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DESCRIPCION

Procedimiento de preparacion de derivados (poli(6xido de etileno) poli(6xido de propileno)) termosensibles, Utiles
para funcionalizar el quitosano.

La presente invencion se refiere a nuevos polimeros termosensibles, que pueden ser utilizados en particular en la
sintesis de derivados del quitosano.

Los hidrogeles reversibles formados in situ a consecuencia de un aumento de la temperatura suscitan actualmente
un interés creciente debido a sus numerosas aplicaciones potenciales en los campos cosmético, farmacéutico y
biomédico. En estos sistemas, la formacion de las uniones fisicas necesarias para la gelificacion se debe
generalmente a la asociacién de polimeros que poseen una temperatura critica inferior de separacién de mezcla.
Estos polimeros denominados de LCST (Lower Critical Solution Temperature) conducen a una separacién de fase
cuando la temperatura se vuelve superior a la LCST. En efecto, estos sistemas ven aumentar su hidrofobia con la
temperatura. Como ejemplos, se pueden citar la poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAM) y los poliéteres tribloques de
poli(éxido de etileno) (POE) y de poli(6xido de propileno) (POP) comercializados con el nombre de Pluronics
(BASF) o Poloxamers™ (ICl) (Gil et al. 2004). Los tribloques POE-POP-POE tienen la propiedad de formar unos
geles a alta temperatura; ahora bien para ello, necesitan estar a unas concentraciones en disolucion muy elevadas
(de 200 a 300 g/l), lo cual no constituye unas condiciones 6ptimas para la biocompatibilidad. Una de las estrategias
posibles para evitar este problema se basa en el injerto a un bajo indice de estos polimeros sobre un biopolimero, tal
como el quitosano. Este enfoque presenta varias ventajas; un comportamiento termogelificante se puede observar
en medio acuoso con bajas concentraciones en polimero (10 g/l), que combina por otra parte las propiedades de
biocompatibilidad, biodegradabilidad y biolégicas del quitosano. Este polisacarido de origen natural aumenta la
velocidad de cicatrizacién de heridas abiertas, estimulando la respuesta inmunitaria y la reconstruccién de los
tejidos, previniendo las infecciones microbianas y absorbiendo el exudado. Resulta asimismo ser un buen sustrato
para el cultivo celular y estimula, ademas, el crecimiento celular. Estas propiedades hacen de el por lo tanto un buen
candidato para la cicatrizacion de las heridas, la medicina regeneradora (reconstruccion 6sea) y la elaboracion de
sistemas de administracién de medicamentos (implantes, disoluciones, hidrogeles, parches).

En este contexto, los inventores han desarrollado unos sistemas termogelificantes mediante injerto de polimeros de
LCST sobre el quitosano. Estos sistemas consisten en unas disoluciones acuosas cuyo pH varia ventajosamente de
4 a unos valores de pH fisioldgico, que conducen a unos geles transparentes mediante calentamiento.

Se han dedicado pocos trabajos al desarrollo de hidrogeles termorreversibles a base de polimeros naturales.
Chenite et al. (Biomaterials (2000), 21 2155-2161) han mostrado la posibilidad de obtener unos sistemas
termogelificantes a partir de disoluciones acuosas a pH fisiolégico de quitosano y de sales de glicerol-2-fosfato. Sin
embargo, la obtencion de estos geles necesita la utilizacién de una cantidad importante de sales que no permite su
utilizacién en ciertas aplicaciones biomédicas. Unos derivados de quitosano portadores de cadenas de PNIPAM han
sido desarrollados asimismo con el objetivo de utilizarlos en ingenieria tisular (Cho et al. Biomaterials (2004), 25,
5743-5751). Sin embargo, la PNIPAM no presenta las caracteristicas de biocompatibilidad requeridas para
aplicaciones in vivo reales. Chung et al. (Curr. Applied Phys. (2005), 5, 485-488) han descrito la sintesis de
derivados del quitosano termoespesantes portadores de cadenas de tipo Pluronics®, biocompatibles. Pero la
naturaleza bifuncional de dichas cadenas hace que el control de la sintesis resulte relativamente dificil.

El poli(6xido de etileno) poli(éxido de propileno), POEPOP, denominado comercialmente Jeffamine® (Huntsman). Es
un copolimero con disposicion aleatoria de unidades 6xido de etileno y 6xido de propileno de la familia de los
Pluronics®. Este copolimero biocompatible habia sido utilizado por L'Alloret (FR 2 811 995) para preparar unos
copolimeros injertados termogelificantes derivados de polimeros sintéticos o de derivados de polisacaridos
diferentes del quitosano (celulosa y derivados, galactomananos, alginatos). Este polimero ha sido utilizado asimismo
para funcionalizar el quitosano. El quitosano posee una funcién aminica en posicién C-2, que permite efectuar unas
reacciones regioselectivas. La sintesis del quitosano-POEPOP se basa en la funcionalizacion del POEPOP por un
azucar reductor en una primera etapa (reaccion de acoplamiento de tipo peptidico entre el POEPOP y el acido
galacturénico protegido seguida de la desproteccion de los hidroxilos de azucar, que conduce al derivado POEPOP-
GA), seguida en una segunda etapa del acoplamiento del POEPOP modificado con el quitosano por una reaccién de
aminacién reductora. El carbono C-1 del azlcar, debido a su caracter hemiacetalico, puede reaccionar con la funcién
amina del quitosano (Creuzet et al., I'actualité chimique (2006), 294, 34-38). Sin embargo, este procedimiento no
permite producir cantidades importantes (industriales) de polisacaridos modificados; siendo el derivado POEPOP-GA
de sintesis dificil de realizar y costosa.

Los inventores han desarrollado asi un nuevo procedimiento de sintesis a través de un nuevo derivado, el POEPOP-
acetal, para conducir a unos derivados CHI-POEPOP de grado de sustitucion (DS) variable, ventajosamente
solubles en medio acuoso a pH 4 y termogelificantes. La temperatura de transicion sol-gel depende del grado de
sustitucion, lo cual permite ajustar las propiedades en funcién de las aplicaciones deseadas. Para ampliar las
aplicaciones, unos derivados CHI-POEPOP-POE, ventajosamente solubles en medio acuoso a unos valores de pH
fisiolégico, han sido por otra parte desarrollados a partir del intermedio POEPOP-acetal o del derivado CHI-
POEPOP.
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La invencion tiene por lo tanto por primer objeto un procedimiento de preparacion de derivado POEPOP-acetal
termosensible que comprende las etapas sucesivas siguientes:

a. Reaccién de una o varias polieteraminas estaticas (POEPOP) de formula genérica ()
CH,
CH, 0

en la que p representa un nimero entero comprendido entre 1 y 40, ventajosamente entre 3 y 29, y m representa
un numero entero comprendido entre 1 y 40, ventajosamente entre 1 y 31,

con el anhidrido succinico para conducir al acido correspondiente;

b. Acoplamiento del &cido obtenido tras la etapa a) con la 2,2-dimetoxietilamina para conducir al derivado
POEPOP-acetal buscado.

En el marco de la presente invencion, las abreviaturas POEPOP hacen referencia a uno o varios copolimeros
estadisticos de 6xido de etileno y de éxido de propileno. En el marco del procedimiento segln la invencion, es
posible utilizar o bien un solo copolimero estadistico de 6xido de etileno y de 6xido de propileno, o bien una mezcla
de diferentes copolimeros estadisticos de 6xido de etileno y de 6xido de propileno, pudiendo dichos copolimeros
diferir en particular por la relacion 6xido de propileno/éxido de etileno y el peso molecular.

Las polieteraminas estadisticas utilizadas en el marco de la presente invencién son ventajosamente unos
copolimeros comercializados por Huntsman con la denominacién comercial Jeffamine®, en particular los
copolimeros estadisticos:

- de masa molecular aproximada de 600 g/mol, siendo la relacion 6xido de propileno/éxido de etileno de 9/1;

- de masa molecular aproximada de 1.000 g/mol, siendo la relacién 6xido de propileno/6xido de etileno de 3/19;

- de masa molecular aproximada de 2.000 g/mol, siendo la relacién 6xido de propileno/6xido de etileno de 29/6; y
- de masa molecular aproximada de 2.000 g/mol, siendo la relacién 6xido de propileno/6xido de etileno de 10/31.

Ademas de los productos disponibles en el comercio, las polieteraminas estadisticas pueden ser facilmente
preparadas mediante unos procedimientos convencionales bien conocidos por el experto en la materia (Y. Deng, J.
Ding, G. Yu, R. H. Mobbs, F. Heatley, C. Price, C. Booth, PImer (1992), 33, 1959-1962; G. -E. Yu, F. Heatley, C.
Booth, T G. Blease, Eur. Polym. J. (1995), 31, 589-593).

Se sabe que la reparticion estadistica de los motivos 6xido de etileno y 6xido de propileno se traduce por la
existencia de una temperatura inferior critica de separacién de mezcla, mas alla de la cual se observa una
separacion de fases macroscopica.

En el marco de la invencion, la expresion "derivado termosensible” designa un polimero de LCST, es decir un
polimero cuya solubilidad en agua se modifica mas alla de una cierta temperatura. Se trata de polimeros que
presentan una temperatura de separacion de mezcla por calentamiento (o punto de turbidez) que define su zona de
solubilidad en agua. La temperatura de separacién de mezcla minima obtenida en funcién de la concentracién en
polimero se denomina LCST. Para cada concentracion en polimero, se observa esta temperatura de separacion de
mezcla por calentamiento; es superior a la LCST que es el punto minimo de la curva. Por debajo de esta
temperatura, el polimero es soluble en agua; por encima de esta temperatura, el polimero pierde su solubilidad en el
agua.

Por soluble en el agua, se entiende que las unidades presentan una solubilidad a 20°C de por lo menos 1 g¢/l,
preferentemente por lo menos 2 g/l.

La medicion de la LCST puede llevarse a cabo visualmente: se determina la temperatura a la cual aparece el punto
de turbidez de la disolucién acuosa; el punto de turbidez se traduce por la opacificacion de la disolucion, o la pérdida
de transparencia.

De manera general, una composicion transparente tendra un valor de transmitancia méaximo, sea cual sea la longitud
de onda comprendida entre 400 y 800 nm, a través de una muestra de 1 cm de espesor, de por lo menos 80%,
preferentemente de por lo menos 90% (véase el documento EP 291 334). La transmitancia se puede medir
disponiendo una muestra de 1 cm de espesor en el rayo luminoso de un espectrofotdémetro que trabaja en las
longitudes de onda del espectro luminoso.
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El procedimiento se lleva a cabo ventajosamente por lo menos parcialmente en unas condiciones anhidras, con el fin
de asegurar buenos rendimientos. Como ejemplo de disolvente particularmente apropiado para la realizacion de la
etapa a), se puede citar la dimetilformamida (DMF), en particular la DMF anhidra.

En un modo de realizacion preferido de la invencion, a una disolucion de POEPOP, en la DMF, ventajosamente la
DMF anhidra, se anade el anhidrido succinico en disolucién en la DMF, ventajosamente la DMF anhidra. La
disolucién de POEPOP/DMF (anhidra) se mantiene ventajosamente bajo atmdsfera inerte, tal como bajo nitrégeno.
La cantidad molar necesaria de anhidrido succinico es como minimo la cantidad molar de POEPOP, ventajosamente
el anhidrido succinico se introduce en ligero exceso (ventajosamente 1,05 equivalentes molares).

El disolvente utilizado en la etapa b) es ventajosamente asimismo DMF, en particular la DMF anhidra.

En la etapa b), la reaccion de acoplamiento se efectia ventajosamente en presencia de 1-etil-3-[3-
(dimetilamino)propil]-carbodiimida y de diisopropiletilamina (o de trietilamina). Asi, la etapa b) comprende
ventajosamente la adicién sucesiva

- de 1-etil-3-[3-(dimetilamino)propil]-carbodiimida y de diisopropiletilamina (o de trietilamina), solubilizada en la
DMF anhidra, y después

- de 2,2-dimetoxietilamina.

Es posible asimismo anadir previamente un N-hidroxibenzotriazol. La etapa b) comprende entonces ventajosamente
la adicion sucesiva

- de N-hidroxibenzotriazol, y después

- de 1-etil-3-[3-(dimetilamino)propil]-carbodiimida y de diisopropiletilamina (o de trietilamina), solubilizada en la
DMF anhidra, y después

- de 2,2-dimetoxietilamina.

El procedimiento segun la invencion permite realizar las etapas a) y b) "en un solo bote", es decir en un solo y mismo
reactor, sin etapa intermedia de aislamiento del compuesto obtenido tras la etapa a). Las etapas a) y b) se realizan
por lo tanto ventajosamente "en un solo bote".

Para asegurarse de que, previamente a la reaccion de acoplamiento, se termina la reaccién del POEPOP con el
anhidrido succinico, el medio de reaccion se deja bajo agitacion el tiempo necesario. El medio de reaccion se puede
dejar asi bajo agitacion a temperatura ambiente y a presion atmosférica. A escala del laboratorio (<500 ml), el medio
de reaccion se deja ventajosamente bajo agitacion a temperatura ambiente y a presion atmosférica durante 5 horas.

Tras la etapa b), el medio de reaccion se deja ventajosamente bajo agitacion a temperatura ambiente y a presion
atmosférica el tiempo necesario para asegurarse de que la reaccién de acoplamiento estd terminada, lo cual se
asegura, a escala del laboratorio (<500 ml), dejando la disolucién bajo agitacién toda una noche.

Para recuperar el POEPOP-acetal, se puede proceder ventajosamente de la manera siguiente. El disolvente (DMF)
se evapora y el producto se recoge en un disolvente apropiado tal como el diclorometano. La fase organica se lava
sucesivamente con agua acidulada (pH 4) y después con agua. La fase organica se seca, por ejemplo se seca sobre
sulfato de sodio, y después se evapora para dar el derivado acetal.

El procedimiento segun la invencion permite obtener el derivado POEPOP-acetal con unos rendimientos superiores
a 80%.

En una variante de la invencion, se hace reaccionar, en la etapa a), una sola polieteramina estadistica. En otra
variante de la invencién, se hace reaccionar, en la etapa a), por lo menos dos polieteraminas estadisticas diferentes.

La invencion tiene como segundo objeto un derivado POEPOP-acetal obtenido mediante el procedimiento,
designando las abreviaturas POEPOP unos copolimeros estadisticos de 6xido de etileno y de 6xido de propileno,
idénticos o diferentes, tales como los definido anteriormente.

La invencion tiene como tercer objeto un procedimiento de sintesis de quitosano injertado que comprende (i) una
etapa de hidrolisis del derivado POEPOP-acetal segln la invencién en derivado POEPOP-CHO (es decir en el
aldehido correspondiente) seguida (ii) de una etapa de injerto de dicho derivado POEPOP-CHO sobre el quitosano o
uno de sus derivados mediante una reaccion de tipo aminacioén reductora.

La primera etapa (i) consiste en desproteger la funcién aldehido del POEPOP-acetal. Para ello, a escala del
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laboratorio (<500 ml), éste se solubiliza ventajosamente en una mezcla de &cido trifluoroacético/agua (TFA/H20), por
ejemplo en las proporciones (4/1) (v/v). El medio de reaccion se puede dejar bajo agitacion durante una noche a
temperatura ambiente y a presion atmosférica. Después de la evaporacién de la mezcla TFA/H20, el aldehido
obtenido se puede solubilizar en una mezcla de etanol/agua (en particular EtOH/H2O (1/1 (v/v)) y el pH de la
disolucién se ajusta ventajosamente a pH 5,1.

El aldehido se afiade entonces al quitosano, que puede ser previamente solubilizado en una mezcla de
CH3;COOH/EtOH (3:2 v/v) por ejemplo. El pH de la mezcla se ajusta entonces a 5,1. Se afiade ventajosamente una
disolucién acuosa de un agente reductor, tal como una disolucién acuosa de cianoborohidruro de sodio o de picolin-
borano (PicBHz) o de borohidruro de sodio. El medio de reaccién se puede dejar bajo agitacion el tiempo necesario,
24 horas a la escala del laboratorio (<500 ml), a temperatura ambiente y a presion atmosférica. El producto esperado
se puede recuperar mediante precipitacion, ajustando el pH del medio de reaccién a 9. Este ultimo se lava entonces,
se filtra y se seca.

El quitosano o uno de sus derivados responde ventajosamente a la férmula (Il) siguiente:

OH
NH

NHR n NHR

en la que n estd comprendido entre 60 y 6.000 y R representa
- un atomo de hidrégeno H,

- un radical acetilo COCHs, estando el grado de acetilacién ventajosamente comprendido entre 0 y 0,5, mas
ventajosamente entre 0 y 0,2.

Los inventores han constatado que el grado de sustitucion del POEPOP sobre el quitosano, DS+, se puede ajustar
en funciéon de las condiciones de reaccion utilizadas y, en particular, depende de la concentraciéon en aldehido
(POEPOP-CHO). La tabla 1 retine las condiciones de reacciones utilizadas para la sintesis de diferentes muestras
de CHI-POEPOP de DS; variable: teniendo la polieteramina estadistica una masa molecular aproximada de
2.000 g/mol, siendo la relacién éxido de propileno/6xido de etileno de 29/6.

Tabla 1. Condiciones de reaccion utilizadas para la sintesis de los derivados CHI-POEPOP de DS variable.

Reaccién NaCNBH5* POEPOP-CHO? Rendimiento (%) DS°
1 1,2 0,05 72 0,04
2 1,2 0,1 63 0,1
3 1,2 0,2 48 0,17
® Niimero de equivalentes molares/mol de unidad de repeticién; ° obtenido mediante RMN 1H

Los datos de la tabla 1 muestran que la reaccion de injerto esta perfectamente controlada. Esta permite llegar a una
familia de productos de DSy variable, lo cual permite ajustar la gama de temperatura pertinente para la aplicacion
prevista. En el caso del derivado POEPOP ensayado (polimero relativamente hidr6fobo que se asocia rapidamente
mediante calentamiento), se observa que cuanto mas elevado es el grado de sustituciéon DSy, mas baja es la
temperatura de transicion. Asi, para unos valores de DSy = 0,04, la temperatura de transicion se situa alrededor de
40°C mientras que para unos valores de DSy = 0,17, la temperatura de transicién se sitla alrededor de 25°C.

El grado de sustituciéon del POEPOP sobre el quitosano estd comprendido ventajosamente entre 0,02 y 0,3, mas
ventajosamente entre 0,05 y 0,2.

Los derivados CHI-POEPOP obtenidos mediante este procedimiento presentan unas propiedades termogelificantes
interesantes, a saber cuando estan puestos en disolucién, una transicion sol-gel reversible y controlable. Ademas,
son solubles en agua a unos pH proximos de 4 (+1). Los derivados de quitosano CHI-POEPOP pueden ser
solubilizados en unas composiciones acuosas (pH de 4 + 1), por ejemplo en una cantidad comprendida entre 2 y
30 g/I, que pueden por otra parte comprender un medio cosmética o farmacéuticamente aceptable. Las disoluciones
acuosas resultantes conducen a unos liquidos muy viscosos 0 a unos geles transparentes por calentamiento. Estos
sistemas, biorresorbibles, pueden ser utilizados en unas formulaciones cosméticas, farmacéuticas o biomédicas, que
pueden ser transparentes, para modificar sus propiedades reolégicas en funcion de la temperatura. La capacidad de
gelificacién de las disoluciones acuosas que comprenden los derivados CHIPOEPOP a unas temperaturas préximas
a las del cuerpo humano puede permitir evitar cirugias, pudiendo entonces estos geles ser inyectados o aplicados en
unos sitios especificos. Estos termogeles presentan ademas la ventaja de ser bioresorbibles. Estas disoluciones
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acuosas pueden por lo tanto ser utilizadas como hidrogel inyectable en unas aplicaciones terapéuticas o cosméticas.

Con el fin de ampliar las aplicaciones, unos derivados CHI-POEPOP-POE termogelificantes solubles en medio
acuoso a unos valores de pH fisiolégico han sido desarrollados a partir del intermedio POEPOP-acetal o del
derivado CHI-POEPOP obtenido. Estos derivados se caracterizan por la presencia, ademas de las cadenas
POEPOP, de cadenas poli(éxido de etileno) (POE) injertadas directamente en el quitosano, que confieren al
quitosano las propiedades de solubilidad en agua a pH neutro. Bhattarai et al. (Macromol. Biosci. (2005), 5, 107-11 y
J. Controlled Release (2005), 103, 609-624) han mostrado que la introduccion de cadena POE en el quitosano
puede llevar a un comportamiento termoasociativo si el DS no es demasiado elevado (DS ~ 0,07-0,1). Para unos DS
superiores a 0,1, los derivados CHI-POE son solubles en agua pero ya no muestran efecto termoespesante. Los
inventores han constatado que la sintesis de derivados CHI-POE de DS < 0,1 no permite obtener una perfecta
solubilidad de los polimeros en agua. Por otra parte, el aumento de la viscosidad de las disoluciones de los
derivados CHI-POE de DS ~ 0,07-0,1 descrito por Bhattarai et al. sigue siendo moderada (aumento de un factor 6
para una disolucién acuosa a 30 g/l). Por el contrario, los derivados CHI-POEPOP-POE segun la invencién permiten
ganancias en viscosidad muy superiores.

El procedimiento de sintesis de quitosano injertado comprende por lo tanto ventajosamente una etapa suplementaria
(iii) de funcionalizacién del derivado quitosano CHI-POEPOP obtenido tras la etapa (ii) por un polimero, en particular
un poli(6xido de etileno) (POE). El POE puede tener una masa molecular comprendida entre 1.000 y 5.000 g/mol. El
grado de sustitucion del POE sobre el quitosano, DS, debe ser superior a 0,1 para obtener una perfecta solubilidad
de los derivados en agua. El grado de sustitucién del POE sobre el quitosano, DS, esta comprendido
ventajosamente entre 0,1 y 0,5, mas ventajosamente entre 0,1 y 0,3.

Segun una variante de la invencién, se prepara en primer lugar un derivado monoaldehidico del POE. Para ello, se
puede anadir lentamente a una disolucion de monoéter metilico de poli(6xido de etileno) en un disolvente apropiado,
tal como una disolucién de CHxCly/dimetilsulféxido (DMSO) anhidro (97/3 (v/v)), bajo nitrégeno, una disolucién de
Dess-Martin Periodinane (DMP) en un disolvente tal como el DMSO. La mezcla de reaccién se puede dejar bajo
agitacion, por ejemplo durante 2 horas a la escala del laboratorio (<500 ml), a temperatura ambiente. El medio se
concentra después, se precipita el producto, se aisla y se seca.

A una disolucién de quitosano-POEPOP, que puede ser previamente solubilizado en una mezcla CH3COOH/EtOH
(3/2 (v/v)), se anade una disolucién acuosa que contiene el derivado monoaldehidico del POE. El pH de la mezcla se
ajusta entonces a 5,1. Se puede afiadir una disolucién acuosa de cianoborohidruro de sodio o de picolin-borano o de
borohidruro de sodio (agentes reductores). El pH del medio de reaccién se ajusta a 9 y después se purifica y se aisla
CHI-POEPOP-POE.

Segun otra variante de la invencién, el derivado CHI-POEPOP-POE se puede obtener mediante un procedimiento
que comprende las etapas sucesivas siguientes:

a' Preparacion de un derivado de quitosano, CHI-POE, a partir del quitosano nativo mediante injerto de cadena
poli(dxido de etileno), teniendo dicha cadena ventajosamente una masa molecular comprendida entre 1.000 y

5.000 g/mol; debiendo tener dicho derivado CHI-POE un grado de sustitucion superior a 0,1;

b" Reaccién del derivado CHI-POE obtenido en la etapa a) con el derivado POEPOP-acetal segun la invencién
previamente hidrolizado para conducir al derivado buscado.

El quitosano nativo puede en primer lugar ser modificado con un derivado aldehidico del POE, obtenido mediante
oxidacién con la ayuda del agente reactivo de Dess-Martin (Dess-Martin periodinane (DMP)) del alcohol
correspondiente comercial, que conduce a la formacién de una base de Schiff. Esta puede ser reducida en medio
acuoso homogéneo en presencia de un agente reductor (picolin-borano (PicBHs) o borocianohidruro de sodio
(NaCNBHg3) o borohidruro de sodio (NaBHa)) para conducir a un derivado CHI-POE, soluble en agua a pH neutro.
Este se purifica, por ejemplo mediante ultrafiltracion. La introduccion de cadenas POEPOP sobre el derivado
anterior, mediante el mismo procedimiento que el descrito anteriormente (injerto del POEPOP sobre el quitosano)
conduce al producto esperado.

Ademas de a través de oxidacion del POE-OH por el agente reactivo de Dess-Martin, los derivados aldehidicos del
POE pueden ser preparados mediante otros métodos bien conocidos del experto en la materia, tales como por
ejemplo una oxidacion en presencia de acido acético y de DMSO (N. Bhattarai, H. R. Ramay, J. Gunn, F. A. Matsen,
M. Zhang, J. Controlled Release 103 (2005), 609-624) y J. M. Harris, E. C. Struck, M. G. Case, M. S. Paley, J. M.
Vanalstine, D. E. Brooks, J. Polym. Part A.: Polym Chem. 22 (1984), 341-352).

La primera variante que consiste en injertar el POE directamente en el derivado CHI-POEPOP presenta la ventaja de
ser mas simple de realizar para la purificacion del producto final.

La invencién tiene como cuarto objeto un derivado de quitosano CHI-POEPOP-POE susceptible de ser obtenido
mediante el procedimiento segun la invencion.
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La invencién se refiere asimismo a una composicion acuosa que comprende por [o menos un derivado de quitosano
CHI-POEPOP-POE segln la invencién y una fase acuosa. El derivado de quitosano CHI-POEPOP-POE esta
presente ventajosamente en una cantidad comprendida entre 2 y 30 g/I. El pH de dicha composiciéon acuosa varia
ventajosamente de 4 al pH fisiolégico, preferentemente el pH es proximo al pH fisiolégico (pH fisiolégico + 1),
presentando el derivado quitosano CHI-POEPOP-POE la ventaja de ser soluble en agua al pH fisiolégico. La
composicidén acuosa segun la invencion puede comprender por otra parte un medio cosmética o farmacéuticamente
aceptable.

La invencion tiene por objeto asimismo la utilizacién de la composicién acuosa segun la invencién para la fabricacion
de geles mediante calentamiento.

Los derivados CHI-POEPOP-POE presentan, tal como para los derivados CHI-POEPOP unas propiedades
termogelificantes interesantes, a saber cuando son puestos en disolucion, una transicion sol-gel reversible y
controlable. Las disoluciones acuosas resultantes conducen a unos liquidos muy viscosos o a unos geles
transparentes por calentamiento, en particular a una temperatura que puede ser proxima a la del cuerpo humano.
Ademas, estos derivados presentan la ventaja de ser solubles en agua al pH fisiolégico lo cual facilita sus
aplicaciones biomédicas. Estos sistemas, biorresorbibles, pueden asi ser utilizados en unas formulaciones
cosmeéticas, farmacéuticas o biomédicas, que pueden ser transparentes, para modificar sus propiedades reoldgicas
en funcion de la temperatura. En particular, pueden ser utilizados para la fabricaciéon de hidrogeles inyectables.

Esta familia de derivados termogelificantes del quitosano solubles en medio acuoso cuyo pH varia de 4 a unos
valores de pH fisiolégico es susceptible de encontrar unas aplicaciones diversas en los campos cosmeético,
farmacéutico o biomédico.

Los ejemplos siguientes ilustran la invencion, pero no son limitativos. En estos ejemplos, la concentracion en
polimero se expresa en g/l o en monomol/l, que corresponde al nimero de moles de unidades de repeticion en 1 | de
disolucion.

Ejemplo 1: Sintesis de un derivado POEPOP-acetal

A una disolucion de POEPOP (7,01 g, 3,2 mmoles), en la DMF anhidra (300 ml) bajo nitr6geno, se afade el
anhidrido succinico (0,336 g, 3,36 mmoles) en disolucion en la DMF anhidra (20 ml). El medio de reaccion se deja
bajo agitacion a temperatura ambiente (y a presion atmosférica) durante 5 horas. Se afaden después
sucesivamente, el N-hidroxibenzotriazol (HOBt) (0,432 g, 3,2 mmoles), solubilizado en la DMF anhidra (10 ml), la
1-etil-3-[3-(dimetilamino)propil]-carbodiimida (EDC) (0,675 g, 3,52 mmoles) y la diisopropiletilamina (DIEA) (0,600 ml,
3,52 mmoles) solubilizadas juntas en la DMF anhidra (10 ml) y por dltimo la 2,2-dimetoxietilamina (0,47 g,
4,48 mmoles). El medio de reaccion se deja bajo fuerte agitacion durante una noche a temperatura ambiente y a
presiéon atmosférica. Después de la evaporacion de la DMF, el producto se recoge con diclorometano. La fase
organica se lava sucesivamente con agua acidulada (pH 4), y después con agua. La fase organica se seca sobre
sulfato de sodio, y después se evapora para dar el derivado acetal esperado con un rendimiento de 86%.

Ejemplo 2: Sintesis de un derivado CHI-POEPOP con un DS de 0,1

(Adicién de 0,11 equivalente molar de POEPOP con respecto al quitosano). La primera etapa consiste en
desproteger la funcién aldehido del POEPOP-acetal. Este (1,8 g, 0,66 mmoles) se solubiliza en una mezcla TFA/HO
(23 ml) en las proporciones (4/1) (v/v). El medio de reaccion se deja bajo fuerte agitacion durante una noche a
temperatura ambiente y a presion atmosférica. La mezcla TFA/H2O se evapora mediante un rotavapor. El aldehido
asi obtenido (0,66 mmoles) se solubiliza en una mezcla EtOH/H20 (1/1 (v/v), 15 ml) y el pH de la disolucion se ajusta
a pH 5,1. Esta se afade entonces al quitosano (1 g, 6 mmoles), previamente solubilizado en una mezcla CH;COOH
0,2 M/EtOH (3:2 (v/v), 320 ml). El pH de la mezcla se ajusta entonces a 5,1 con una disolucion de hidréxido de sodio
(0,5 M). Se anade una disolucion acuosa (2 ml) de cianoborohidruro de sodio (0,532 g, 7,2 mmoles). Después de
24 h de agitacion a temperatura ambiente y a presion atmosférica, el pH del medio de reaccién se ajusta a 9, lo cual
conduce a la precipitacién del producto esperado. Este Ultimo se lava entonces sucesivamente con unas mezclas
EtOH/H20 (3/2, 7/3, 4/1, 9/1 (v/v)) y después con etanol. El producto se filtra sobre sinterizado 4 y se seca al aire
libre. Se obtienen 1,6 g de derivado CHI-POEPOP (rendimiento 63%). El grado de sustitucion (determinado
mediante RMN 'H a 25°C) del derivado es de 0,1.

Ejemplo 3: Sintesis de un derivado CHI-POEPOP-POE

Sintesis efectuada con un POE de masa molar de 2.000 g/mol, un CHI-POEPOP de DS 0,1 y se tiene como objetivo
un DS en POE de ~0,25.

A una disolucion de monoéter metilico de poli(éxido de etileno) (2 g, 1 mmol) en una disolucién de CH2Clo/DMSO

anhidro (97/3, (v/v), 100 ml), bajo nitrégeno, se afiade lentamente una disolucion de Dess-Martin Periodinane (DMP)
(0,424 g, 1 mmol) en el DMSO (4 ml). La mezcla de reaccién se deja bajo agitacién durante 2h a temperatura
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ambiente. El medio se concentra con el evaporador rotativo hasta la obtencion de un aceite blanquecino. El aceite
residual se precipita en el éter etilico (600 ml).

El producto en bruto se aisla mediante filtracién sobre sinterizado 4. El derivado monoaldehidico del POE obtenido
después de la filtracién se seca bajo presién reducida a 25°C durante 2h.

A una disolucién de quitosano-POEPOP de DS 0,1 (0,3 g, 0,75 mmoles) previamente solubilizada en una mezcla
CH3COOH 0,2 M/ EtOH (3/2 (v/v), 80 ml), se afade una disolucion acuosa de POE oxidado (0,52 g, 0,26 mmoles).
El pH de la mezcla se ajusta entonces a 5,1 con una disoluciéon de hidroxido de sodio (0,5 M). Se afiade una
disolucién acuosa (2 ml) de cianoborohidruro de sodio (0,028 g, 0,375 mmoles). Después de 24h de agitacién a
temperatura ambiente y a presién atmosférica, el pH del medio de reaccién se ajusta a 9. El producto, que no
precipita, se purifica a continuacion mediante ultrafiltracién utilizando H>O como disolvente de lavado (y una
membrana Millipore YM 10 minimo preferentemente 30 6 100). Después de la liofilizacion, se obtiene el derivado
CHI-POEPOP-POE (rendimiento 66%).

Ejemplo 4: Comportamiento reolégico de los derivados CHI-POEPOP en medio acuoso

Se ha verificado que las disoluciones acuosas que comprenden los derivados CHI-POEPOP, a una concentracion de
10 g/l (0,024 monomol/l) en AcOH 0,3M/AcONa 0,05 M, presentan una transicion sol-gel que es reversible.

Los resultados se indican en la figura 1 que representa la evolucion de la viscosidad (Pa/s) de la disolucion acuosa
en funcion de la temperatura (°C). Leyenda:

Ida 1: punteado (.....)
Vuelta 1: linea continua (
Ida 2: linea discontinua (- - - - - )

Se observa por lo tanto que la transicion sol-gel es reversible y reproducible.
Ejemplo 5: Comportamiento reolégico de los derivados CHI-POEPOP-POE en medio acuoso

La figura 2 demuestra la transicion sol-gel reversible del derivado CHI-POEPOP-POE (DS, = 0,26, DSy = 0,17)
soluble en medio acuoso a pH neutro. Las curvas indican la variaciéon de los mddulos de conservacion (elastico) G'y
de pérdida (viscoso) G" (Pa) en funcién de la temperatura (°C) para el copolimero termoasociativo a base de
quitosano CHI-POEPOP-POE, en las condiciones de realizacién siguientes: frecuencia fijada a 1 Hz; velocidad de
calentamiento: 1°C/min; disolvente: NaCl 0,1 M; Cp = 40 g/l (0,035 monomol/l) durante un primer calentamiento y un
segundo calentamiento.

Leyenda de la figura 2:

G, ida 1: punteados (.....)

G", ida 1: una linea, un punto) (-.-.-.-.-. )
G', ida 2: linea continua ( )
G", ida 2: linea discontinua (- - - - - )

Se observa por lo tanto que la transicion sol-gel es reproducible.

Ejemplo 6: Comportamiento reolégico de los derivados CHI-POEPOP y CHI-POEPOP-POE en medio acuoso,
en funcion de la temperatura

Demostracion del caracter termogelificante

Unas mediciones reoldgicas en flujo y en régimen dinamico han permitido demostrar claramente el comportamiento
termoasociativo de los derivados CHI-POEPOP y CHI-POEPOP-POE.

La figura 3 muestra la evolucién de la viscosidad en funcion de la temperatura medida a partir de disolucion de
derivados CHI-POEPOP de DS; variable, en las condiciones de realizacion siguientes: velocidad de cizallado: 1 s'1;
velocidad de calentamiento: 1°C/min.; disolvente: acido acético (AcOH) 0,3 M/acetato de sodio (AcONa) 0,05 M;
concentracién en polimero = Cp = 0,024 monomol/l. Las curvas indican la evoluciéon de la viscosidad (Pa.s) en
funcion de la temperatura (°C).

Leyenda de la figura 3:
CHI-POEPOP DS+ = 0,17: linea continua (------ )

CHI-POEPOP DS = 0,1: linea discontinua (——)
CHI-POEPOP DS = 0,04: linea punteada (......)
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CHI: linea continua en negrita ( )
Se constata un aumento importante de la viscosidad en un factor comprendido entre 100 y 1.000 en funcion del DS;.
La temperatura de transicion esta estrechamente relacionada con el DSs.

El efecto de la concentraciéon en polimero sobre la viscosificacion de la disolucién en funcién de la temperatura se
ilustra en la figura 4. La figura 4 representa la curva de la viscosidad (Pa.s) en funcion de la temperatura (°C) para la
muestra CHI-POEPOP de DS; = 0,1, en las condiciones de realizacion siguientes: velocidad de cizallado: 1 s";
velocidad de calentamiento: 12C/min.; disolvente: AcOH 0,3 M/AcONa 0,05 M.

Leyenda de la figura 4:
CHI-POEPOP, DS

CHI-POEPOP, DS;
CHI-POEPOP, DS;

0,1, 15 g/I, 0,036 monomol/l: linea continua (——)
0,1, 10 g/l, 0,024 monomol/l: linea discontinua (- - - -)
0,1, 5 g/l, 0,012 monomol/l: linea punteada (....... )

Sea cual sea la concentracion, la ganancia en viscosidad alcanza un factor préximo a 1.000.
La temperatura de transicidon no cambia sustancialmente.

La figura 5 compara la evolucion de los médulos de conservacion (elastico) G' y de pérdida (viscoso) G" en funcion
de la temperatura para los diferentes CHI-POEPOP. La interseccién entre el médulo de conservacion G' y el médulo
de pérdida G" se sitla en la temperatura critica Tc. Esta temperatura delimita dos dominios: en la zona de baja
temperatura (T<Tc) el caracter viscoso es predominante, en la zona de alta temperatura (T>Tc) el caracter elastico
es predominante. Las curvas indican la variaciéon de los médulos G'y G" (Pa) en funcién de la temperatura (°C) para
diferentes copolimeros termoasociativos CHI-POEPOP en las condiciones de realizacion siguientes: frecuencia
fijada a 1 Hz; velocidad de calentamiento: 1°C/min.; disolvente AcOH 0,3 M/AcONa 0,1 M; Cp = 0,024 monomol/l.

Leyenda de la figura 5:

G', CHI-POEPOP DS; = 0,17: linea continua ( )

G", CHI-POEPOP DSy = 0,17: linea discontinua (- - - -)
G', CHI-POEPOP DS; = 0,04: linea continua en negrita (
G", CHI-POEPOP DS+ = 0,04: una linea, dos puntos (-..-..-..-)

)

Se observa un aumento importante de los médulos G'y G" en funcién de la temperatura para los derivados de DS
mas elevado (DSi = 0,17 y 0,1). A baja temperatura, los compuestos en disolucién a pH 4 presentan un
comportamiento de tipo disolucidn viscosa (G'<G") pero por encima de 25°C, adoptan un comportamiento de tipo gel
(G'>G"). El fenbmeno de termoasociacién esta por lo tanto bien demostrado para estos derivados.

Ejemplo 7: Comparacion de los comportamientos reologicos de los derivados CHI-POEPOP y de los
derivados CHI-POEPOP-POE en medio acuoso

Se han estudiado los comportamientos reolégicos de los derivados CHI-POEPOP y CHI-POEPOP-POE en medio
acuoso. Las condiciones de realizacion son las siguientes:

- CHI-POEPOP de DS+ 0,17 en CHsCOOH 0,3M/CH3COONa 0,1M (14,9g/l 0 0,024 monomol/l) y

- CHI-POEPOP-POE (DSpoepor (DS1)= 0,18 y DSpoe (DS2)= 0,28) en un tampén de fosfato (pH=7,4, [NaCl]=
0,134M) (28,8g/l 0 0,025 monomol/l);

- lafrecuencia se fijaa 1 Hz;
- la velocidad de calentamiento es de 1°C/min.

Los resultados se indican en la figura 6 que representa la variacién de los modulos G' y G" (Pa) de la disolucion
acuosa en funcion de la temperatura (°C). Leyenda:

G', CHI-POEPOP DSy = 0,17: linea punteada (.....)

G", CHI-POEPOP DS+ = 0,17: una linea, un punto (-.-.-.-)

G', CHI-POEPOP-POE DS; = 0,18: linea continua (——)

G", CHI-POEPOP-POE DS; = 0,18: linea discontinua (- - - - - )

Segun la figura 6, se puede observar que los médulos G' y G" son mas elevados a temperaturas bajas, en el caso
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del derivado CHI-POEPOP-POE. El efecto espesante inducido por la presencia de grupos POE se observa asimismo
cuando se compara la viscosidad de las disoluciones de CHI-POE y de quitosano nativo en las mismas condiciones
de disolvente. Esta diferencia se acentia cuando el derivado CHI-POE se solubiliza, tal como en el presente caso
para el derivado CHI-POEPOP-POE, en el tampén fosfato a pH 7,4 (con [NaCl]=0,134M), en el que las repulsiones
electroestaticas han disminuido en gran medida, favoreciendo asi las asociaciones intercadenas. Por otra parte, se
puede observar que la presencia de cadenas POE injertadas provoca la aparicion del punto de cruce de las curvas
G'y G" a una temperatura mas baja, pero no tiene ningun efecto significativo sobre el valor de los médulos a las
temperaturas elevadas. Estos resultados parecen indicar por lo tanto que durante el aumento de temperatura, los
injertos POEPOP se agregan entre si y la presencia de cadenas POE refuerza el fendmeno de asociacion.

La figura 7 muestra la evolucion de la viscosidad en funcion del gradiente de cizallado para una disolucion de CHI-
POE a 17,7 g/l (0,025 monomol/l) en diferentes disolventes y el quitosano inicial.

Leyenda de la figura 7: viscosidad (Pa.s) en funcién de la temperatura (°C)

CHI-POE PBS - tampo6n de fosfato (pH=7,4, [NaCl]=0,134 M): linea continua (——)

CHI-POE &cido - AcOH 0,3M/AcONa 0,05 M: linea punteada (....... )

CHI nativo acido - AcOH 0,3M/AcONa 0,05 M: linea continua en negrita (——)

Se constatan unos valores de viscosidades mas elevadas para el derivado CHI-POE. Para este derivado, la

utilizacién de un tampén fosfato a pH 7,4 (con [NaCl]=0,134M), en el que las repulsiones electroestaticas han
disminuido en gran medida, favorece las asociaciones intercadenas.

10
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de preparacion de un derivado POEPOP-acetal termosensible que comprende las etapas
sucesivas siguientes:

a. Reaccién de una o varias polieteraminas estadisticas (POEPOP) de férmula genérica (l)

CH,
H3C\O*\/O\)F(\/J\O }YNHZ
m
CHy

en la que p representa un nimero entero comprendido entre 1 y 40, ventajosamente entre 3 y 29, y m representa
un numero entero comprendido entre 1 y 40, ventajosamente entre 1 y 31,

con el anhidrido succinico para conducir al acido correspondiente;

b. Acoplamiento del &cido obtenido tras la etapa a) con la 2,2-dimetoxietilamina para conducir al derivado
POEPOP-acetal buscado.

2. Procedimiento de preparacién segun la reivindicacién 1, caracterizado porque el disolvente de la reaccion utilizado
en la etapa a) es la DMF anhidra.

3. Procedimiento de preparacion segun la reivindicacion 1 6 2, caracterizado porque tras la etapa a) y previamente a
la etapa b), el medio de reaccion se deja bajo agitacion.

4. Procedimiento de preparacion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el
disolvente de la reaccién utilizado en la etapa b) es la DMF.

5. Procedimiento de preparacion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque la
reaccion de acoplamiento, etapa b), comprende asimismo la adicion de 1-etil-3[3-(dimetilamino)propil]-carbodiimida y
de diisopropiletilamina.

6. Procedimiento de preparacién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque las
etapas a) y b) se llevan a cabo "en un solo bote".

7. Derivado POEPOP-acetal obtenido mediante el procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones
anteriores.

8. Procedimiento de sintesis de quitosano injertado que comprende (i) una etapa de hidrélisis del derivado POEPOP-
acetal segun la reivindicacién 7 en derivado POEPOP-CHO seguida (ii) de una etapa de injerto de dicho derivado
POEPOP-CHO sobre el quitosano o uno de sus derivados mediante una reaccion de tipo aminacion reductora.

9. Procedimiento segun la reivindicacion 8, caracterizado porque dicho quitosano o uno de sus derivados responde a
la férmula (11) siguiente:

OH
NH
HO (8] HO e OH
NHR n
CH (l])

en la que n esta comprendido entre 60 y 6.000 y R representa
- un atomo de hidrégeno H, o

- un radical acetilo COCHs, estando el grado de acetilacién ventajosamente comprendido entre 0 y 0,5, mas
ventajosamente entre 0 y 0,2.

10. Procedimiento segln cualquiera de las reivindicaciones 8 a 9, caracterizado porque comprende una etapa

suplementaria (iii) de funcionalizacién del derivado quitosano CHI-POEPOP obtenido tras la etapa (ii) por un
polimero.
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11. Procedimiento segun la reivindicacion 10, caracterizado porque el derivado quitosano CHI-POEPOP esta
funcionalizado por un poli(6xido de etileno) que tiene ventajosamente una masa molecular comprendida entre 1.000
y 5.000 g/mol, siendo el grado de sustitucion DS, superior a 0,1.

12. Derivado de quitosano CHI-POEPOP-POE susceptible de ser obtenido mediante el procedimiento segun las
reivindicaciones 10 u 11.

13. Composicion acuosa que comprende por lo menos un derivado de quitosano CHI-POEPOP-POE segun la
reivindicacion 12 y una fase acuosa.

14. Composicién acuosa segun la reivindicacién 13, caracterizada porque el derivado de quitosano CHI-POEPOP-
POE esta presente en una cantidad comprendida entre 2 y 30 g/l.

15. Composiciéon acuosa segun cualquiera de las reivindicaciones 13 y 14, caracterizada porque el pH de dicha
composicién acuosa esta comprendido entre 4 y el pH fisioldgico.

16. Composicion acuosa segun cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15, que comprende por otra parte un medio
cosmética o farmacéuticamente aceptable.

17. Utilizacion de la composiciéon segun cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16 para la fabricacién de geles
mediante calentamiento.

12
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