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DESCRIPCION

Polisacaridos que contienen los grupos funcionales carboxilos sustituidos por un derivado de
alcohol hidréfobo

La presente invencién se refiere a nuevos polimeros biocompatibles a base de
polisacaridos que contienen unos grupos funcionales carboxilos pudiendo ser utiles, en
particular para la administracion de principio(s) activo(s) (PA) a los seres humanos o a los
animales con un fin terapéutico y/o profilactico.

Los alcoholes hidrofobos presentan un interés en la formulacién de principios activos
farmacéuticos, en particular en razén de su biocompatibilidad y de su caracter hidrofobo
permitiendo modular la hidrofobicidad de los polimeros sobre los cuales ellos pueden estar
injertados.

Su biocompatibilidad es excelente dentro de la medida en la que ellos desempefian un
papel dentro de numerosos procesos bioquimicos y estan presentes bajo forma esterificada
dentro de la mayoria de los tejidos.

Sin embargo, es conocido por el experto en la materia que es dificil injertar un alcohol
sobre un polisacarido que contiene los grupos funcionales carboxilos ya que es dificil ser
selectivo entre las funciones hidroxilos del polisacarido y la funcion hidroxilo del alcohol
hidréfobo. En el momento del injerto, los alcoholes del polimero pueden entrar en competicion
con el alcohol del injerto si no se desea recurrir a las técnicas de proteccién desproteccion de
los alcoholes del polimero y esta reaccion secundaria conduce a la reticulacion de las cadenas
de polimero. Por lo tanto, los alcoholes hidrofobos de interés tales como el colesterol no se han
podido injertar hasta la fecha sobre los polisacaridos que contienen unos grupos funcionales
carboxilos.

Dellacherie et al. han puesto a punto los estéres de polisacaridos, ya sean los alginatos,
los hialuronatos (Pelletier, S. et al., Carbohydr. Polym. 2000, 43, 343-349.) o los
galacturonanos (Dellacherie, Edith et al., Langmuir 2001, 17, 1384-1391.) mediante un método
de sintesis que emplea los alfa halogenuros de alquilo, bromododecano y bromooctadecano.
La sintesis de los ésteres consiste en sustituir los halogenuros por los carboxilatos de
tetrabutilamonio. Este método permite acceder a los ésteres de los alcoholes hidréfobos pero él
esta limitado a los derivados halogenados alquilicos que pueden experimentar una sustitucion
nucledfila. Por lo tanto él no se puede poner en practica para injertar los alcoholes hidréfobos
tales como el colesterol. Ademas, estos derivados halogenados presentan riesgos de toxicidad
y por lo tanto no se pueden poner en practica de forma segura para el desarrollo de un
producto farmacéutico.

Otros investigadores han evitado esta dificultad injertando los acidos hidréfobos en el
lugar de los alcoholes hidrofobos. Nichifor et al., por ejemplo, han empleado el acido colico, un
derivado esteroideo, para injertarlo directamente sobre los alcoholes del dextrano (Nichifor,
Marieta et al., Eur. Polym. J. 1999, 35, 2125-2129.). Este método evita el problema del
colesterol empleando un derivado que presenta un acido carboxilico capaz de reaccionar con
los alcoholes del polisacarido. Sin embargo, el acido colico no esta aprobado por la FDA para
las inyecciones al contrario que el colesterol y esta estrategia no se ha podido poner en
practica con los polisacaridos que contienen los grupos funcionales carboxilos.

Otros investigadores han empleado los polisacaridos no anidnicos con el fin de poder
injertar los alcoholes hidréfobos. Akiyoshi et al., por ejemplo, han convertido el colesterol,
nucledfilo, en un derivado electréfilo (Biomacromolecules 2007, 8, 2366-2373). Este derivado
electroéfilo del colesterol se ha podido injertar sobre las funciones alcoholes del pululano o del
manano, polisacaridos neutros. Esta estrategia no se pudo poner en practica del mismo modo
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con los polisacaridos que contienen los grupos funcionales carboxilos.

Una revision reciente de los polimeros funcionales a base de dextrano (Heinze, Thomas
et al., Adv Polym Sci 2006, 205, 199-291.) inform6 de modificaciones por los acidos hidrofobos
entre otros pero no informé de dextranos funcionalizados por los alcoholes hidrofobos. El
documento de patente WO 2008/038111 A1 describe los dextranos funcionalizados por los
aminoacidos hidrofobos destinados a ser utilizados en las composiciones farmacéuticas para la
administracion de principios activos.

La presente invencién se refiere a nuevos derivados de polisacaridos anfifilicos que
contienen los grupos funcionales carboxilos en parte sustituidos por al menos un derivado de
alcohol hidréfobo. Estos nuevos derivados de polisacaridos que contienen los grupos
funcionales carboxilos poseen una buena biocompatibilidad y su hidrofobicidad es faciimente
modulable sin alterar la biocompatibilidad.

Ella se refiere igualmente a un método de sintesis que permite resolver los problemas
de sintesis citados anteriormente. Este método ha permitido obtener los polisacaridos que
contienen los grupos funcionales carboxilos en parte sustituidos por los alcoholes hidréfobos
incluyendo por ejemplo el colesterol.

La invencion se refiere por lo tanto a los polisacaridos que contienen los grupos
funcionales carboxilos en los que uno al menos esta sustituido por un derivado de alcohol
hidréfobo, denominado Ah:

. estando dicho alcohol hidréfobo (Ah) injertado o unido al polisacarido anidnico por un
brazo de acoplamiento R, estando unido dicho brazo de acoplamiento al polisacarido
anioénico por una funcion F resultando dicha funcién F del acoplamiento entre la funcion
amina del brazo de unién R y una funcion carboxilo del polisacarido aniénico, y estando
dicho brazo de acoplamiento unido al alcohol hidréfobo por una funcion G resultante del
acoplamiento entre una funcién carboxilo, isocianato, tioacido o alcohol del brazo de
acoplamiento y una funcién del alcohol hidréfobo, estando las funciones carboxilos del
polisacarido anidnico no sustituidas bajo forma de carboxilato de catidn,
preferentemente alcalino como Na* o K".

- F siendo una funcion amida,
- G siendo ya sea una funcion éster, tioéster, carbonato, carbamato,

- R siendo una cadena que contiene entre 1 y 18 carbonos, eventualmente ramificada
y/o insaturada, conteniendo eventualmente uno o varios heteroatomos, tales como O, N
oly S, y teniendo al menos una funcion acida,

. Siendo Ah un resto de un alcohol hidrofobo, producto del acoplamiento entre la funcion
hidroxilo del alcohol hidréfobo y al menos una funcion electréfila portada por el
agrupamiento R,

. conteniendo dicho polisacarido los grupos funcionales carboxilos estando el anfifilo en
un pH neutro.

En un modo de realizacion, G es una funcion éster.

Segun la invencion, el polisacarido que contiene los grupos funcionales carboxilos en
parte sustituidos por los alcoholes hidréfobos es escogido entre los polisacaridos que contienen
los grupos funcionales carboxilos de formula general I:
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Polisacarido + carboxilo

.—.-]'.—

]
R
!
G
|

Ah

.

n
Formulal

- en la cual; n representa la fraccién molar de las funciones carboxilos del polisacarido
sustituidas por F-R-G-Ah y esta comprendida entre 0,01 y 0,7,

- respondiendo F, R, G y Ah a las definiciones dadas anteriormente, y cuando la funcién
carboxilo del polisacarido no esta sustituida por F-R-G-Ah, entonces el o los grupos
funcionales carboxilos del polisacarido son los carboxilatos de cation, preferentemente
alcalinos como Na* o K.

En un modo de realizacion, los polisacaridos que contienen los grupos funcionales
carboxilos son los polisacaridos naturalmente portadores de grupos funcionales carboxilos y
son escogidos entre el grupo constituido por el alginato, el hialuronano, el galacturonano.

En un modo de realizacion, los polisacaridos que contienen los grupos funcionales
carboxilos son los polisacaridos sintéticos obtenidos a partir de polisacaridos que contienen
naturalmente los grupos funcionales carboxilos o a partir de polisacaridos neutros, sobre los
cuales al menos 15 grupos funcionales carboxilos para 100 unidades sacaridicas han sido
injertados, de férmula general .

Polisacarido

!
!

II

- siendo escogidos los polisacaridos naturales entre el grupo de los polisacaridos constituidos
mayoritariamente por mondémeros glicosidicos unidos por las uniones glicosidicas de tipo
(1,6) y/o (1,4) y/o (1,3) ylo (1,2),

- siendo L un enlace resultante del acoplamiento entre el brazo de uniéon Q y una funcién -OH
del polisacarido y siendo ya sea una funcion éster, tionoéster, carbonato, carbamato o bien
éter,

- irepresenta la fraccién molar de los sustituyentes L-Q por unidad sacaridica del polisacarido

- siendo Q una cadena que comprende entre 1 y 18 carbonos, eventualmente ramificada y/o
insaturada que contiene uno o varios heteroatomos, tales como O, N ofy S, y
comprendiendo al menos un grupo funcional carboxilo,-CO,H.
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En un modo de realizacién, n esta comprendido entre 0,05y 0,5.

En un modo de realizacién el polisacarido esta constituido mayormente por monémeros
glicosidicos unidos por las uniones glicosidicas de tipo (1,6).

En un modo de realizacion, el polisacarido constituido principalmente por mondémeros
glicosidicos unidos por las uniones glicosidicas de tipo (1,6) es el dextrano.

En un modo de realizacion el polisacarido esta constituido mayormente por monémeros
glicosidicos unidos por las uniones glicosidicas de tipo (1,4).

En un modo de realizacion, el polisacarido constituido mayoritariamente por monémeros
glicosidicos unidos por las uniones glicosidicas de tipo (1,4) es escogido entre el grupo
constituido por el pululano, el alginato, el hialuronano, el xilano, el galacturonano o una celulosa
soluble en el agua.

En un modo de realizacion, el polisacarido es un pululano.

En un modo de realizacion, el polisacarido es un alginato.

En un modo de realizacion, el polisacarido es un hialuronano.

En un modo de realizacion, el polisacarido es un xilano.

En un modo de realizacioén, el polisacarido es un galacturonano.

En un modo de realizacién, el polisacarido es una celulosa soluble en el agua.

En un modo de realizacion el polisacarido esta constituido mayoritariamente por
monomeros glicosidicos unidos por las uniones glicosidicas de tipo (1,3).

En un modo de realizacion, el polisacarido constituido mayoritariamente por monémeros
glicosidicos unidos por las uniones glicosidicas de tipo (1,3) es un curdlano.

En un modo de realizacién el polisacarido esta constituido mayoritariamente por
monomeros glicosidicos unidos por las uniones glicosidicas de tipo (1,2).

En un modo de realizacion, el polisacarido constituido mayoritariamente por monémeros
glicosidicos unidos por las uniones glicosidicas de tipo (1,2) es una inulina.

En un modo de realizacién el polisacarido esta constituido mayoritariamente por
monomeros glicosidicos unidos por las uniones glicosidicas de tipo (1,4) y (1,3)

En un modo de realizacion, el polisacarido constituido mayoritariamente por monémeros
glicosidicos unidos por las uniones glicosidicas de tipo (1,4) y (1,3) es un glucano.

En un modo de realizacién el polisacarido esta constituido mayoritariamente por
monomeros glicosidicos unidos por las uniones glicosidicas de tipo (1,4), y (1,3) y (1,2).

En un modo de realizacién el polisacarido constituido mayoritariamente por monémeros
glicosidicos unidos por las uniones glicosidicas de tipo (1,4), y (1,3) y (1,2) es el manano.

En un modo de realizacién, el polisacarido segun la invencion se caracteriza porque el
grupo Q es escogido entre los grupos siguientes:
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O o

OH OH OH
OH

En un modo de realizacién, i esta comprendido entre 0,1 y 2.
En un modo de realizacion, i esta comprendido entre 0,2 y 1,5.

En un modo de realizacién, el agrupamiento R segun la invencion se caracteriza porque
€l es escogido entre los aminoacidos.

En un modo de realizacién, los aminoacidos son escogidos entre los alfa aminoacidos.

En un modo de realizacion, los alfa aminoacidos son escogidos entre los alfa
aminoacidos naturales.

En un modo de realizacién, los alfa aminoacidos naturales son escogidos entre la
leucina, la alanina, la isoleucina, la glicina, la fenilalanina, el triptéfano, la valina.

En un modo de realizacién, el alcohol hidrofobo es escogido entre los alcoholes grasos.

En un modo de realizacién, el alcohol hidréfobo es escogido entre los alcoholes
constituidos por una cadena de alquilo insaturada o saturada, ramificada o no ramificada, que
contiene de 4 a 18 carbonos.

En un modo de realizacién, el alcohol hidréfobo es escogido entre los alcoholes
constituidos por una cadena de alquilo insaturada o saturada, ramificada o no ramificada, que
contienen de 6 a 18 carbonos.

En un modo de realizacién, el alcohol hidréfobo es escogido entre los alcoholes
constituidos por una cadena de alquilo insaturada o saturada, ramificada o no ramificada, que
contienen de 8 a 16 carbonos.

En un modo de realizacion, el alcohol hidrofobo es el octanol.
En un modo de realizacion, el alcohol hidréfobo es el 2-etilbutanol.

En un modo de realizacion, el alcohol graso es escogido entre el miristilo, el cetilo, el
estearilo, el cetearilo, el butilo, el oleilo, la lanolina.

En un modo de realizacion, el alcohol hidréfobo es escogido entre los derivados del
colesterol.

En un modo de realizacion, el derivado del colesterol es el colesterol.

En un modo de realizacion, el alcohol hidréfobo es escogido entre los derivados del
mentol.

En un modo de realizacion, el alcohol hidréfobo es el mentol bajo su forma racémica.
En un modo de realizacion, el alcohol hidrofobo es el isémero D del mentol.
En un modo de realizacion, el alcohol hidrofobo es el isémero L del mentol.

En un modo de realizacién, el alcohol hidréfobo es escogido entre los tocoferoles.
6
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En un modo de realizacion, el tocoferol es el alfa tocoferol.

En un modo de realizacion, el alfa tocoferol es el racémico del alfa tocoferol.
En un modo de realizacion, el tocoferol es el iséomero D del alfa tocoferol.
En un modo de realizacion, el tocoferol es el isomero L del alfa tocoferol.

En un modo de realizacién, el alcohol hidréfobo es escogido entre los alcoholes
portadores de grupo arilo.

En un modo de realizacion, el alcohol portador de grupo arilo es escogido entre el
alcohol bencilico, el alcohol fenetilico.

El polisacarido puede tener un grado de polimerizacion m comprendido entre 10 y
10000.

En un modo de realizacion, €l tiene un grado de polimerizacién m comprendido entre 10
y 1000.

En otro modo de realizacion, él tiene un grado de polimerizacion m comprendido entre
10y 500.

La invencion se refiere igualmente a la sintesis de los polisacaridos que contienen los
grupos funcionales carboxilos en parte sustituidos segun la invencion.

Dicha sintesis comprende una etapa de obtencién de un compuesto intermedio
aminado Ah-G-R-NH, o de una sal de amonio Ah-G-R-NH;" cuyo contraion es un anion
escogido entre todos halogenuros, los sulfatos, los sulfonatos, los carboxilatos, y una etapa de
injerto de este compuesto intermedio aminado sobre una funcién carboxilo de un polisacarido,
R, G y Ah respondiendo a las definiciones dadas anteriormente.

En un modo de realizaciéon una etapa de funcionalizacion del polisacarido por al menos
15 grupos funcionales carboxilos para 100 unidades de sacaridicos se efectia por injerto de
compuestos de formula Q-L', L' siendo una funcién anhidrido, halogenuro, acido carboxilico,
tioacido o isocianato sobre al menos 15 funciones alcohol para 100 unidades sacaridicas del
polisacarido, Q y L respondiendo a las definiciones dadas anteriormente.

En un modo de realizacion, el compuesto intermedio aminado de férmula Ah-G-R-NH, o
Ah-G-R-NH;" se obtiene por reaccién de un compuesto de férmula G'-R-NH,, siendo G' una
funcion acido carboxilico, isocianato, tioacido, o alcohol con la funcidon alcohol del alcohol
hidrofobo, respondiendo R, G y Ah a las definiciones dadas anteriormente.

Si fuera necesario en esta etapa de obtencion del compuesto intermedio aminado, se
utilizan las técnicas de proteccion, desproteccidn bien conocidas por el experto en la materia en
sintesis peptidica.

Preferentemente, la etapa de injerto del compuesto intermedio aminado sobre una
funcion acida del polisacarido se realiza en medio organico.

La invencién se refiere igualmente a la utilizacion de los polisacaridos funcionalizados
segun la invencién para la preparacion de composiciones farmacéuticas tales como las que se
han descrito anteriormente.

La invencion se refiere igualmente a una composicién farmacéutica que contiene el uno
de los polisacaridos segun la invencion tal como se ha descrito anteriormente y al menos un
principio activo.
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La invencion se refiere igualmente a una composicion farmacéutica segun la invencion
tal como se ha descrito anteriormente caracterizada porque el principio activo es escogido
entre el grupo constituido por las proteinas, las glicoproteinas, los péptidos y las moléculas
terapéuticas no peptidicas.

Se entiende por principio activo un producto bajo forma de entidad quimica unica o bajo
forma de una combinacién que posee una actividad fisiolégica. Dicho principio activo puede ser
exdgeno es decir que él es proporcionado por la composicién segun la invencion. El puede ser
igualmente enddégeno, por ejemplo los factores de crecimiento que se van a segregar en una
herida durante la primera fase de cicatrizacién y que podran ser retenidos sobre dicha herida
por la composicién segun la invencion.

Segun las patologias previstas ella esta destinada a un tratamiento local o sistémico.

En el caso de las liberaciones local y sistémica, los modos de administracién previstos
son por via intravenosa, subcutanea, intradérmica, transdérmica, intramuscular, oral, nasal,
vaginal, ocular, bucal y pulmonar.

Las composiciones farmacéuticas segun la invencion se presentan ya sea bajo forma
liquida, en solucién acuosa, ya sea bajo forma de polvo, de implante o bien de pelicula. Ellas
contienen ademas los excipientes farmacéuticos clasicos bien conocidos por el experto en la
materia.

En funcién de las patologias y de los modos de administraciéon las composiciones
farmacéuticas podran contener ventajosamente, ademas, los excipientes que permiten
formularlas bajo forma de gel, de esponja, de solucién inyectable, de solucién bebible y de lyoc.

La invencion se refiere igualmente a una composicion farmacéutica segun la invencion
tal como se ha descrito anteriormente, caracterizada porque ella es administrable bajo forma de
endoprotesis vascular (stent), de pelicula o de «revestimiento» de biomateriales implantables,
de implante.

Ejemplo 1 : Sintesis de dextranometilcarboxilato de sodio modificado por el leucinato de
colesterol

El leucinato de colesterol, sal del acido paratoluenosulfénico se obtiene segun el
procedimiento descrito en la patente (Keniji, M et al., patente de Estados Unidos US4826818).

8 g (ya sean 148 mmol de funciones hidroxilos) de dextrano de masa molar media en
peso de aproximadamente 40 kg/mol (Fluka) se solubilizan en el agua a 42 g/l. A esta solucion
se afnaden 15 ml de NaOH 10 N (148 mmol de NaOH). La mezcla se lleva a 35 °C después se
afiaden 23 g (198 mmol) de cloroacetato de sodio. La temperatura del medio de reaccién se
lleva de 60 °C a 0,5 °C/min después de mantenerlo a 60 °C durante 100 minutos. El medio de
reaccion se diluye con 200 ml de agua, se neutraliza con el acido acético y se purifica por
ultrafiltraciéon sobre membrana de PES de 5 kD frente a 6 volumenes de agua. La solucion final
se analiza por extracto seco para determinar la concentracion en polimero; después se analiza
por dosificacion acido/base en el agua/cetona a 50 / 50 (V/V) para determinar el grado de
sustitucion en metilcarboxilatos.

Segun el extracto seco : [polimero] = 31,5 mg/g

Segun la dosificacion acido/base : el grado de sustitucion de las funciones hidroxilos por
las funciones metilcarboxilatos es de 1,04 por motivo sacaridico.

La solucion de dextranometilcarboxilato de sodio se pasa sobre una resina de Purolite
(anidnica) para obtener el acido dextranometilcarboxilico que a continuacion se liofiliza durante
18 horas.
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8 g de acido dextranometilcarboxilico (37 mmol de funcién de acido metilcarboxilico) se
solubilizan en la DMF a 45 g/l después se enfria a 0 °C. Se ponen 0,73 g de leucinato de
colesterol, sal de acido paratoluenosulfénico (1 mmol) en suspension en la DMF a 100 g/l. A
continuacion se anaden 0,11 g de trietilamina (1 mmol) a esta suspensién. Una vez que la
solucion de polimero esta a 0 °C, se afiaden a continuacion 0,109 g (1 mmol) de NMM y 0,117
g (1 mmol) de EtOCOCI. Después de 10 min de reaccién, se afiade la suspension de leucinato
de colesterol. A continuacion el medio se mantiene a 4 °C durante 15 minutos. El medio se
calienta a continuacion a 30 °C. Una vez a 30 °C, el medio se vierte a continuacion en una
solucion de 3,76 g de NMM (37 mmol) a 5 g/l bajo agitacion viva. La solucion se ultrafiltra sobre
membrana de PES de 10 kD frente a 10 volumes de solucién de NaCl al 0,9 % con 5
volumenes de agua. La concentracién de la solucién de polimero se determina por extracto
seco. Una fraccion de solucion se liofiliza y analiza por RMN en D,O para determinar el indice
de funciones acidas convertidas en amida de leucinato de colesterol.

Segun el extracto seco : [polimero modificado] = 12,9 mg/g

Segln la RMN 'H : la fraccion molar de los acidos modificados por el leucinato de
colesterol por unidad de sacarido es de 0,03.

Ejemplo 2 : Sintesis de dextranosuccinato de sodio modificado por el leucinato de
colesterol

El leucinato de colesterol, sal del acido paratoluenosulfénico se obtiene segun el
procedimiento descrito en la patente (Kenji, M et al., patente de Estados Unidos US4826818).

El dextranosuccinato de sodio se obtiene a partir del dextrano 40 segun el método
descrito en el articulo de Sanchez-Chaves et al. (Sanchez-Chaves, Manuel et al., Polymer
1998, 39 (13), 2751-2757). El indice de funciones acidas por unidad glicosidica (i) es de 1,46
seguin la RMN "H en D,O/NaOD.

La solucion de dextranosuccinato de sodio se pasa sobre una resina de Purolite
(anidnica) para obtener el acido dextranosuccinico que a continuacion se liofiliza durante 18
horas.

7,1 g de acido dextranosuccinico (23 mmol) se solubilizan en la DMF a 44 g/l. La
solucion se enfria a 0 °C. Se ponen 0,77 g de leucinato de colesterol, sal de acido
paratoluenosulfénico (1 mmol) en suspensiéon en la DMF a 100 g/l. A continuacion se afiaden
0,12 g de trietilamina (TEA) (1 mmol) a esta suspensién. Una vez que la solucién de polimero
estd a 0 °C, se afaden a continuacién 0,116 g (1 mmol) de NMM y 0,124 g (1 mmol) de
EtOCOCI. Después de 10 min de reaccion, se afiade la suspension de leucinato de colesterol.
A continuacion el medio se mantiene a 4 °C durante 15 minutos. El medio se calienta a
continuacion a 30 °C. Una vez a 30 °C, el medio se vierte entonces en una solucion de 3,39 g
de NMM (33 mmol) a 5 g/l bajo agitacion viva. La solucion se ultrafiltra sobre membrana de
PES de 10 kD frente a 10 volumenes de solucion de NaCl al 0,9 % con 5 volumenes de agua.
La concentracion de la solucion de polimero se determina por extracto seco. Una fraccién de la
solucién se liofiliza y analiza por RMN 'H en D,0O para determinar el indice de funciones acidas
convertidas en amida de leucinato de colesterol.

Segun el extracto seco : [polimero modificado] = 17,5 mg/g

Segun la RMN 'H : la fraccién molar de los acidos modificados por el leucinato de
colesterol por unidad de sacarido es de 0,05.

Ejemplo 3 : Sintesis de pululanosuccinicocarboxilato de sodio modificado por el
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leucinato de colesterol

El leucinato de colesterol, sal del acido paratoluenosulfénico se obtiene segun el
procedimiento descrito en la patente (Keniji, M et al., patente de Estados Unidos US4826818).

10 g de pululano de masa molar media en peso de aproximadamente 100 kg/mol
(Fluka) se solubilizan en el DMSO a una concentracién de 400 mg/g a 60 °C. Esta solucion se
equilibra a 40 °C segun dos soluciones de DMF que contienen 9,27 g de anhidrido succinico
(371 g/l) y 9,37 g de NMM (375 g/l) se afiaden a la solucién de pululano. El tiempo de reaccion
es de 240 min a partir de la adicion de la solucién de NMM. La solucion obtenida de este modo
se diluye en 1 | de agua y se ultrafiltra sobre membrana de PES de 10 kD frente a una soluciéon
de cloruro sodico al 0,9 % después frente al agua bidestilada. La concentracién de
pululanosuccinicocarboxilato de sodio en la solucion final se determina por extracto seco y el
producto seco se analiza por RMN '"H en D,O/NaOD para determinar el indice de funciones
hidroxilos convertidas en éster succinico por unidad de sacarido.

Segun el extracto seco : [pululanosuccinicocarboxilato] = 15,8 mg/g

Segun la RMN 'H : la fraccién molar de los alcoholes portadores de un succinate de
sodio por unidad de sacarido es de 1,35.

La solucién de pululanosuccinicocarboxilato de sodio se acidifica sobre una resina de
Purolite (anionica) después se liofiliza a continuacion durante 18 horas.

5 g de acido pululanosuccinico se solubilizan en la DMF a 51 g/I. La solucién se enfria a
0 °C. A continuacion se afaden 0,08 g de NMM y 0,08 g de EtOCOCI. Después de 10 min de
reaccion, se afade una suspension que contiene 0,51 g de leucinato de colesterol, sal de acido
paratoluenosulfénico (APTS) y 0,08 g de TEA en 5,1 ml de DMF. El tiempo de injerto es de 20
min después de la introduccion del derivado de colesterol. El medio se calienta a continuacién
a 30 °C después se vierte en una solucion acuosa de NMM (2,09 g a 5 mg/ml). La solucion
obtenida se diluye afiadiendo 100 ml de agua después de diafiltracién sobre membrana de PES
de 10 kD frente a una solucion de cloruro sédico al 0,9 % después frente al agua bidestilada.
La concentracion de pululanosuccinicocarboxilato de sodio modificado por el leucinato de
colesterol en la solucion final se determina por extracto seco y el producto seco se analiza por
RMN 'H en D,O/NaOD para determinar el indice de funciones acidas convertidas en amida de
leucinato de colesterol.

Segun el extracto seco : [polimero modificado] = 2,9 mg/g

Segun la RMN 'H : la fracciéon molar de los acidos modificados por el leucinato de
colesterol por unidad sacaridica es de 0,04.

Ejemplo 4 : Sintesis de pululanosuccinicocarboxilato de sodio modificado por el
alaninato de alcohol cetilico

El alaninato de alcohol cetilico se obtiene segun el procedimiento descrito en la patente
(Kenji, M et al., patente de Estados Unidos US4826818).

Una solucién de pululanosuccinicocarboxilato de sodio obtenida como se ha descrito en
el ejemplo 3 se acidifica sobre una resina de Purolite (anidnica) después se liofiliza a
continuacion durante 18 horas.

5 g de acido pululanosuccinico se solubilizan en la DMF a 51 g/l. La solucién se enfria a
0 °C. A continuacién se afaden 0,32 g de NMM (3,2 mmol) y 0,32 g de EtOCOCI (3,2 mmol).
Después de 10 min de reaccién, se afiade una suspension que contiene 1,55 g de alaninato de
alcohol cetilico, sal de acido paratoluenosulfénico (3,2 mmol) y 0,32 g de TEA (3,2 mmol) en
20,4 ml de DMF. El tiempo de injerto es de 20 min después de la introduccion del derivado de
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alcohol cetilico. EI medio se calienta a continuacion a 30 °C después se vierte en una solucién
acuosa de NMM (8,36 g a 5 mg/ml). La solucién obtenida se diluye anadiendo 100 ml de agua
después se diafiltra sobre membrana de PES de 10 kD frente a una solucion de cloruro de
sodio al 0,9 % después frente al agua bidestilada. La concentracion de
pululanosuccinicocarboxilato de sodio modificada por el alaninato de alcohol cetilico en la
solucién final se determina por extracto seco y el producto seco se analiza por RMN 'H en
D,O/NaOD para determinar el indice de funciones acidas convertidas en amida de alaninato de
alcohol cetilico.

Segun el extracto seco : [polimero modificado] = 5,2 mg/g

Segun la RMN 'H : la fraccion molar de los acidos modificados por el alaninato de
alcohol cetilico por unidad de sacarido es de 0,18.

Ejemplo § : Sintesis de dextranometilcarboxilato de sodio modificado por el alaninato de
dodecanol

El alaninato de dodecanol, sal de acido paratoluenosulfénico es obtenido segun el
procedimiento descrito en la patente (Kenji, M et al., patente de Estados Unidos US4826818).

Una solucion de dextranometilcarboxilato de sodio obtenido como se ha descrito en el
ejemplo 1 se pasa sobre una resina de Purolite (anidnica) para obtener el acido
dextranometilcarboxilico que a continuacion se liofiliza durante 18 horas.

5 g de acido dextranometilcarboxilico (23,2 mmol de funcion de acido metilcarboxilico)
son solubilizados en la DMF a 45 g/l después se enfria a 0 °C. 1,99 g de alaninato de
dodecanol, sal de acido paratoluenosulfénico (4,6 mmol) es puesto en suspension en la DMF a
100 g/I. A continuacioén se anaden 0,47 g de trietilamina (4,6 mmol) a esta suspension. Una vez
que la solucién de polimero esta a 0 °C, entonces se anaden 2,35 g (23,2 mmol) de NMM y
2,52 g (23,2 mmol) de EtOCOCI. Después de 10 min de reaccién, se afiade la suspension de
alaninato de dodecanol. A continuacion el medio se mantiene a 4 °C durante 15 minutos. El
medio se calienta a continuacion a 30 °C. Una vez a 30 °C, se afiade una solucién de imidazol
(3,2 g en 9,3 ml de agua) en el medio de reaccién. La solucién de polimeros se ultrafiltra sobre
membrana de PES 10 kD frente a 10 volumenes de soluciéon de NaCl al 0,9 % y ademas 5
volumenes de agua. La concentracion de la solucién de polimero se determina por extracto
seco. Una fraccién de solucién se liofiliza y analiza por RMN 'H en D,O para determinar el
indice de funciones acidas modificadas por el alaninato de dodecanol.

Segun el extracto seco : [polimero modificado] = 22 mg/g

Segun la RMN 'H : la fraccién molar de los acidos modificados por el alaninato de
dodecanol por unidad sacaridica es de 0,19.

Ejemplo 6: Sintesis de dextranometilcarboxilato de sodio modificado por el glicinato de
L-mentol

El glicinato de L-mentol, sal de acido paratoluenosulfénico es obtenido segun el
procedimiento descrito en la patente (Kenji, M et al., patente de Estados Unidos US4826818).

El aceite obtenido que contiene las impurezas, la sal de amina es neutralizada por una
adiciéon esteoquiométrica de sosa, y extraida con el diisopropilo de éter. La fase organica es
acidificada entonces con una solucion de HCI en el éter etilico y la sal de HCI del derivado
mentolado extraido con el agua. Después de la liofilizacion, se obtiene el glicinato de L-mentol,
sal del acido clorhidrico.

Una solucidon de dextranometilcarboxilato de sodio obtenida como se ha descrito en el
ejemplo 1 se pasa sobre una resina de Purolite (anidnica) para obtener el acido
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dextranometilcarboxilico que entonces se liofiliza durante 18 horas.

12 g de acido dextranometilcarboxilico (59,22 mmol en funcién de acido
metilcarboxilico) se solubilizan en la DMF a 60 g/l después se enfria a 0 °C. 1,32 g de glicinato
de L-mentol, sal del acido clorhidrico (5,29 mmol) se ponen en suspension en la DMF a 100 g/I.
A continuacioén se afiaden 0,54 g de trietilamina (5,29 mmol) a esta suspension. Una vez que la
solucion de polimero esta a 0 °C, se anaden a continuacion una solucion de NMM (6,59 g, 65,1
mmol) en la DMF (530 g/l) y 7,07 g (65,1 mmol) de EtOCOCI. Después de 10 minutos de
reaccion, se afade la suspension de glicinato de L-mentol. A continuacion el medio se
mantiene a 10 °C durante 45 minutos. El medio se calienta a continuacién a 50 °C. Una
solucion de imidazol (14,7 g en 22 ml de agua) y 65 ml de agua se afaden en el medio de
reaccion. La solucion de polimero se ultrafiltra sobre membrana de PES 10 kD frente a 6
volimenes de solucién de NaCl al 0,9 %, 4 volumes de Sosa 0,01 N, 7 voliumenes de soluciéon
de NaCl al 0,9 % con 3 volumenes de agua. La concentracion de la solucion de polimero se
determina por extracto seco. Una fraccién de solucién es liofilizada y analizada por RMN 'H en
D,O para determinar el indice de funciones &acidas convertidas en amida de glicinato de L-
mentol.

Segun el extracto seco : [polimero modificado] = 25,7 mg/g

Segun la RMN 'H : la fraccién molar de los acidos modificados por el glicinato de L-
mentol por unidad sacaridica es de 0,09.

Ejemplo 7 : Sintesis de dextranometilcarboxilato de sodio modificado por el alaninato de
(¥)a-tocoferol

El alaninato de (x)a-tocoferol, sal del &acido clorhidrico se obtiene segun el
procedimiento descrito en J. Pharm. Sci. 1995, 84 (1), 96-100.

Por un procedimiento similar al que se ha descrito en el ejemplo 6, es obtenido un
dextranometilcarboxilato de sodio modificado por el alaninato de (+)o-tocoferol.

Segun el extracto seco : [polimero modificado] = 28,1 mg/g

Segun la RMN 'H : la fraccién molar de los acidos modificados por el alaninato de () -
tocoferol por unidad sacaridica es de 0,04.

Ejemplo 8: Sintesis de dextranometilcarboxilato de sodio modificado por el glicinato de
octanol

El glicinato de octanol, sal de acido paratoluenosulféonico es obtenido segun el
procedimiento descrito en la patente (Keniji, M et al., patente de Estados Unidos US4826818).

Por un procedimiento similar al que se ha descrito en el ejemplo 6, se obtiene un
dextranometilcarboxilato de sodio modificado por el glicinato de octanol.

Segun el extracto seco : [polimero modificado] = 34,1 mg/g

Segun con la RMN 'H : la fraccién molar de los acidos modificados por el glicinato de
octanol por unidad sacaridica es de 0,27.

Ejemplo 9: Sintesis de dextranometilcarboxilato de sodio modificado por el fenilalaninato
de octanol

El fenilalaninato de octanol, sal de acido paratoluenosulfénico es obtenido segun el
procedimiento descrito en la patente (Kenji, M et al., patente de Estados Unidos US4826818).

Por un procedimiento similar al que se ha descrito en el ejemplo 6, es obtenido un
12
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dextranometilcarboxilato de sodio modificado por el fenilalaninato de octanol.
Segun el extracto seco : [polimero modificado] = 30,2 mg/g

Segun la RMN 'H : la fraccién molar de los acidos modificados por el fenilalaninato de
octanol por unidad sacaridica es de 0,09.

Ejemplo 10: Sintesis de dextranometilcarboxilato de sodio modificado por el
fenilalaninato de alcohol bencilico

Por un procedimiento similar al que se ha descrito en el ejemplo 6, se obtiene un
dextranometilcarboxilato de sodio modificado por el fenilalaninato de alcohol bencilico
utilizando el fenilalaninato de alcohol bencilico, sal del acido clorhidrico (Bachem).

Segun el extracto seco : [polimero modificado] = 47,7 mg/g

Segun la RMN 'H : la fraccion molar de los acidos modificados por el feniloalaninato de
alcohol bencilico por unidad sacaridica es de 0,41.

Ejemplo 11 : Sintesis de dextranometilcarboxilato de sodio modificado por el
fenilalaninato de isohexanol.

El fenilalaninato de isohexanol, sal del acido paratolueno sulfénico se obtiene segun el
procedimiento descrito en la patente (Keniji, M et al., patente de Estados Unidos US4826818).

Por un procedimiento similar al que se ha descrito en el ejemplo 6, se obtiene un
dextranometilcarboxilato de sodio modificado por el fenilalaninato de isohexanol.

Segun el extracto seco : [polimero modificado] = 29,8 mg/g

Segun la RMN 'H : la fraccién molar de los acidos modificados por el fenilalaninato de
isohexanol por unidad sacaridica es de 0,18.

Ejemplo 12 : Solubilizaciéon de un liofilizado de BMP-2.

Se ha desarrollado un ensayo de solubilizacion de un liofilizado de Proteina
Morfogenética Osea 2 (BMP-2) con el fin de poner en evidencia el poder de solubilizacién de
diferentes polimeros a pH fisiolégico. La BMP-2 se solubiliza en un tampdén que contiene la
sacarosa (Sigma), la glicina (Sigma), el acido glutamico (Sigma), el cloruro de sodio (Riedel-de-
Haén), el polisorbato 80 (Fluka). El pH de esta solucion se ajusta a pH 4,5 por adicién de sosa
después de que la solucién este liofilizada. 283,2 mg de liofilizado contienen aproximadamente
12 mg de BMP-2.

Los polimeros segun la invencion se ponen en practica en este ensayo. A titulo
comparativo, un polimero descrito en la solicitud de patente FR0702316 se pone igualmente en
practica en este ensayo, el dextranometilcarboxilato de sodio modificado por el fenilalaninato
de etilo.

El ensayo consiste en introducir alrededor de exactamente 4 mg de liofilizado que
contiene 0,168 mg de BMP-2. A continuacion, el liofilizado se recupera con 210 yl de una
solucion acuosa para alcanzar una concentracion final de BMP-2 de 0,8 mg/ml a pH fisioldgico,
siendo la concentracion final de polimero de 5 mg/ml.

El aspecto visual de la solucion se indica después de 5 minutos de agitacion a velocidad
reducida sobre rodillo.

Los resultados para diferentes soluciones se agrupan en la tabla siguiente:
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Solucién Aspecto visual pH
Agua nitido 4.3
Ejemplo 9 nitido 7.4
Ejemplo 8 nitido 7,5
Ejemplo 5 nitido 7.4
Contra-ejemplo FR0702316 turbio 7,5

La adicion de agua conduce a una solucion nitida de BMP-2 pero a un pH acido.

Este ensayo permite poner en evidencia la mejora de la solubilizaciéon de la BMP-2 a un pH
fisioldgico por los polimeros segun la invencién. Por el contrario, el dextranometilcarboxilato de
sodio modificado por el fenilalaninato de etilo no permite obtener una solucién nitida de BMP-2.
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REIVINDICACIONES

Polisacarido que contiene los grupos funcionales carboxilos en los que uno al menos esta

sustituido por un derivado de alcohol hidréfobo, denominado Ah:

2.

* estando dicho alcohol (Ah) injertado o unido al polisacarido aniénico por un brazo de
acoplamiento R, estando dicho brazo de acoplamiento unido al polisacarido aniénico por
una funcién F resultando dicha funcién F del acoplamiento entre la funcion amina del
brazo de unién Ry una funcién carboxilo del polisacarido aniénico, y estando dicho brazo
de acoplamiento unido al alcohol hidréfobo por una funcién G resultante del acoplamiento
entre una funcion carboxilo, isocianato, tioacido o alcohol del brazo de acoplamiento y
una funcion del alcohol hidréfobo, estando las funciones carboxilos del polisacarido
anibénico no sustituidas bajo forma de carboxilato de cation.

-F siendo una funcion amida,
- G siendo ya sea una funcion éster, tioéster, carbonato, carbamato,

-R siendo una cadena que contiene entre 1 y 18 carbonos, eventualmente ramificada
y/o insaturada, conteniendo eventualmente uno o varios heteroatomos, y teniendo al
menos una funcioén acida,

* siendo Ah un resto de un alcohol hidréfobo, producto del acoplamiento entre la funcion
hidroxilo del alcohol hidréfobo y al menos una funcién electréfila portada por el
agrupamiento R.

conteniendo dicho polisacarido los grupos funcionales carboxilos estando el anfifilo en un
pH neutro.

Polisacarido de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado porque €l es escogido

entre los polisacaridos que contienen los grupos funcionales carboxilos en los que uno al
menos esta sustituido por un derivado de alcohol hidréfobo, de formula general I:

Polisacarido + carboxilo

=1
i
R
i
I
Ah

I —

n
Formulal

- en la que, n representa la fraccion molar de las funciones carboxilos del polisacarido
sustituidas por F-R-G-Ah y esta comprendida entre 0,01 y 0,7,

-F, R, G y Ah respondiendo a las definiciones dadas anteriormente, y cuando una de las
funciones carboxilos del polisacarido no estan sustituidas por F-R-G-Ah, entonces la o las
funciones carboxilos del polisacarido son los carboxilatos de cation.
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3. Polisacarido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes,
caracterizado porque el polisacarido aniénico es naturalmente portador de funciones acidas y
es escogido entre el grupo constituido por el alginato, el hialuronano, el galacturonano.

4, Polisacarido segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado
porque el polisacarido anionico es un polisacarido anionico sintético obtenido a partir de un
polisacéarido natural aniénico o no aniénico (neutro) sobre el cual ha sido injertada al menos
una funcion acida de férmula general 1.

Polisacarido

!
!

II

-siendo escogido el polisacarido natural entre el grupo de los polisacaridos constituidos
mayoritariamente por mondémeros glicosidicos unidos por las uniones glicosidicas de tipo
(1,6) y/o (1,4) ylo (1,3) ylo (1,2),

-siendo L un enlace resultante del acoplamiento entre el brazo de uniéon Q y una funcion -
OH del polisacarido neutro o anidnico, siendo ya sea una funcion éster, tionoéster,
carbonato, carbamato o bien éter,

-siendo Q una cadena que contiene entre 1 y 18 carbonos, eventualmente ramificada y/o
insaturada que contiene uno o varios heteroatomos, y poseyendo al menos una funcién
acida, CO,H.

5. Polisacarido de acuerdo con la reivindicacién 4, caracterizado porque el polisacarido
estd constituido mayormente por monémeros glicosidicos unidos por las uniones glicosidicas
de tipo (1,6).

6. Polisacarido de acuerdo con la reivindicacién 5, caracterizado porque el polisacarido
que estad constituido mayormente por monomeros glicosidicos unidos por las uniones
glicosidicas de tipo (1,6) es el dextrano.

7. Polisacarido de acuerdo con la reivindicacién 4, caracterizado porque el polisacarido
esta constituido mayormente por mondmeros glicosidicos unidos por las uniones glicosidicas
de tipo (1,4).

8. Polisacarido de acuerdo con la reivindicacion 7, caracterizado porque el polisacarido
constituido mayormente por mondmeros glicosidicos unidos por las uniones glicosidicas de tipo
(1,4) es escogido entre el grupo constituido por el pululano, el alginato, el hialuronano, el xilano,
el galacturonano o una celulosa soluble en el agua.
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9. Polisacarido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, caracterizado
porque el grupo Q es escogido entre los grupos siguientes:

10. Polisacarido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado
porque el agrupamiento R es escogido entre los aminoacidos.

11. Polisacarido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, caracterizado
porque el agrupamiento R es escogido entre los alfa aminoacidos.

12. Polisacarido de acuerdo con la reivindicacion 11, caracterizado porque los alfa
aminoacidos son escogidos entre los alfa aminoacidos naturales.

13. Polisacarido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, caracterizado
porque el alcohol hidréfobo es escogido entre los alcoholes grasos.

14. Polisacarido de acuerdo con la reivindicacion 13, caracterizado porque el alcohol
hidrofobo es escogido entre los alcoholes constituidos por una cadena de alquilo insaturada o
saturada que contiene de 4 a 18 carbonos.

15. Polisacarido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, caracterizado
porque el alcohol graso es escogido entre el miristilo, el cetilo, el estearilo, el cetearilo, el
butilo, el oleilo, la lanolina.

16. Polisacarido de acuerdo con la reivindicacion 13, caracterizado porque el alcohol
hidréfobo es el colesterol.

17. Polisacarido de acuerdo con la reivindicacion 13, caracterizado porque el alcohol
hidréfobo es el mentol.

18. Polisacarido de acuerdo con la reivindicacion 13, caracterizado porque el alcohol
hidréfobo es escogido entre los tocoferoles.

17



10

ES 2527322713

19. Polisacarido de acuerdo con la reivindicacién 13, caracterizado porque el alcohol
hidrofobo es escogido entre los alcoholes portadores de grupo arilo.

20. Utilizacién de un polisacarido funcionalizado de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes para la preparacion de composiciones farmacéuticas.

21. Composicion farmacéutica que contiene un polisacarido de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 19 y al menos un principio activo.

22. Composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 21, caracterizada porque
el principio activo es escogido entre el grupo constituido por las proteinas, las glicoproteinas,
los péptidos y las moléculas terapéuticas no peptidicas.
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DOCUMENTOS INDICADOS EN LA DESCRIPCION

En la lista de documentos indicados por el solicitante se ha recogido exclusivamente para informa-
cion del lector, y no es parte constituyente del documento de patente europeo. Ha sido recopilada
con el mayor cuidado; sin embargo, la EPO no asume ninguna responsabilidad por posibles errores u
omisiones.

Documentos de patente indicados en la descripciéon

¢+ WO 2008038111 A1 [0008] *+ FR 0702316 [0138] [0141]
¢ US 4826818 A, Kenji, M [0080] [0088] [0094] [0102]
[0107] [0112] [0122] [0126] [0133]
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