10 minutos se afiaden 0,22 mL de 4cido nitrico. La mezcla se agita y se mantiene a -10°C
durante 1 hora, y después se agita y mantiene a 0°C durante otra hora.

A continuacién se gotea en 1 minuto 1 g del producto obtenido en el ejemplo 1, disuelto en 10 mL de diclorometano
a 0°C. Se agita y mantiene la reaccién a 0°C durante 30 minutos.

El crudo se afade sobre 6 mL de AcONa/MeOH 10% (p/V) y se deja 16 horas de reposo. Se separa el sélido
por centrifugacion, el s6lido blanco obtenido se lava con dos volimenes de iPrOH y se disuelve en 10 mL de agua
purificada, se neutraliza con NaOH 1N, se afade 1 g NaCl, y 60 mL de iPrOH y se deja 24 horas de reposo. El
precipitado se recoge por filtracién y se seca a vacio a 35°C. Se obtienen 0,58 g con las siguientes caracteristicas:

Peso molecular medio: 3.858 Da.

Actividad anti-FXa: 10,7 Ul/mg. Actividad anti-FIla: 1,4 Ul/mg.

FTIR: ¥ CHO =1744,3 cm™', v ONO,=1274,7 cm™', v NO=1643,1 cm™".

Analisis elemental: %C: 6,47; %H: 1,22; %N: 2,10; %S: 2,88. ONO,/unidad sacaridica: 1,17.

Ejemplo 6

En un matraz de 250 mL, se afiaden 2,28 mL de anhidrido acético a 40 mL de diclorometano con agitacién y a
-10°C. Tras 10 minutos se afiaden 0,88 mL de 4cido nitrico. La mezcla se agita y se mantiene a -10°C durante 45
minutos, y después se agita y mantiene a 0°C durante 45 minutos.

A continuacién se gotea en 2 minutos 4 g de heparinato de benzalconio disuelto en 80 mL de diclorometano a 0°C.
Se agita y mantiene la reaccién a 0°C durante 16 h. El crudo se afiade a 24 mL de AcONa/MeOH 10% (p/V) y se deja
16 horas en reposo. Se separa el s6lido blanco por centrifugacién y se lava con dos volimenes de iPrOH. El sélido se
disuelve en 40 mL de agua purificada, se neutraliza con NaOH 1N, se afiaden 4 g NaCl y 240 mL de iPrOH y deja 24
horas de reposo. El precipitado se recoge por filtracién y se seca a vacio a 35°C. Se obtienen 1,79 g de producto, con
las siguientes caracteristicas:

Peso molecular medio 2.379 Da.

Actividad anti-FXa = 2,3 Ul/mg; Actividad anti-FIIa < 0,2 Ul/mg.

FTIR: v CHO=1748,2 cm™, ¥y ONO,=1.279,5 cm™', v NO=1646,9 cm™".

Analisis elemental: %C: 2,22; %H: 0,45; %N: 0,82; %S: 1,32. ONO,/unidad sacaridica: 1,90.

9
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Ejemplo 7

1,25 g del producto obtenido en el Ejemplo 2 se disuelven en 12,5 mL de diclorometano. Se afiaden 0,24 mL
de trietilamina y posteriormente 0,27 g de 4-cloronitroxibutano y la reaccién se mantiene 24 h a 35°C. Transcurrido
ese tiempo se vuelve a repetir dos veces la adicién de trietilamina y 4-cloronitroxibutano, manteniendo la reaccién
cada vez durante 24 h a 35°C. Finalmente la solucion se afiade sobre 7,5 mL de solucién de acetato sédico al 10%
en metanol y se deja reposar 16 horas. El precipitado se recoge por centrifugacién y se redisuelve al 10% en agua,
se neutraliza, se afiaden 1,25 g de cloruro sédico y se precipita con 30 mL de metanol. El precipitado se recoge por
filtracion y se seca a vacio a 35°C. Se obtienen 0,42 g de precipitado (Rendimiento 83,15%). El producto obtenido
presenta las siguientes caracteristicas:

Peso molecular medio de 2587 Daltons.

Actividad anti-factor Xa: 88 Ul/mg.

Ejemplo 8
Estudio En Raton Diabético Por Via Parenteral

La investigacién se ha llevado a cabo con 70 ratones machos, cepa BKS.Cg-m+/+Lepr db/j, con un peso medio
de 48 gr. Todos los animales fueron sometidos a una exhaustiva evaluacidn clinica previa para excluir en todos los
animales algtn tipo de signo patolégico como descarga nasal, diarreas, etc. Dicha evaluacion incluy6 la auscultacion
de frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, calidad del pulso, color de las mucosas, tiempo de relleno capilar y
temperatura rectal.

Transcurridos diez dias de aclimatacion, en el animalario del centro, fueron identificados mediante un sistema de
codigo de colores y asi fueron distribuidos aleatoriamente en cuatro grupos de estudio.

Ulceracion de ratones diabéticos de la cepa BKS.Cg-m+/+Lepr db/jy medida del grado de cicatrizacion

Para este ejemplo se escogieron 4 grupos:

Grupo 1: Control: 15 ratones
Grupo 2: Ejemplo 7 15 ratones
Grupo 3: Ejemplo 4 15 ratones
Grupo 4: Bemiparina 10 ratones

La seleccion de las ratones incluidas en cada grupo se realiz6 al azar.

El primer dia del ensayo se anestesiaron los animales con anestesia inhalatoria con isofluorano al 2% en oxigeno
al 100% con un flujo de gas fresco de 2 L/min. Se rasur6 el lomo del animal, se limpi6 la zona con desinfectante
y se marco la situacion de la herida, mediante plantilla para igualar su posicién en todos los animales. La herida se
realiz6 mediante una incision circular de 0,6 cm de didmetro mediante un punch (o bisturi circular) de biopsia cutdnea,
extirpindose la piel de la zona media dorsal. Posteriormente se colocd una ldmina de silicona de 1,2 mm de grosor
con una apertura central circular de 12 mm de didmetro interno la cual se adhirié a la piel con cianoacrilato y se fijé
con 4 puntos de nylon 6/0 para minimizar y evitar la retraccion de la piel. La zona de la herida se tap6 con un apédsito
semipermeable. Se administr6 por via i.p. 0,5 mL/animal de suero fisioldgico después de la intervencion.

Durante los 7 dias posteriores a la intervencién se administré analgesia (Paracetamol, 1 mg/mL) en el agua de
bebida.

Al dia siguiente y durante un total de 18 dias, los animales se medicaron con los tratamientos asignados a la dosis
de 10 mg/Kg siendo el volumen de administracién 0,5 mL/ratén por via subcutdnea en el lomo del animal, evitando la
zona de la herida. En funcidn de los valores de dreas obtenidos se valord la continuacion o el cese del tratamiento. En
nuestro caso consideramos apropiado sacrificar a los animales a los 18 dias del estudio.

Se realiz6 el seguimiento de los animales durante un periodo de 18 dias valordndose macroscépicamente la evo-

lucién de las heridas 2 veces por semana. La valoracion se realizé mediante fotografia digital de la herida y andlisis
posterior de la imagen. Se registré también el peso corporal de los animales dos veces por semana.

10
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Se calculé el porcentaje de reduccién de la herida segun la siguiente férmula:

% reduccion herida =

(Abasal — A tiempo)

(Abasal)

x 100

Se utiliz6 como 4rea basal la medida realizada inmediatamente después de la intervencion.

Tras la Gltima medida se sacrificaron los animales. La zona de la piel donde se produjo la herida se conservé hasta
su procesamiento: una mitad en formol para realizar una evaluacion histopatoldgica (tincién hematoxilina-eosina) y
la otra mitad se congeld en nitrégeno liquido para la determinacién de citoquinas conservando las muestras poste-
riormente en congelador (-80 + 5°C). Este procedimiento se realizé también con 3 animales de cada grupo el tercer
dia después de la realizacion de la herida. Todas las muestras conservada en formol fueron enviadas para su posterior

andlisis histolégico.

Evaluacion de los resultados

Los resultados obtenidos se han comparado y analizado utilizando el programa estadistico SPSS 15.0 statistical
package for Windows, SPSS Inc, Chicago, Illinois. Empleando un test de ANOVA para medidas repetidas seguido de
un test de Tukey. Los valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos. Se compararon todos los

tratamientos entre ellos y a los diferentes tiempos de medida.

TABLA 1

Evolucion del drea durante el estudio (Ver figura 1)

Area (cm?)

Tiempo Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

(dias)
0 0,32+£0,04 |0,3120,04 0,26 £0,02 |0,26£0,01
1 0,32+£0,05 |0,30%0,04 0,25+£0,03 |0,25+0,01
3 0,31+£0,04 |0,29%0,04 0,24 £ 0,03t | 0,24 0,021
8 0,21£0,03* |0,21£0,04* |021£0,03* |0,17£0,01*¢
10 0,18 £0,04* | 0,14£0,04*t |0,15+0,03* | 0,14 £0,02*¢
14 0,12£0,04* |0,08+0,05*t |0,08+0,04* |0,11+£0,01*
17 0,04 £0,02* |0,01£0,01*t | 0,02+£0,02* | 0,05+0,01*
18 0,01£0,01* | 0,01£0,01* |0,01£0,02* |0,03+0,01*

* Diferencias significativas con respecto al valor basal.

1T Diferencias significativas con respecto a los grupos.
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Evolucion de la reduccion de las iilceras (Ver figura 2)

TABLA 2

% de reduccion de |a Ulcera

Tiempo | Grupo 1 Grupo 2l Grupo 3 Grupo 4

(dias)

0 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00

1 -0,63 £ 7,63 4,14 £ 9,95 2,65+ 6,38 6,78 + 0,74

3 3,01 6,87 7,60 +9,17t 747 + 6,45t 9,78 + 442t *
8 32,80 7,26 | 33,62+11,02* | 16,56 £8,21*F | 36,94 £2,81*
10 42,16 £10,72* | 56,81+ 10,77 | 41,74+ 9,83 | 48,57 +6,42"
14 61,46 £12,6*2 | 73,74 £13,77*t | 67,65 14,74* | 56,35 + 4,95*
17 88,56 + 6,34 | 95,22 +3,41*t | 90,82+7,96* | 79,70 £ 4,84
18 95,95 +4,02¢ | 97,88+3,06*F |94,23+6,78* | 88,90+ 3,72*t

*Diferencias significativas con respecto al valor basal.
1T Diferencias significativas con respecto a los grupos.

5.3.- Evaluacion histopatologica

En la piel de los animales de este experimento, se ha valorado la presencia de células inflamatorias, el tejido de gra-
nulacidn, constituido principalmente por fibroblastos y matriz extracelular, la formacién de nuevos vasos sanguineos

y la reepitelizacién de la tdlcera creada.

A cada corte se le dio una puntuacién histolégica en el rango grado I a grado V, donde I significa herida sin
curar y V herida completamente epitelizada. La puntuacién se basa en el grado de invasion celular, la formacion de
tejido de granulacién, vascularizacién y epitelizacién. Ademds, a cada muestra se le ha asignado un valor del 1 al
15 correspondiente a la valoracién realizada por Greenhalgh y col. en funcién del grosor del tejido de granulacion,

angiogénesis, el infiltrado celular y la reepitelizacion.

Grado

Puntuacién

Descripcion

granulacién o desarrollo epitelial.

Acumulacion celular de ninguna a minima, ausencia de tejido de

Tejido de granulacion fino e inmaduro dominado por células
inflamatorias pero con pocos fibroblastos, capilares o deposicién
de colageno; migracién epitelial minima.

Tejido de granulacion moderadamente grueso. Puede variar de
estar dominado por células inflamatorias a mayor presencia de
fibroblastos y deposicion de colagenos, neovascularizacion
extensiva, migracion epitelial minima a moderada.

10-12

Tejido de granulacidn grueso y vascular dominado por fibroblastos
y deposicion extensiva de colageno, el epitelio cubre la herida
parcial o totalmente.

13-15

presentar, mas 0 menos, rastros de la herida.

Area correspondiente a la herida totalmente epitelizado, sin
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Las puntuaciones histopatoldgicas obtenidas para los distintos grupos se muestran en la siguiente tabla:

TABLA 3

Porcentajes del Grado obtenido dentro de cada Grupo

Grupo Grado N° de animales Porcentaje (%)
1 I 0

Il 58

Il 25

17

0

33

22

22

22

N
O N N N W O] N W N O©

w
—_—
«©

—_
©

—_
©

73

[en] BN e o]

~
—_—

25
25

—_

50

<
o| N o

En ninguna de las muestras analizadas se ha observado una recuperaciéon completa del epitelio y una maduracién
del tejido fibroso con retraccion cicatricial por lo que no se ha alcanzado el grado V.

La mayoria de los animales del grupo 1 presentan un grado II de lesién, con un tejido de granulacién fino e
inmaduro. En tres casos, la lesién alcanz6 el grado Il y en dos el grado I'V.

El grupo 2 fue el que presentd el mayor nimero de animales con un grado I de recuperacion, ya que ademds de los
tres sacrificados antes, también lo presentaron otros tres. El resto de las muestras se distribuyeron igual en los grados
IL, IIT y IV, con dos animales en cada grupo.

Por el contrario, el grupo 3 fue el que presentd el mayor nimero de animales con el grado de recuperacion mas
elevado, el grado IV. El grado I estuvo constituido por los animales sacrificados mas tempranamente mas otro animal
(animal 46 que se retira del estudio estadistico de los resultados. S6lo dos muestras fueron de grado Il y otra de grado
II1.

Por tltimo, el grupo 4 presentd una distribucién mds regular de las muestras en los tres grados. S6lo un animal

mads, ademads de los tres sacrificados antes presento una menor recuperacién de la lesién con un grado I. Dos muestras
presentaron un grado de recuperacién mayor (grado IV) y una un grado III.
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TABLA 4

Resultados del estudio histologico. Medias de los grupos

Células Tejido Cociente | Neovascula | Reepitelizaci | Puntuacién

inflamatorias | granulacién | TG/CI rizacion én Greenhalgh
GRUPO 1 | 1,66+0,78 216111 [ 1,30 1,67+0,65 | 2,58+0,90 7,08+2,68
GRUPO2 |1,67+1,00 1,67£0,87 | 1,00 0,770,677 | 1,330,877 | 6,22+3,07
GRUPO 3 | 1,45+0,69 2641067 | 1,82 1,27£0,65 | 2,45+1,29 9,82+3,09t
GRUPO 4 | 1,00£0,00 2,50%£1,29 | 2,501 2,00+1,15 | 2,5041,29 7,004,76

1T Diferencias significativas con respecto a 10s grupos.

Las medias encontradas en los grupos tratados, muestran que el infiltrado inflamatorio fue leve- moderado en
todos ellos, de manera que los valores se situaron entre 1,00 del grupo 4 y 1,45 del grupo 3. En cuando al tejido de
granulacidn, las medias de los grupos 3 y 4 fueron superiores a los demds, sobre todo a las del grupo 2.

El significado de estos hallazgos es un estadio mds avanzado de recuperacion en los grupos 3 y 4, ya que el infiltrado
inflamatorio estd siendo sustituido por fibroblastos cada vez mas maduros y matriz extracelular elaborada por estos,
que van a formar parte de la cicatriz. Al contrario, los grupos 1 y 2 presentaron una cantidad de células inflamatorias
mayor y similar a la de fibroblastos, que aqui son mas inmaduros y con menor cantidad de matriz extracelular (el
cociente tejido de granulacion/células inflamatorias es 1,00 frente al 2,5 del grupo 4 o a 1,82 del grupo 3).

La neovascularizacién alcanzé los valores mds elevados en el grupo 4, donde la media fue de 2,00 (moderada).
También la vascularizacion es un fendmeno temprano en el proceso inflamatorio, aunque perdura mas en el tiempo
que la presencia de células inflamatorias y contribuye al proceso cicatricial.

Por dltimo, la recuperacién del epitelio fue entre moderada y severa en todos los grupos como lo demuestra que
los valores medios se sitiien entre 2 y 2,5. La excepcion la constituy6 el grupo 2 donde se observo un mayor retraso
en el cierre de la dlcera, con una recuperacion entre leve y moderada (media 1,33).

La puntuacién de Greenhalgh, tiene en cuenta sobre todo el tamafio de la reaccion celular y la composicién de
ésta. Mayores grados significan una mayor maduracién de la lesion hasta la recuperacién completa. En el grupo 3 se
ha observado una reepitelizacién muy avanzada en varias muestras y la formacién de un tejido conjuntivo grueso y
maduro debajo de este epitelio neoformado, sobre todo en los animales con grado I'V.

En conclusién, el grupo 3 es el que presenta el mayor estadio de recuperacién, con un valor medio de 9,82 segin
la gradacién de Greenhalgh, seguido de los grupos 1,4 y 2. Sin embargo, es el grupo 2 el que presenta mayor niimero
de muestras con un infiltrado celular poco grueso o constituido mayoritariamente por células inflamatorias y menor
recuperacion del epitelio.

Los resultados obtenidos, tanto de la evolucion de la herida por medicién de su area como del estado histolégico
de la piel el dltimo dia del estudio, muestran que la reduccién de las heridas es significativa (p<0,05) a partir del dia
8 tras la creacion de la ulcera en los grupos 1-3, mientras que en el grupo 4 lo es a partir del dia 3, sin embargo, los
grupos 1-3 alcanzan valores de reduccién de las heridas superiores al 90% a partir del dia 18 mientras que el grupo 4
no.

El grupo 2 muestra una mayor reduccion del drea de la herida y un menor tiempo necesario para ello respecto
al resto de los grupos, sin embargo, este grupo fue el que presenté el mayor nimero de animales con un grado I de
recuperacion histoldgica y presentdé mayor niimero de muestras con un infiltrado celular poco grueso o constituido
mayoritariamente por células inflamatorias con menor recuperacion del epitelio.

Por el contrario, el grupo 3 fue el que present6 el mayor nimero de animales con el grado de recuperacién mas

elevado, el grado IV, observdndose una reepitelizacién muy avanzada en varias muestras y la formacién de un tejido
conjuntivo grueso y maduro debajo de este epitelio neoformado.

14



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2357601 Al

Ejemplo 9
Estudio En Ratones Diabéticos Por Via Parenteral
Sujetos de estudio

La investigacion se ha llevado a cabo con 50 ratones machos, cepa BKS.Cg-m+/+Lepr db/j, con un peso medio de
46,67+2,76 gramos. Todos los animales fueron sometidos a una exhaustiva evaluacién clinica previa para excluir los
animales con algun tipo de signo patolégico como descarga nasal, diarreas, etc. Dicha evaluacion incluy6 la ausculta-
cion de frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, calidad del pulso, color de las mucosas, tiempo de relleno capilar
y temperatura rectal.

Transcurridos diez dias de aclimatacion, en el animalario del centro, fueron identificados mediante un sistema de
c6digo de colores y asi fueron distribuidos aleatoriamente en cinco grupos de estudio.

Diseiio del estudio y descripcion de las intervenciones

El primer dia del ensayo se anestesiaron los animales con anestesia inhalatoria con isofluorano al 2% en oxigeno
al 100% con un flujo de gas fresco de 2 L/min. Se rasuré el lomo del animal, se limpi6 la zona con desinfectante y se
marcé la situacién de la herida, mediante plantilla para igualar su posicién en todos los animales. La herida se realizé
mediante una incision circular de 0,6 cm de didmetro mediante un punch de biopsia cutdnea, extirpandose la piel de
la zona media dorsal. Posteriormente se colocé una ldmina de silicona de 1,2 mm de grosor con una apertura central
circular de 12 mm de didmetro interno la cual se adhiri6 a la piel con cianoacrilato y se fijé con 4 puntos de nylon
6/0 para minimizar y evitar la retraccién de la piel. La zona de la herida se tap6 con un apdsito semipermeable. Se
administré por via i.p. 0,5 mL/animal de suero fisiolégico después de la intervencion.

Durante los 7 dias posteriores a la intervencién se administré analgesia (Paracetamol, 1 mg/mL) en el agua de
bebida.

Al dia siguiente y durante un total de 38 dias, los animales se medicaron con los tratamientos asignados a la dosis
de 10 mg/Kg siendo el volumen de administracién 0,5 mL/ratén por via subcutdnea en el lomo del animal, evitando la
zona de la herida. En funcién de los valores de dreas obtenidos se valord la continuacién o el cese del tratamiento. En
nuestro caso consideramos apropiado sacrificar a los animales a los 38 dias del estudio.

Se realiz6 el seguimiento de los animales durante un periodo de 38 dias valorandose macroscépicamente la evo-
lucién de las heridas 2 veces por semana. La valoracion se realizé mediante fotografia digital de la herida y analisis
posterior de la imagen. Se registré también el peso corporal de los animales dos veces por semana.

Se utiliz6 como drea basal la medida realizada inmediatamente después de la intervencion.

Tras la dltima medida se sacrificaron los animales. La zona de la piel dénde se produjo la herida se conservé
hasta su procesamiento: una mitad en formol para realizar una evaluacién histopatoldgica (tincién hematoxilina-eo-
sina) y la otra mitad se congeld en nitrégeno liquido para la determinacién de citoquinas conservando las muestras
posteriormente en congelador (-80 + 5°C). Todas las muestras conservada en formol fueron enviadas para su posterior
andlisis.

Para este ejemplo se escogieron 5 grupos:

Grupo 1: Control: 10 ratones
Grupo 2: Ejemplo 3 10 ratones
Grupo 3: Ejemplo 4 10 ratones
Grupo 4: Ejemplo 5 10 ratones
Grupo 5: Ejemplo 6 10 ratones

La seleccion de las ratones incluidas en cada grupo se realiz6 al azar.

15
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Evaluacion de los resultados

Los resultados obtenidos se han comparado y analizado utilizando el programa estadistico SPSS 15.0 statistical
package for Windows, SPSS Inc, Chicago, Illinois. Empleando un test de ANOVA para medidas repetidas seguido de
5 un test de Tukey. Los valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos. Se compararon todos los

tratamientos entre ellos y a los diferentes tiempos de medida.

TABLA 5
10 Evolucion del drea durante el estudio (Ver figura 3)
Area (cm?)
15 Tiempo
) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
(dias)
0 0,284£0,02 | 0,2940,01 0,28+0,01 0,27£0,03 | 0,2940,03
2 1 026:002 | 0272001 | 0,26£002 | 025003 | 0,28£0,03
3 0,26£0,02 | 0,26£0,02 | 0,2540,03 0,24£0,03 | 0,26£0,03
)5 8 0,23£0,02 | 0,254£0,02 | 0,21£0,03 0,224£0,03 | 0,23£0,02
10 0,18+0,04* | 0,2240,02* | 0,1840,04* 0,19£0,04* | 0,17£0,06*
14 0,16£0,04* | 0,19£0,05* | 0,1540,06* 0,18+0,03* | 0,14£0,07*
30 17 0,15£0,06* | 0,19£0,06* | 0,14£0,07* 0,18+0,03* | 0,14£0,07*
21 0,13£0,07* | 0,174£0,08* | 0,10£0,07*t | 0,14£0,05* | 0,10£0,06*t
24 0,12+0,08* | 0,15£0,08* | 0,07£0,08*t | 0,11£0,05* | 0,08+0,06*t
35
28 0,06+0,07* | 0,09+0,07* | 0,04+0,06*t | 0,05+0,06* | 0,0210,02*t
31 0,03+0,05* | 0,04+0,05* | 0,01£0,01*t | 0,04£0,06* | 0,00£0,01*t
40 35 0,01£0,02* | 0,01£0,02* | 0,00+0,00* 0,00+0,00* | 0,00+0,00*
38 0,00+0,01* | 0,00+0,00* | 0,00+0,00* 0,00+0,00* | 0,00+0,00*
45
50
55
60
65
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TABLA 6

Evolucion de la reduccion de las iilceras (Ver figura 4)

% de reduccion de la ulcera

Tiempo

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
(dias)
0 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00£0,00
1 7,16+4,27 5,7043,32 6,78+3,26 6,4243,93 4,4515,28
3 8,35+4,05 9,36+4,31 11,7046,75 9,53+3,34 9,87+6,91
8 17,5917,55 13,1846,20 24,75%10,07*t | 15,8745,95 19,1048,86
10 34,50+12,94* | 22,7347,06 3569+12,76* | 28,38+11,96* | 39,20422,03"
14 42,00£15,16* | 32,62+17,81% | 46,231£22,75* | 33,84+12,27* | 49,27425,96*
17 46,53121,95* | 32,87+21,81% | 49,42423,66* | 33,59+11,35* | 50,43+2545*
21 53,82426,75* | 41,88427,59* | 64,59+25,74*t | 45,92420,80* | 62,66+24,01%t
24 57,62+28,24* | 48,26427,89* | 76,12126,11*t | 59,55+20,03* | 71,61+21,72*t
28 78,12424,26* | 68,614+25,01* | 84,74+20,30*t | 78,52422,46* | 91,77+8,76*t
31 88,49+16,18* | 85,08+18,18* | 96,58+5,46"t | 86,11£22,09* | 98,45+2,08*t
35 95,03£7,09* | 96,2846,36* | 99,13+1,54* 99,45+0,97* | 99,91+0,28"
38 97,91+6,09* | 99,51+1,47* | 100,00£0,00* | 100,00£0,00* | 100,00+0,00*

Nota: El calculo de las medias corresponden a los animales que han llegado al final del tratamiento,

excluyendo los animales muertos y el animal 31.

* Diferencias significativas con respecto al valor basal.

1T Diferencias significativas con respecto a los grupos.

Evaluacion histopatologica

En la piel de los animales de este experimento, se ha valorado la presencia de células inflamatorias, el tejido de gra-
nulacién, constituido principalmente por fibroblastos y matriz extracelular, la formacién de nuevos vasos sanguineos
y la reepitelizacion de la dlcera creada. Ademas, a cada muestra se le ha asignado un valor del 1 al 15 correspondien-
te a la valoracién realizada por Greenhalgh y col. en funcién del grosor del tejido de granulacién, angiogénesis, el
infiltrado celular y la reepitelizacidn.

En los grupos se han encontrado animales con distintos grados de lesién, su nimero y porcentaje queda reflejado
en la tabla 7.
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TABLA 7

Porcentajes del grado obtenido dentro de cada Grupo

Grupo | Grado | N°de animales | Porcentaje (%)
1 I 0
0
0
10
90
0
0
0
22
78
0
0
0
44
56
0
0
0
44
56
0
0
10
30
60

D[ W 2| O OO0 OO NN OO~ |o|lo|o

Grado I

Segtn este criterio, un grado I de lesidn corresponde con la ausencia de respuesta inflamatoria o de tejido de
granulacién sin recuperacion del epitelio de la epidermis. En ninguno de los grupos estudiados se ha observado este
grado.

Grado II

Tampoco se han encontrado muestras con un grado II, que seria aquel en el que el tejido de granulacién es fino e
inmaduro y dominado por células inflamatorias con pocos fibroblastos y matriz extracelular y con escasa recuperacion
del epitelio de la epidermis.

Grado IIT

En cambio, si aparece un animal con un grado III en el grupo 5 (muestra 41R). El tejido de granulacién es modera-
damente grueso y con un componente elevado de células inflamatorias, sobre todo en la dermis, en forma de pequefios
granulomas formados principalmente por neutréfilos con presencia de macréfagos y células gigantes multinucleadas.
También se observaron fibroblastos y matriz extracelular, pero en menor cantidad. Aparece una recuperacién modera-
da de la dlcera, con reepitelizacion de ésta y formacion de pustulas con neutréfilos sobre la epidermis. La presencia de
un aumento en el nimero de vasos es moderada.

Grado IV

En grado IV es observado en 14 animales pertenecientes a los cinco grupos del estudio, aunque sobre todo en los
grupos 3y 4.
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Este grado se caracteriza por un tejido de granulacién grueso y vascular y estd formado predominantemente por
gran cantidad de fibroblastos tanto jovenes, con grandes nucleos y citoplasmas alargados como mds maduros con
nicleos pequefios y citoplasmas mds amplios. Asi mismo, aparecen extensos depdsitos de matriz extracelular. En
estas muestras, en la dermis no se observan anexos cutdneos como foliculos pilosos o gldndulas sebdceas dado este
proceso de fibrosis.

La presencia de células inflamatorias se mantiene en todas las muestras, aunque su valor es entre leve y moderado y
aparece en forma de pustulas constituidas por neutréfilos. En un caso del grupo 1 es mas severo dado el mayor tamafio
de las pustulas. El infiltrado de la dermis lo componen sobre todo macréfagos, linfocitos y células plasmaéticas.

La presencia de neovasos en las muestras de este grado es mayoritariamente leve, siendo moderada en dos casos
(grupos 1 y 4) y no se observa en otros tres de los grupos 3,4 y 5, ya que la mayor parte del tejido de granulacién esta
constituido por los fibroblastos y la matriz extracelular.

El epitelio en este grado se ha recuperado de forma parcial o casi totalmente, quedando sélo algunos restos de la
ulceracién en un animal del grupo 1, uno del grupo 3 y dos del grupo 4.

En estas muestras, la inflamacién se sitda sobre todo en las capas cérneas de la epidermis en forma de pustulas,
mientras que en la dermis, la presencia de mayor cantidad de tejido fibroso que de componente inflamatorio significa
un proceso de cronificacién, con una reparacion de la lesion que se evidencia en la reepitelizacién de la ulcera. El
nimero de vasos también se reduce a medida que evoluciona el proceso de fibrosis de la herida.

Grado V

La mayoria de las muestras de este estudio se incluyeron en el grado V. En este grado, el drea de la herida estaba
totalmente epitelizada excepto en el animal R7 del grupo 1 y tan s6lo en algunos casos se observa la presencia de
escasas células inflamatorias, un ligero aumento del tejido conjuntivo de la dermis (moderado en dos casos del grupo
1 y uno del grupo 3) o una hiperplasia de la epidermis. En muchas ocasiones se han recuperado también los anexos
cutdneos.

El aumento en el nimero de vasos, 0 no se observa o es minimo en todos los animales de este grado.

La maduracién de los fibroblastos, la desaparicién de las células inflamatorias y la reduccién de los vasos junto
con la reparacién completa de la epidermis seria el paso final de la recuperacion.

Descripcién por grupos:

En casi todos los animales de todos los grupos, el epitelio se encuentra totalmente recuperado y las lesiones que se
observan son de grado leve o moderado, siendo fundamentalmente, un aumento del tejido fibroso situado debajo de la
epidermis con una presencia mas o menos numerosa de células inflamatorias. La epidermis estd aumentada de grosor
y existe una disminucion en el nimero de anexos cutdneos, tanto foliculos pilosos como glandulas sebdceas asociadas
a ellos.

El grupo 1 es el que presenta una mayor recuperacion de la ulceracién ya que 9 de los 10 animales se encuentran
en el grupo V de la clasificacion de Greenhalgh. En todas las muestras excepto en la R3, el epitelio estd completo,
la presencia de células inflamatorias es escasa y tan s6lo se observa un aumento del grosor del tejido conjuntivo y
también un ligero aumento del nimero de vasos en la dermis. S6lo la muestra R3 se aleja un poco de esta imagen,
con una mayor presencia de células inflamatorias que dan lugar a la formacién de pustulas sobre la capa cornea de la
epidermis y una pérdida del epitelio que no recubre totalmente la dlcera.

En el grupo 2 todos los animales presentan una recuperacién completa del epitelio en la zona de la lesién. Sin
embargo, la presencia de las células inflamatorias es mayor que en el grupo anterior, asi como el tejido conjuntivo y la
matriz extracelular. La neovascularizacion es ligera y estd s6lo presente en algunas de las muestras estudiadas.

En el grupo 3 también el epitelio estd recuperado en la mayoria de los animales, pero es donde se observa una mayor
presencia de células inflamatorias en las muestras y también mayor cantidad de tejido de granulacién en la dermis.
La neovascularizacién sigue siendo leve. El nimero de animales incluidos en el grupo IV y V de la clasificacién de
Greenhalgh es similar (4/5).

Del mismo modo, en el grupo 4, las muestras observadas presentan un grado de lesion similar a las del grupo 3,
con cuatro animales incluidos en el grupo IV y cinco en el grupo V de la clasificaciéon de Greenhalgh. También hay
presencia entre leve y moderada de células inflamatorias y siempre leve de tejido de granulacién maduro.

En el grupo 5, excepto en la muestra R41 en la que se observa una severa inflamacién en la dermis en forma de
pequefios granulomas, en el resto, la recuperaciéon es muy evidente, de manera que en seis de las muestras, la piel estd
practicamente normal.
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En el animal R41, la inflamacién parece estar mds asociada a una infeccidn secundaria que a la presencia de células
de recuperacion de la ulceracion por la disposicion de éstas y la presencia de células gigantes multinucleadas.

En conclusion, el grupo més recuperado es el 1, junto con el 2y el 5 (si excluimos el animal 41) y el que presenta la
menor recuperacion es el grupo 3, aunque en todos ellos, es muy evidente la reduccién de la lesion y la reepitelizacién

de la ulcera.

TABLA 8

Resultados del estudio histologico

Células Tejido Cociente | Neovascula | Reepitelizaci | Puntuacion

inflamatorias | granulacién | TG/CI rizacion én Greenhalgh
GRUPO 1 | 0,90£0,87 1,30£0,48 | 1,44 1,00£0,47 | 3,80+0,42 14,30+1,06
GRUPO 2 | 0,89+0,78 1,00£0,71 [ 1,12 0,55+0,53 | 4,00+0,00 13,4411,67
GRUPO 3 | 1,11£0,60 0,89+0,93 | 0,801 0,33+0,50 | 3,89+0,33 13,00+1,58
GRUPO 4 | 1,00£0,87 0,89+0,33 | 0,891 0,44+0,73 | 3,78+0,44 12,69+1,83
GRUPO 5 | 0,70+1,06t 1,00£0,47 | 1,43 0,50+0,71 | 3,80+0,63 12,90+2,68

Nota: El calculo de las medias corresponden a los animales que han llegado al final del tratamiento,
excluyendo los animales muertos y el animal 31.

1T Diferencias significativas con respecto a los grupos.

Las medias encontradas en los grupos tratados, muestran que el infiltrado inflamatorio fue leve en todos ellos, de
manera que los valores se situaron entre 0,70 del grupo 1 y 1,11 del grupo 3. El significado de estos hallazgos es
un estadio muy avanzado de recuperacion en todos los grupos aunque menor en los grupos 3 y 4 que presentaron un
cociente tejido de granulacién/células inflamatorias de 0,80-0,89 frente al 1,43 del grupo 5.

La neovascularizacién encontrada fue leve en todos los grupos ya que la vascularizacién es un fenémeno temprano
en el proceso inflamatorio que contribuye al proceso cicatricial. Por dltimo, la recuperacién del epitelio fue entre severa
y muy severa en todos los grupos como lo demuestra que los valores medios se sitden entre 3,8 y 4,0. Se observé por
tanto un cierre elevado de la dlcera.

La puntuacién de Greenhalgh, tiene en cuenta sobre todo el tamafio de la reaccion celular y la composicién de ésta.
Mayores grados significan una mayor maduracién de la lesién hasta la recuperacién completa.

En los grupos 1, 2 y 5 predomina el tejido de granulacién sobre el componente inflamatorio y son los grupos que
presentan el mayor valor en la puntuacién de Greenhalgh. La reepitelizacién es similar en los tres grupos aunque en el
2 todas las muestras presentan la recuperacion completa del epitelio.

En todos los grupos se ha observado una reepitelizacién muy avanzada y la formacién de un tejido conjuntivo
grueso y maduro debajo de este epitelio neoformado.

En conclusion, los grupos mas recuperados son el 1, 2 y el 5 (si excluimos el animal 41) y el que presenta la menor
recuperacion es el grupo 3, aunque en todos ellos, es muy evidente la reduccion de la lesién y la reepitelizacion de la
tlcera.

Los resultados obtenidos, de la evolucion de la herida por medicién de su drea, muestran que la reduccion de las
heridas es significativo (p<0,05) a partir del dia 8 tras la creacién de la tlcera en el grupo 3, a partir del dia 10 para los
grupos 1,4y 5y a partir del dia 14 para el grupo 2. El grupo 5 alcanza valores de reduccién de las heridas superiores
al 90% a partir del dia 28, el grupo 3 a partir del dia 31 mientras que el resto de los grupos grupo no consigue esta
reduccién hasta el dia 35 tras la creacion de la tlcera.

El grupo 3 y el grupo 5 muestran en menor tiempo una mayor reduccion del drea de la herida que el resto de los

grupos. Sin embargo, el grupo 3 fue el grupo donde se observa una mayor presencia de células inflamatorias en las
muestras y también mayor cantidad de tejido de granulacién en la dermis con menor recuperacion del epitelio.
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Los grupos 2 y 5 fueron los que presentaron un mayor grado de recuperacién histolégica, aunque en todos los
grupos es muy evidente la reduccién de la lesion y la reepitelizacion de la tlcera.

En conjunto el grupo 5 es el que muestra mejores resultados de reduccion de la herida y de recuperacion histoldgica
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del epitelio.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento de preparacion de nitroderivados de heparinas que comprende la etapa de hacer reaccionar pri-
mero la heparina con un haluro de amonio cuaternario, obteniendo una sal de amonio cuaternario de heparina, y a
continuacién hacer reaccionar la sal de amonio cuaternario de heparina obtenida:
a) o bien con una mezcla nitrante en un medio organico; o
b) con un compuesto halonitroalifdtico o halonitroaromatico en un medio orgénico,
para producir un nitroderivado de heparina que tiene grupos -ONO, unidos covalentemente a la estructura sacari-
dica.
2. Procedimiento segtn la reivindicacién 1, en el que el haluro de amonio cuaternario es un haluro de benzalconio

o de bencetonio.

3. Procedimiento segun las reivindicaciones 1 6 2 en el que la mezcla nitrante de la etapa a) se selecciona del grupo
que consiste en anhidrido acético-acido nitrico, dcido sulftirico-acido nitrico, y dcido fosférico-acido nitrico.

4. Procedimiento segtn la reivindicacién 3, en el que la mezcla nitrante de la etapa a) es anhidrido acético-dcido
nitrico.

5. Procedimiento segtn la reivindicacién 4, en el que la relacion molar entre el anhidrido acético y el 4dcido nitrico
varia entre 0,3 y 15.

6. Procedimiento segtin la reivindicacion 5, en el que la relacion molar entre el anhidrido acético y el 4cido nitrico
varia entre 0,5 y 2,5.

7. Procedimiento segtin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que el medio organico de la etapa
a) se selecciona entre diclorometano y formamida.

8. Procedimiento segtin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la temperatura de reaccién esta
comprendida entre -15°C y +5°C.

9. Procedimiento segin las reivindicaciones 1 6 2 anteriores, en el que el compuesto halonitroalifitico o haloni-

troaromético de la etapa b) tiene la férmula:
XHONoz

donde X es un halégeno y n es un nimero entero comprendido entre 1y 20.

10. Procedimiento segtn la reivindicacion 9 anterior, en el que n estd comprendido entre 2 y 6.

11. Procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 9-10 anteriores en el que el medio orgénico de
la etapa b) se selecciona del grupo que consiste en diclorometano, cloroformo, dimetilformamida y formamida.

12. Procedimiento segtn la reivindicacién 11 anterior en el que el medio organico es diclorometano.

13. Procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 9-12 anteriores en el que la relacién molar
entre el compuesto halonitroalifatico o halonitroaromético y la heparina estd entre 1 y 10.

14. Procedimiento segtn la reivindicacién 13 anterior, en el que la relacién molar entre el compuesto halonitroali-
fatico o halonitroaromadtico y la heparina estd entre 3 y 8.

15. Procedimiento segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 9-14 anteriores en el que la temperatura de
reaccion estd comprendida entre +20°C y +45°C.

16. Procedimiento segilin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 anteriores en el que la heparina se selecciona

del grupo que consiste en heparinas no fraccionadas (HNF), heparinas de bajo peso molecular (HBPM) y heparinas
de muy bajo peso molecular (HMBPM).
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17. Compuesto nitroderivado de heparina obtenido segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1-16 caracteriza-
do porque comprende una unidad disacaridica repetitiva con la siguiente férmula de Markush:

NHR'

donde R' es SO;M, COCH; o H, R? es SO;M, H 0 NO,, R* es H 0 NO, y R* es M 0 (CH,),,ONO,, siendo M un
metal alcalino o alcalino-térreo, m un nimero entero comprendido entre 1 y 20, y n un nimero entero comprendido
entre 1y 66.

18. Uso de un nitroderivado de heparina obtenido segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1-16 anteriores en
la fabricaciéon de un medicamento para el tratamiento de dlceras crénicas.

19. Uso segtn la reivindicacion 18 anterior en el que las dlceras crénicas son tlceras de pie diabético, dlceras por
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presion o tlceras provocadas por quemaduras.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201130087

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Nudmero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 WO 2003072612 Al 04.09.2003
D02 WO 2003072611 Al 04.09.2003
D03 EP 1375524 Al 02.01.2004

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

El objeto de la invencion es un procedimiento para la preparacion de nitroderivados de heparinas que comprende la reaccion
de la heparina con un haluro de amonio cuaternario y la posterior nitracion de la sal de amonio cuaternario de heparina
obtenida; el compuesto nitroderivado de heparina asi preparado; y el uso de dicho compuesto para la fabricaciéon de un
medicamento para el tratamiento de Ulceras crénicas.

Novedad (Articulo 6.1 de la Ley de Patentes):

El documento DO1 divulga heparinas de bajo peso molecular (entre 3000 y 6000 D) que contienen grupos nitro (-ONO5)
unidos covalentemente a la estructura sacarida (ver pagina 3, parrafo 5 y formula [; reivindicacion 1), bien directamente o a
través de un radical divalente que actia como espaciador entre el sacarido y el grupo nitro, como puede ser un radical
alifatico C>-Cy (ver pagina 5, parrafo 4). Las posiciones preferidas para la introduccion de los radicales que portan el grupo
nitro son el CH,OH en posicion 6 de la hexosamina desulfatada (R2 en la formula de la invencion), el CHOH en posicién 3 de
la hexosamina y del acido urénico (Rz y Rs, respectivamente, en el compuesto de la invencion), el grupo carboxilo del acido
urénico (R4 en la formula de la invencién), CHOH en posicién 2 del acido urdnico desulfatado (R en la invencion) y el NH;
de la hexosamina desulfatada (R1 en el compuesto de la invencion) (ver reivindicacion 5).

Estos compuestos se obtienen por nitracion directa mediante una mezcla nitrante, como puede ser acido sulftrico-acido
nitrico, acido fosférico-acido nitrico o anhidrido acético-acido nitrico en proporciones entre 1:1,4 y 1:1,6 (ver pagina 5,
parrafo 6-pagina 6, péarrafo 2), y son utiles para el tratamiento de patologias asociadas con disfunciones del sistema
cardiovascular y hemostatico, tales como disfunciones endoteliales de caracter inflamatorio asociadas a la diabetes (pagina
4, parrafo 1).

Por tanto, se considera que el objeto de las reivindicaciones 17-19 no es nuevo segun lo divulgado en el documento DO1.

De igual modo, el documento D02 divulga nitroderivados de heparina, en este caso de oligosacaridos (heparinas de pesos
moleculares comprendidos entre 1200 y 3000 D), obtenidos mediante el mismo procedimiento y con la misma aplicacion
farmacoldgica (ver reivindicaciones).

Por tanto, se considera que el objeto de las reivindicaciones 17-19 no presenta novedad a la luz de lo divulgado en el
documento DO2.

El documento D03 divulga un procedimiento para la preparacion de ésteres de heparina en los que los grupos carboxilicos
estan esterificados total o parcialmente, por medio de la sustitucion parcial o total de los atomos de hidrégeno o de los
cationes que forman las sales de dichos grupos carboxilicos por un radical R-CH,, donde R (equivalente a R4 en el
compuesto de la invencion) es un grupo alifatico sustituido por un grupo nitro (ver parrafo [0011]). Estos compuestos, sin
embargo, se diferencian de los compuestos de la invencién (en los que Rs es (CH2),ONO;) en que el sustituyente
nitrogenado de los compuestos divulgados en D02 es NO; en lugar de ONO..

Por tanto, no se ha encontrado en el estado de la técnica divulgacion o sugerencia alguna que pudiera dirigir al experto en la
materia hacia la invencién recogida en las reivindicaciones 1-16, que se refieren a un procedimiento de obtencion de
compuestos nitroderivados de heparina que transcurre a través de una sal de amonio cuaternario de heparina.

En consecuencia, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1-16 relne los requisitos de novedad y actividad
inventiva recogidos en los Articulos 6.1 y 8.1 de la Ley de Patentes.
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