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DESCRIPCIÓN

Derivados basados en ácido hialurónico, capaces de formar hidrogeles, método de preparación de los mismos, 
hidrogeles basados en dicho derivados, método de preparación de los mismos y uso

Campo de la técnica

La invención se refiere a un nuevo derivado de ácido hialurónico que es adecuado para la preparación de5
hidrogeles, y un método de preparación del mismo. Además, esta se refiere a hidrogeles basados en dicho derivado, 
propiedades de los mismos, uso y método de preparación de los mismos.

Estado de la técnica

El hialuronano es un polisacárido que consiste en unidades de disacáridos compuestas por ácido D-glucurónico y N-
acetil-D-glucosamina que se unen alternando enlaces glicosídicos β-1,4 y β-1,3. El peso molecular medio ponderal 10
(si en lo sucesivo se menciona el peso molecular, será siempre el peso molecular medio ponderal) in vivo está 
dentro del intervalo de 3 kDa - 20 MDa. Es un polisacárido que es fácilmente soluble en un medio acuoso en el que 
forma disoluciones altamente viscosas, dependiendo de su peso molecular y concentración.

Los hidrogeles son materiales que se forman en agua mediante una red insoluble de al menos polímeros 
parcialmente hidrófilos1. Existen varias maneras de producir una red insoluble a partir de un polímero inicialmente 15
hidrófilo. Es hidrofobización polimérica

2
o el uso de un derivado de polímero soluble en agua que porta grupos 

funcionales reactivos que pueden tomar parte en otras reacciones químicas que llevan a la formación de una red 
polimérica 3-dimensional

3-5
.

La preparación de derivados de hialuronano solubles y la siguiente reticulación de los mismos han sido descritas por
diversos autores3-6. En el pasado, también se ha descrito el uso de derivados de fenol hialuronano para reacciones 20
de reticulación y la preparación de hidrogeles. Calabro et al., 4,7,8 describen el método de preparación de derivados 
de fenol hialuronano por medio de una reacción de carboxilos que están presentes dentro de la estructura del ácido
D-glucurónico de hialuronano con derivados de aminoalquilo de fenol. Esta reacción produce hialuronano amidas. 
La característica crucial para el procedimiento de dicha síntesis es la activación del carboxilo de hialuronano, para lo 
cual se usa la reacción con agentes deshidratantes de tipo carbodiimida (tal como EDC). El aminoalquil fenol más25
frecuentemente usado es tiramina6.

En general, la reticulación de derivados de fenol hialuronano se inicia añadiendo una peroxidasa (tal como, la 
peroxidasa de rábano picante - HRP) y una disolución de peróxido de hidrogeno diluido. La peroxidasa de rábano 
picante (Horseradish peroxidase, HRP, E.C.1.1 1.1.7) se utiliza ampliamente en la actualidad como catalizador de 
reacciones orgánicas y de biotransformación9-13. Se caracteriza por una especificidad de sustrato muy amplia y por 30
lo tanto, es capaz de oxidar varios compuestos tanto orgánicos como inorgánicos13-15.

Es una enzima que comprende hierro que contiene hemo, como grupo prostético. El hierro tiene el grado de  
oxidación (III) en el estado no-activado de la enzima. La reacción con peróxidos lleva a la formación de un
intermedio que se denomina HRP-I. El hierro hemo Fe(III) se oxida a grupo oxiferrilo (Fe(IV)=O) y al mismo tiempo, se 
forma un radical catiónico π en el ciclo de la porfirina. Dicha enzima activada es capaz de formar complejos con las35
moléculas del sustrato que, durante esta interacción, sufre una oxidation.14,16-18

La conversión de la enzima oxidada de vuelta a la forma inicial de la misma se realiza en dos etapas. En la primera 
etapa, tiene lugar una reacción entre la molécula del sustrato (S) y HRP-I, dando lugar al sustrato radical (R•) y a 
una forma parcialmente reducida de la enzima HRP-II. La HRP-II aún retiene el grupo oxiferrilo (Fe(IV)=O) pero ya no 
contiene el radical π de la porfirina. Durante la transición de un electrón al radical porfirina un H

+
es tomado al mismo 40

tiempo por la proteína. La HRP-II se somete de nuevo a la reacción con el sustrato, dando lugar a R•. El grupo 
oxiferrilo (Fe

(IV)
=O) se reduce de vuelta a Fe

(III)
durante esta reacción. Este proceso se asocia con la transferencia de

2 H+ al oxígeno del grupo oxiferrilo. Un protón se origina a partir del sustrato (o disolvente), la otra forma de proteína. 
Esto da como resultado la formación de una molécula de agua (Ecuación I y Esquema I).

45
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Ecuación I: Descripción básica del mecanismo de catálisis de oxidación de sustrato por medio de HRP

Los radicales obtenidos del sustrato son capaces en varios casos de interactuar juntos, formando dímeros R-R. Este 
procedimiento ya no se ve afectado enzimáticamente y se asocia con la estabilidad y reactividad de los radicales
resultantes. 14,16-26

Por lo tanto, en caso de una reacción de reticulación enzimática del derivado de fenol de polisacárido, el sustrato5
(ligando fenol - reactivo unido al polímero) es transformado por una enzima en un radical reactivo. Este radical 
puede luego reaccionar con otro radical fenol, formando ditiramina. Suponiendo una libre movilidad de la moléculas 
del sustrato (ligando) de la reacción enzimática y la consecución de la reacción copiando exactamente la Ecuación I, 
la enzima debería transformar gradualmente (siempre que se use una cantidad suficiente de peróxido) todas las
moléculas de sustrato en radicales reactivos y estos deberían sufrir gradualmente dimerización (u oligomerización),10
si se proporciona un tiempo de reacción suficientemente largo. En caso de unir el sustrato (ligando) al polímero, el 
grado de reticulación del polímero debería alcanzar siempre el mismo valor, pese a que el tiempo para alcanzar este 
valor puede diferir dependiendo de la cantidad usada de enzima. Sin embargo, en la práctica es diferente. La 
bibliografía27 describe con detalle las relaciones entre la relación esperada de reticulación intramolecular e
intermolecular y el peso molecular de los segmentos de polímero entre los sitios de reticulación (densidad de 15
reticulación, la distancia entre los nudos de red), mientras que las interacciones intramoleculares que llevan a la 
reticulación se indican como no eficaces elásticamente, comparada con la reticulación intermolecular.

Además, se conoce a partir de la bibliografía que en el caso de usar los derivados fenólicos de ácido hialurónico
(HA, del inglés hyaluronic acid), la cantidad de enzima afecta no sólo a la velocidad de la reacción de reticulación,
sino que también afecta significativamente las propiedades mecánicas resultantes de los hidrogeles4,6,7,28. La 20
bibliografía establece que a través de mediciones reológicas se ha encontrado que el módulo de cizalla (G') es 
mayor si se usa una mayor concentración de la enzima. La causa de este fenómeno, según los autores, es una 
mayor densidad de reticulación de los hidrogeles. Si se desea preparar un hidrogel de máxima firmeza, la reacción 
de reticulación debe realizarse a una concentración relativamente alta de peroxidasa y, por lo tanto, también de 
forma más rápida. Sin embargo, realizar muy rápidamente la reacción puede llevar a la formación de un hidrogel 25
reticulado no homogéneo. Como consecuencia, pueden aparecer sitios en las muestras que no se han reticulado en 
absoluto. Asimismo, realizar muy rápidamente la reacción también puede causar problemas a la hora de colocar el 
gel en el sitio de la aplicación final del mismo y similares.

La causa de esto es una pequeña distancia desde el centro activo a la cadena polimérica básica. La baja movilidad 
del ligando disminuye la probabilidad de una colisión eficaz de los radicales ligando para formar ditiramina. Por lo 30
tanto, si hay una baja concentración de la enzima dentro del sistema, se puede formar una pequeña cantidad de 
formas de ligando reactivas en una unidad de tiempo. Así, la reacción de reticulación procede lentamente y es poco 
eficaz.

Park et al.,29 trataron de aumentar la reactividad de los ligandos unidos al polímero insertando un espaciador 
adecuado entre el ligando reactivo y la cadena polimérica. El documento describe la inserción de una cadena 35
hidrófila entre la cadena de polisacárido y anillo de fenol o anilina, con el fin de aumentar la reactividad de estos
sustitutos. El principal motivo de introducir la cadena hidrófila en la estructura del polímero fue mejorar la solubilidad 
del mismo y mejorar la accesibilidad de los centros reactivos (anillo de fenol o anilina). Una más fácil accesibilidad 
espacial de los centros reactivos aumenta la probabilidad de la reacción entre los ligandos. Lo más frecuente es que 
al tiempo que se mantiene la misma actividad enzimática, esta etapa lleve a un mayor grado de sustitución, una 40
mayor concentración y mejor homogeneidad de la reticulación del hidrogel. Asimismo, según el autor, gracias a la 
introducción de esta cadena hidrófila en la estructura del hidrogel, aumentaron la bioestabilidad y las propiedades 
mecánicas del hidrogel. Sin embargo, Park et al., usan como “espaciador" un polímero hidrófilo PEG con un peso 
molecular de 3.500 Da, y por lo tanto, al final es más bien un copolímero. Sin embargo, esta intervención en la
estructura del hidrogel, incluso en un bajo grado de sustitución, lleva a cambios significativos de las propiedades 45
físicas del polímero original. Asimismo, en el caso de hialuronano, una mayor concentración de reticulación lleva a 
una dureza aumentada del hidrogel, pero al mismo tiempo también lleva a una fragilidad aumentada del mismo, que 
es indeseable para el uso previsto en la ingeniería de tejidos. Cuando un material se destina a la elaboración de 
matrices, por ejemplo, pero no sólo de matrices para cartílago articular, se pone el acento en la resistencia suficiente
del mismo, mientras que un material que es frágil se deforma irreversiblemente ante una mayor carga y, en el caso 50
de hidrogeles, incluso puede ocurrir una destrucción total de los mismos.

Compendio de la invención

El objeto de la invención, por lo tanto, es encontrar un material que sea lo suficientemente fuerte y al mismo tiempo
tenaz y que no muestre cambios significativos de las propiedades biológicas y físicas comparado con el polímero 
original. La fuerza del hidrogel basado en hialuronano puede aumentarse generalmente aumentado la concentración 55
de reticulación, tal como aumentado la concentración del polímero en la disolución a partir de la cual se forma el
hidrogel, o aumentado el grado de sustitución del polímero. Sin embargo, en el estado de la técnica en el caso del 
hialuronano, ambos de estos métodos han llevado también a una fragilidad aumentada del hidrogel resultante que 
limita significativamente los posibles usos del hidrogel.
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El problema solucionado por esta invención consiste en encontrar tales derivados que llevarían a una reactividad de 
ligando aumentada y una fuerza de hidrogel aumentada, al tiempo que se mantienen las propiedades físicas y 
biológicas del polímero original. Sorprendentemente, se ha encontrado que introduciendo un espaciador 
relativamente corto (con un peso molecular de aproximadamente 130 Da) según la invención entre el ligando
reactivo y HA da como resultado un aumento significativo de la tenacidad de los hidrogeles finales ya con un muy 5
bajo grado de sustitución. 

Por lo tanto, en un aspecto la invención se refiere a un derivado de HA que porta ligandos reactivos unidos a través 
de espaciadores hidrófobos, con el fin de aumentar la movilidad de los ligandos y aumentar así la probabilidad de 
una colisión eficaz de los mismos, incluso en el caso de una baja concentración de los mismos (bajo grado de
sustitución y baja actividad enzimática). Se ha encontrado que pese a una muy baja abundancia de peso del10
espaciador dentro del hidrogel, con hacer, por ejemplo, únicamente 0,01 a 0,02%, se logra un significativo aumento 
de la tenacidad y fuerza del hidrogel comparado con un hidrogel basado en un derivado HA análogo sin un
espaciador insertado (es decir, concentración, peso en moles y grado of sustitución / reticulación idénticos). Por lo 
tanto, la invención se refiere a este nuevo derivado de hialuronano adecuado para la preparación de hidrogeles y un 
método de preparación de los mismos. Además, esta se refiere a hidrogeles basados en este derivado, el uso de los15
mismos y el método de preparación de los mismos.

El hidrogel se prepara mediante un método en el que se usa reticulación de las cadenas del hialuronano modificado 
por medio de una reacción que es catalizada por peroxidasa de rábano picante o análogos de la misma. Los 
derivados de hialuronano adecuados contienen en su estructura anillos de fenol o heteroaril fenol enlazados 
covalentemente a la cadena de polisacárido básica. El procedimiento de reticulación puede describirse como una20
cascada de reacciones químicas consecutivas que comienza con la formación de las formas reactivas de oxígeno
(ROS) dentro del sistema. Estas se añaden a la mezcla o se habilita su formación mediante la presencia de 
compuestos químicos que sirven como un “generador" de las mismas. Las ROS activan la enzima peroxidasa o
análogos de la misma que catalizan posteriormente la dimerización (u oligomerización) de anillos aromáticos o
heteroaromáticos presentes en la estructura del derivado de hialuronano. Esto lleva a la formación de una red 25
polimérica tridimensional.

Según la invención, se usa hialuronano modificado uniendo un ligando que contiene aminoalquil fenol o aminoalquil
heteroaril fenol (por ejemplo, tiramina, 5-hidroxi-triptofano, serotonina) para la preparación de este hidrogel. Los 
derivados de hialuronano descritos en esta invención, contienen un ligando unido a un polisacárido por medio de un
espaciador. La presencia de este espaciador dentro de la estructura del derivado de HA lleva, gracias a su30
flexibilidad, a un aumento de la elasticidad y libertad de posibilidades de disposiciones conformacionales de los 
segmentos de polímeros participantes, y así también la posibilidad de disipación de la energía de deformación. La
introducción de un espaciador también aumenta la distancia entre el centro aromático reactivo (fenol, heteroaril
fenol) y la cadena de polímero básica, mejora la accesibilidad del mismo para una interacción con la enzima y afecta 
significativamente el curso de la reacción de reticulación y las propiedades del hidrogel resultante. 35

En su primer aspecto, la invención se refiere al derivado basado en ácido hialurónico según la fórmula general (I)

donde Ar es fenilo y R1 es etileno, o Ar es indolo y R1 es etileno, o Ar es indolo y R1 es carboxietileno, y donde R2 es
un alquilo que tiene de 3 to 7 átomos de carbono, y donde n está dentro del intervalo de 1 a 7.500.

40
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En otro aspecto, la invención se refiere al método de preparación del derivado según la fórmula general (I), donde se 
primero se prepara un derivado aldehídico de ácido hialurónico según la fórmula (II),

donde el derivado de aldehído se prepara usando el sistema de oxidación 4-acetamido-TEMPO/NaClO en un medio 
prótico y tiene el grado de sustitución 5 - 15% y el peso molecular dentro del intervalo 10.000 g/mol a 2.000.000 5
g/mol, a continuación se prepara el compuesto de forma separada según la fórmula general (III) 

donde Ar es fenilo y R1 es etileno, o Ar es indolo y R1 es etileno, o Ar es indolo y R1 es carboxietileno, y donde R2 es
un alquilo que tiene de 3 a 7 átomos de carbono, y donde n está dentro del intervalo de 1 a 7.500, en donde el 
compuesto según la fórmula general (III) se prepara por una reacción de un precursor espaciador según la fórmula10
(IV)

donde Z es un grupo protector que se usa comúnmente para la protección del grupo amino primario, siendo el
ligando según la fórmula (V)

15

en un medio aprótico a una temperatura en el intervalo de 40°C a 150°C durante 1 a 24 horas en presencia de un
agente que activa los grupos funcionales carboxilo,

formando el compuesto según la fórmula general (VI)

a partir del cual se prepara el compuesto según la fórmula general (III) retirando el grupo protector Z,20

y a continuación se hace reaccionar el derivado aldehídico de ácido hialurónico según la fórmula (II) con el 
compuesto según la fórmula general (III) a un pH dentro del intervalo de 3 a 8, a temperatura ambiente durante 1 a
72 horas, en presencia de complejo picolin-borano, para formar el derivado según la fórmula (I).

Por lo tanto, el derivado según la invención contiene un ligando capaz de sufrir oligomerización por medio de un
tratamiento mediante un agente adecuado, y un espaciador flexible que se inserta entre la cadena de hialuronano y 25
el ligando. El ligando según la fórmula general (V) según la invención, se selecciona preferiblemente del grupo que 
comprende tiramina, serotonina y 5-hidroxitriptofano. El compuesto según la fórmula general (IV), es decir, el 
precursor espaciador, se selecciona preferiblemente del grupo de aminoácidos que incluyen derivados de ácidos ω-
[(terc-butoxicarbonil) amino] carboxílicos en donde R2 es un alquilo que tiene de 3 to 7 átomos de carbono.

En otra realización preferida del método según la invención, la reacción del precursor espaciador con el ligando tiene 30
lugar en THF o DMF a 50°C durante 2 a 6 horas en presencia de 1,1’ -carbodiimidazol.

Además, se prefiere que la retirada del grupo protector Z se realice por medio de trifluoro y ácido acético o ácido 
clorhídrico.
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Sólo en beneficio de esta invención, el intermedio espaciador-ligando se representa mediante los compuestos según
la fórmula general:

Preferiblemente, el compuesto según la fórmula general: 

5

donde R2 es un alquilo que tiene de 3 a 7 átomos de carbono, se usa como un espaciador.

El método de preparación del derivado según la invención puede caracterizarse por el Esquema 1 :

                10

Esquema 1.: Ejemplo de un posible método de preparación del derivado de HA-espaciador-ligando según la 
invención

Además, la invención se refiere al hidrogel formado por reticulación del derivado según la fórmula general (I) y a un
método de preparación del mismo. Este método de preparación del hidrogel consiste en que el derivado según la 
fórmula general (I) se trata mediante un generador de radicales fenoxi reactivos, preferiblemente mediante un15
sistema de peroxidasa de rábano picante y una fuente de raciales hidroxilo, que puede ser una disolución de
peróxido de hidrógeno en agua, o un sistema de oxidasa – oxígeno - sustrato, por ejemplo, galactosa oxidasa -  
glucosa oxidasa - glucosa, a un pH en el intervalo de 4 a 10.

Por lo tanto, para la oligomerización de los ligandos reactivos, se usan agentes que son capaces de producir la 
formación de radicales fenoxi a partir de los anillos aromáticos de ligandos. Según esta invención, se usa 20
preferiblemente el sistema peróxido / peroxidasa de rábano picante. El peróxido se puede introducir en el sistema en
forma de una disolución diluida, o se genera mediante una reacción química in situ. El peróxido de hidrógeno se 
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puede generar en la mezcla por medio de diversos tipos de enzimas (oxidasas) a partir de oxígeno, como un aceptor
de electrones, y un respectivo donante de electrones en un reacción de oxidación - reducción. Preferiblemente, una 
combinación de galactosa oxidasa o glucosa oxidasa y los sustratos de las mismas: se pueden usar galactosa y
glucosa. Otros agentes que son capaces de causar la formación de radicales fenoxi en presencia de oxígeno 
molecular son enzimas tirosinasa, lactasa etc.5

Las propiedades de estos hidrogeles son, como es generalmente conocido, afectadas por la estructura química del
polímero y la concentración del mismo, así como los tipos seleccionados de agentes de reticulación y la cantidad
usada de los mismos. Las propiedades físico químicas del polímero (derivado de HA) se ven sobre todo afectadas
por la estructura del monómero, conformación de los segmentos de cadena del polímero, grado de reticulación y 
peso molecular. Las propiedades mecánicas del polímero también se ven afectadas por las características 10
anteriores. Cuando el polímero se somete a un esfuerzo mecánico, se produce una deformación del mismo en 
donde una parte de la energía de deformación absorbida se disipa - consume para el cambio de la conformación de 
los nudos de red y los segmentos de cadena polimérica y una parte de la energía se transforma irrevocablemente en 
calor. La cantidad de energía disipada, y así también la posibilidad de adoptar diversas disposiciones de 
conformación dentro de la estructura del polímero, se asocia con la rigidez de las cadenas macromoleculares y15
refleja el grado de resistencia elástica del material a la deformación. Los materiales poliméricos compuestos por 
cadenas rígidas no flexibles y segmentos de las mismas pueden luego mostrar un bajo grado de resistencia elástica 
a la deformación y fragilidad.

El aumento de elasticidad de estos polímeros se lleva a cabo según el método de la invención donde se introducen
segmentos flexibles en la estructura del polímero. Dichos segmentos se caracterizan por una mayor libertad de las 20
moléculas individuales alrededor de sus uniones por lo que se logra un aumento de posibilidades de disposición 
conformacional cuando se someten a energía de deformación, y de posibilidades de disipación de dicha energía. 
Por lo tanto, la introducción de un espaciador flexible adecuado entre el ligando y la cadena de hialuronano básica 
lleva al logro de una mayor elasticidad, tenacidad y resistencia del material final, lo cual es muy beneficioso para, por 
ejemplo, hidrogeles destinados a la elaboración de matrices para tratar defectos de ciertos tejidos expuestos a25
cargas superiores, tal como cartílago articular  o huesos. Como se describió previamente, la introducción del 
espaciador flexible entre el ligando y la cadena de hialuronano básica también se puede usar preferiblemente, en el 
caso donde las propiedades mecánicas de los hidrogeles dependen de la concentración de la enzima usada como 
catalizador de reacción de reticulación. La introducción del espaciador flexible entre el ligando y la cadena de 
hialuronano básica proporciona una accesibilidad estérica suficiente de los grupos reactivos del derivado para30
dimerización mutua, incluso después de una reticulación parcial del polímero. 

Esta disolución da como resultado que la reacción de reticulación sea más eficaz lo que produce una mayor
homogeneidad de las hidrogeles preparados y así se consigue superar los problemas tecnológicos asociados con la 
reticulación de hialuronano modificado por hidroxifenilo o heteroaril fenol (tiramina, serotonina etc.) en el caso donde
los agentes de reticulación son peroxidasa de rábano picante y peróxido de hidrógeno (u otro tipo de generador de 35
radicales fenoxi).

Sin embargo, sorprendentemente los autores de la presente invención han encontrado además que la introducción
de sus espaciadores seleccionados entre el ligando y la cadena de hialuronano básica lleva, incluso con un grado de 
sustitución muy bajo, a un significativo aumento del grado de elasticidad, tenacidad y resistencia del hidrogel final 
basado en dicho derivado de HA.40

Además, la invención se refiere al uso de hidrogeles basados en los derivados según la invención, especialmente en 
el campo de la ingeniería de tejidos, cosméticos, medicina y medicina regenerativa. El uso de los hidrogeles descrito
en esta solicitud, está especialmente dirigido al material básico para la formación de matrices en la ingeniería de 
tejidos, principalmente en el campo del tratamiento de defectos articulares y de huesos, tal como apósitos para curar 
heridas, como barrera biodegradable que impide la formación de coalescencias post-cirugía, para el aumento de45
tejidos blandos y rellenos de defectos de tejido y similares. Cuando el hidrogel se usa como material para matrices, 
las matrices pueden ser o bien sembradas o no-sembradas. Si son matrices sembradas, el tipo de células que se 
incorporan en la matriz se selecciona dependiendo de la ubicación deseada de aplicación.

Breve descripción de los dibujos

La Fig. 1 representa las propiedades de deformación (curvas de “esfuerzo-deformación") obtenidas durante la50
medición de la deformación de hidrogeles basados en los derivados preparados según los ejemplos VIII, IX, XI y XII 
en compresión.

Realizaciones preferidas de la invención

1. Ejemplo de la síntesis de derivados

La síntesis de derivados de hialuronano se llevó a cabo en varias etapas (véase el Esquema 1). La primera etapa es55
la preparación de un derivado aldehídico de hialuronano (Ejemplo 1.7). Otra etapa es la síntesis de diversos 
intermedios espaciador-ligando (Ejemplos 1.1 a 1.6) que se unieron luego a hialuronano mediante el procedimiento 
de aminación reductora (ejemplos 1.9 - 1.14). 
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Los ejemplos también comprenden la síntesis de derivados de hialuronano en la que el ligando (tiramina, 
hidroxitriptofano) se une directamente al polisacárido sin usar ningún espaciador (Ejemplos VIII). Estos derivados y
los hidrogeles de ahí preparados sirvieron para comparar las propiedades de los mismos con las propiedades de los
derivados descritos en esta solicitud (derivados de HA - espaciador - ligando - derivados IX a XIV).

Ejemplo 1.1: Síntesis de 6-amino-N-[2-(4-hidroxifenil) etil] hexanamida (intermedio espaciador - ligando (I))5

Se disolvió ácido 6-[(terc-butoxicarbonil) amino] hexanóico (1,00 g, 4,3 mmol) en 50 ml de tetrahidrofurano (THF). A
esta disolución de ácido se añadió 1,1’-carbodiimidazol (0,70 g, 4,3 mmol). La mezcla se calentó a 50°C durante 
sesenta minutos. A continuación, se lavó el recipiente de reacción con un gas inerte. Se añadió tiramina (0,59 g, 4,3 
mmol) a la mezcla de reacción. La mezcla se calentó posteriormente durante otras 2 horas. A continuación, se retiró 
el THF mediante destilación a presión reducida. El residuo de la evaporación se disolvió en 50 ml de etilacetato. La10
disolución se lavó con 150 ml de agua purificada (dividida en tres partes). La capa orgánica se secó sobre un tamiz 
molecular. Se retiró etilacetato mediante destilación a presión reducida. El residuo de evaporación se disolvió en 50 
ml de MeOH y se añadieron 2 ml de ácido trifluoroacético (TFA). La disolución se calentó durante 6 horas bajo 
reflujo. El disolvente se retiró mediante destilación a presión reducida. El residuo de evaporación se disolvió en 50 ml 
de etilacetato. La disolución se lavó con 150 ml de agua purificada (dividida en tres partes). La capa orgánica se 15
secó sobre un tamiz molecular. Se retiró el etilacetato mediante destilación a presión reducida. 

m = 0,75g (70% teoría)

RMN de 1H (D2O, ppm) δ: 1,17 (m, 2 H, y-CH2-ácido hexanóico); 1,48 (m, 2 H, β-CH2-ácido hexanóico); 1,58 (m, 2 
H, δ-CH2-ácido hexanóico); 2,17 (t, 2 H, -CH2-CO-); 2,73 (m, 2 H, -CH2-Ph); 2,91 (m, 2 H, -CH2-NH2); 3,42 (m, 2 H, -
CH2-NH-CO-); 6,83 (d, 2 H, arom.); 7,13 (d, 2 H, arom.).20

RMN de 13C (D2O, ppm) δ: 24 (γ-C- ácido hexanóico); 26 (δ-C- ácido hexanóico); 33 (β-C- ácido hexanóico); 35 (-C-
CO-); 39 (-C-NH2); 40 (C-Ph); 63 (-C-NH-CO-); 115 (C3 arom.); 126 (C1 arom.); 130 (C2 arom.); 153 (C4 arom.); 176 
(-CO-).

Ejemplo 1.2: Síntesis de 4-amino-N-[2-(4-hidroxifenilo) etil] butanamida (intermedio espaciador - ligando (II))

Se disolvió ácido 4-[(terc-butoxicarbonil) amino] butanóico (0,50 g, 2,5 mmol) en 25 ml de tetrahidrofurano (THF). A 25
la disolución de ácido se añadió 1,1’-carbodiimidazol (0,40 g, 25 mmol). La mezcla se calentó a 50°C durante 
sesenta minutos. A continuación, se lavó el recipiente de reacción con un gas inerte. Se añadió tiramina (0,34 g, 25
mmol) a la mezcla de reacción. La mezcla se calentó posteriormente durante otras 2 horas. A continuación, se retiró 
el THF mediante destilación a presión reducida. El residuo de la evaporación se disolvió en 50 ml de etilacetato. La
disolución se lavó con 150 ml de agua purificada (dividida en tres partes). La capa orgánica se secó sobre un tamiz 30
molecular. Se retiró el etilacetato mediante destilación a presión reducida. El residuo de evaporación se disolvió en 
50 ml de MeOH y se añadieron 2 ml de ácido trifluoroacético (TFA). La disolución se calentó durante 6 horas bajo 
reflujo. El disolvente se retiró mediante destilación a presión reducida. El residuo de evaporación se disolvió en 50 ml 
de etilacetato. La disolución se lavó con 150 ml de agua purificada (dividida en tres partes). La capa orgánica se 
secó sobre un tamiz molecular. Se retiró el etilacetato mediante destilación a presión reducida. 35

m = 0,44 g (80 % teoría)

RMN de 
1
H  (D2O, ppm) δ: 1,75 (m, 2 H, β-CH2-ácido butanóico); 2,16 (t, 2 H, -CH2-CO-); 2,59 (m, 2 H, -CH2-In); 2,78 

(m, 2 H, -CH2-NH2); 3,20 (m, 2 H, -CH2-NH-CO-); 6,69 (d, 2 H, arom.); 6,99 (d, 2 H, arom.).

RMN de 13C (D2O, ppm) δ: 23 (β-C- butanóico); 25 (t, 2 H, -C-CO-); 32 (-C-NH2); 45 (CH2- Ar); 60 (-C-NH-CO-); 115 
(C3 arom.); 117 (C1 arom.); 129 (C2 arom.); 155 (C4 arom.); 171 (- CO-).40

Ejemplo 1.3: Síntesis de 8-amino-N-[2-(4-hidroxifenilo) etil] octanamida (intermedio espaciador - ligando (III))

Se disolvió ácido 8-[(terc-butoxicarbonil) amino] octanóico (0,50 g, 1,9 mmol) en 25 ml de tetrahidrofurano (THF). A 
la disolución de ácido se añadió 1,1’-carbodiimidazol (0,31 g, 1,9 mmol). La mezcla se calentó a 50°C durante 
sesenta minutos. A continuación, se lavó el recipiente de reacción con un gas inerte. Se añadió tiramina (0,26 g, 1,1
mmol) a la mezcla de reacción. La mezcla se calentó posteriormente durante otras 2 horas. A continuación, se retiró 45
el THF mediante destilación a presión reducida. El residuo de la evaporación se disolvió en 50 ml de etilacetato. La 
disolución se lavó con 150 ml de agua purificada (dividida en tres partes). La capa orgánica se secó sobre un tamiz 
molecular. Se retiró etilacetato mediante destilación a presión reducida. El residuo de evaporación se disolvió en 50 
ml de MeOH y se añadieron 2 ml de ácido trifluoroacético. La disolución se calentó durante 6 horas bajo reflujo. El 
disolvente se retiró mediante destilación a presión reducida. El residuo de evaporación se disolvió en 50 ml de50
etilacetato. La disolución se lavó con 150 ml de agua purificada (dividida en tres partes). La capa orgánica se secó 
sobre un tamiz molecular. Se retiró el etilacetato mediante destilación a presión reducida. 

m = 0,40 g (75 % teoría)
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RMN de 1H  (CDCl3, ppm) δ: 1,16-1,34 (m, 6 H, C4 az C6 -CH2- ácido octanóico); 1,56 – 1,44 (m, 4 H, C3 a C7 ácido 
octanóico); 2,58 (m, 2 H, -CH2-Ar); 2,78 (m, 2 H, -CH2-NH2); 3,19 (m, 2 H, - CH2-NH-CO-); 6,68 (d, 2 H, arom.); 6,98 
(d, 2 H, arom.).

RMN de 13C (CDC13, ppm) δ: 21 (C7 ácido octanóico); 24 (C4 ácido octanóico); 26 (C6-ácido octanóico); 28 (C5-
ácido octanóico); 33 (C3- ácido octanóico); 35 (-C-CO-); 39 (-C-NH2); 40 (C-Ph); 63 (-C-NH- CO-); 115 (C3 arom.); 5
126 (C1 arom-); 130 (C2 arom.); 153 (C4 arom.); 176 (-CO-).

Ejemplo 1.4: Síntesis de 4-amino-N-[2-(5-hidroxi-1H-indol-3-il) etil] butanamida (intermedio espaciador - ligando (IV))

Se disolvió ácido 4-[(terc-butoxicarbonil) amino] butanóico (0,50 g, 2,5 mmol) en 25 ml de N,N-dimetilformamida
(DMF). A la disolución de ácido se añadió 1,1’-carbodiimidazol (0,40 g, 2,5 mmol). La mezcla se calentó a 50°C 
durante sesenta minutos. A continuación, se lavó el recipiente de reacción con un gas inerte. Se añadió una 10
disolución de hidrocloruro de 5-hidroxitriptamina (0,52 g, 2,5 mmol) y trietilamina (0,68 ml; 4,9 mmol) en 25 ml de
DMF a la mezcla de reacción. La mezcla se calentó además durante otras 2 horas. La mezcla se diluyó añadiendo 
etilacetato (100 ml). La disolución resultante se lavó con 300 ml de agua purificada (dividida en tres partes). La capa 
orgánica se secó sobre un tamiz molecular. Se retiró el etilacetato mediante destilación a presión reducida. El 
residuo de evaporación se disolvió en 50 ml de MeOH y se añadieron 2 ml de ácido trifluoroacético. La disolución se 15
calentó durante 6 horas bajo reflujo. El disolvente se retiró mediante destilación a presión reducida. El residuo de 
evaporación se disolvió en 50 ml de etilacetato. La disolución se lavó con 150 ml de agua purificada (dividida en tres 
partes). La capa orgánica se secó sobre un tamiz molecular. Se retiró el etilacetato mediante destilación a presión 
reducida. 

m = 0,43 g (65 % teoría)20

RMN de 1H  (DMSO, ppm) δ: 1,77 (m, 2 H, β-CH - ácido butanóico); 2,20 (t, 2 H, -CH2-CO-); 2,73 (m, 2 H, -CH2-In); 
2,81 (m, 2 H, -CH2-NH2); 3,30 (m, 2 H, -CH2-NH-CO-); 6,60 (d, 1 H, C6-arom.); 6,82 (s, 1 H, C4-arom.); 7,03 (s, 1 H, 
C2-arom.); 7,13 (d, 1 H, C7-arom.).

RMN de 13C (DMSO, ppm) 8: 23 (β-C- ácido butanóico); 25 (t, 2 H, -C-CO-); 32 (-C-NH2); 39 (CH2-In); 60 (-C-NH-
CO-); 102 (C4 arom.); 110 (C6 arom.); 111 (C7 arom.); 111 (C3 arom.); 123 (C2 arom.); 127 (C7 - C- NH- arom.); 25
131 (C4-C-C3- arom.); 150 (C5 arom.); 171 (-CO-). 

Ejemplo 1.5: Síntesis de 6-amino-N-[2-(5-hidroxi-1H-indol-3-il) etil] hexanamida (intermedio espaciador - ligando (V))

Se disolvió ácido 6-[(terc-butoxicarbonil) amino] hexanóico (1,00 g, 4,3 mmol) en 50 ml de N,N-dimetilformamida
(DMF). A la disolución de ácido se añadió 1,1’-carbodiimidazol (0,70 g, 4,3 mmol). La mezcla se calentó a 50°C 
durante sesenta minutos. A continuación, se lavó el recipiente de reacción con un gas inerte. Se añadió una 30
disolución de hidrocloruro de 5-hidroxi-triptamina (0,91 g, 4,3 mmol) y trietilamina (0,68 ml, 49 mmol) en 25 ml de
DMF a la mezcla de reacción. La mezcla se calentó además durante otras 2 horas. La mezcla se diluyó añadiendo 
etilacetato (100 ml). La disolución resultante se lavó con 300 ml de agua purificada (dividida en tres partes). La capa 
orgánica se secó sobre un tamiz molecular. Se retiró el etilacetato mediante destilación a presión reducida. El 
residuo de evaporación se disolvió en 50 ml de MeOH y se añadieron 2 ml de ácido trifluoroacético. La disolución se 35
calentó durante 6 horas bajo reflujo. El disolvente se retiró mediante destilación a presión reducida. El residuo de 
evaporación se disolvió en 50 ml of etilacetato. La disolución se lavó con 150 ml de agua purificada (dividida en tres 
partes). La capa orgánica se secó sobre un tamiz molecular. Se retiró el etilacetato mediante destilación a presión 
reducida. 

m = 0,75 g (60 % teoría)40

RMN de 1H: (DMSO, ppm) δ: 1,17 (m, 2 H, γ-CH2-ácido hexanóico); 1,48 (m, 2 H, β-CH2-ácido hexanóico); 1,58 (m, 
2 H, δ-CH2-ácido hexanóico); 2,17 (t, 2 H, -CH2-CO-); 2,73 (m, 2 H, -CH2-In); 2,91 (m, 2 H, -CH2-NH2); 3,42 (m, 2 H, -
CH2-NH-CO-); 6,60 (d, 1 H, C6-arom.); 6,82 (s, 1 H, C4-arom.); 7,03 (s, 1 H, C2-arom.); 7,13 (d, 1 H, C7-arom.).

RMN de 13C: (DMSO, ppm) δ: 24 (γ-C-ácido hexanóico); 26 (δ-C-ácido hexanóico); 33 (β-C-ácido hexanóico); 35 (-C-
CO-); 39 (-C-NH2); 40 (C-In); 63 (-C-NH-CO-);102 (C4 arom.); 110 (C6 arom.); 111 (C7 arom.); 111 (C3 arom.); 123 45
(C2 arom.); 127 (C7 - C- NH- arom.); 131 (C4-C-C3- arom.); 150 (C5 arom.); 171 (-CO-).

Ejemplo 1.6: Preparación de ácido 2-[(6-aminohexanoil) amino]-3-(5-hidroxi-1H-indol-3-il)-propanóico (intermedio
espaciador - ligando VI)

Se disolvió ácido 6-[(terc-butoxicarbonil) amino] hexanóico (0,50 g, 2,2 mmol) en 50 ml de tetrahidrofurano (THF). A
la disolución de ácido se añadió 1,1'-carbodiimidazol (0,35 g, 2,2 mmol). La mezcla se calentó a 50°C durante 50
sesenta minutos. A continuación, se lavó el recipiente de reacción con un gas inerte. Se añadió 5-hidroxitriptofano
(0,48 g, 2,2 mmol) a la mezcla de reacción. La mezcla se calentó además durante otras 2 horas. La mezcla se diluyó 
añadiendo etilacetato (100 ml). La disolución resultante se lavó con 300 ml agua purificada (dividida en tres partes). 
La capa orgánica se secó sobre un tamiz molecular. Se retiró el etilacetato mediante destilación a presión reducida. 
El residuo de evaporación se disolvió en 50 ml de MeOH y se añadieron 2 ml de ácido trifluoroacético. La disolución55
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se calentó durante 6 horas bajo reflujo. El disolvente se retiró mediante destilación a presión reducida. El residuo de 
evaporación se disolvió en 50 ml de etilacetato. La disolución se lavó con 150 ml agua purificada (dividida en tres 
partes). La capa orgánica se secó sobre un tamiz molecular. Se retiró el etilacetato mediante destilación a presión 
reducida. 

m = 0,62 g (85 % teoría)5

RMN de 1H: (DMSO, ppm) δ: 1,17 (m, 2 H, γ-CH2-ácido hexanóico); 1,48 (m, 2 H, β-CH2-ácido hexanóico); 1,58 (m, 
2 H, δ-CH2-ácido hexanóico); 2,19 (t, 2 H, -CH2-CO-); 2,51 (m, 2 H, -CH2-In); 2,90 (m, 2 H, -CH2-NH2); 3,81 (m, 2 H, -
CH2-NH-CO-); (m, 2 H, -CH2-NH-CO-); 6,61 (d, 1 H, C6-arom.); 6,95 (s, 1 H, C4-arom.); 7,02 (s, 1 H, C2-arom.); 7,13 
(d, 1 H, C7-arom.).

RMN de 13C (DMSO, ppm) δ: 24 (γ-C-ácido hexanóico); 26 (δ-C-ácido hexanóico); 33 (β-C-ácido hexanóico); 35 (-C-10
CO-); 39 (-C-NH2); 40 (C-Ph); 55 (-C-NH-CO-); 102 (C4 arom.); 110 (C6 arom.); 111 (C7 arom.); 111 (C3 arom.); 123 
(C2 arom.); 127 (C7 - C- NH- arom.); 131 (C4-C-C3- arom.); 150 (C5 arom.); 171 (-CO-).

Ejemplo 1.7: Preparación de derivado de aldehído (HA-CHO) – procedimiento general (VII)

Se disolvió hialuronano (10,00 g, Mw, = 2 MDa) en 750 ml de una disolución de Na2HP04 . 12 H20 al 2,5% (w/w). La 
disolución se enfrió a 5°C. A la disolución resultante se añadieron 2,60 g de NaBr y 0,05 g de 4-acetamido-2,2,6,6-15
tetrametilpiperidin-1-oxilo. Después de una exhaustiva homogenización de la disolución, se añadieron 3 ml de una
disolución de NaCIO (10-15 % de Cl2 disponible) a la mezcla de reacción. La reacción prosiguió mientras se removía 
continuamente durante 15 min. La reacción se enfrió mediante la adición de 100 ml de una disolución de propan-2-ol
al 40%. El producto se purificó mediante ultrafiltración y se aisló mediante precipitación por propan- 2-ol.

IR (KBr): 3.417, 2.886, 2.152, 1.659, 1.620, 1.550, 1.412, 1.378, 1.323, 1.236, 1.204, 1.154, 1.078, 1.038, 945 ,893 20
cm-1.

RMN de 1H (D2O) δ: 2,01 (s, 3 H, CH3-), 3,37 – 3,93 (m, cuerpo de hialuronano), 4,46 (s, 1H, anómero), 4,54 (s, 1 H 
anómero, -O-CH(OH)-), 5,27 (geminal glicol -CH-(OH)2).

Ejemplo 1.8: Síntesis de derivado de tiramina (VIII) 

Se disolvió derivado aldehídico de HA (VII) (5,00 g) en 500 ml de agua desmineralizada. El pH de la disolución se 25
ajustó en 3 por medio de ácido acético. A continuación, se añadió tiramina en forma de una disolución en 100 ml de 
propan-2-ol al 40% a la mezcla de reacción (1,70 g). La mezcla se agitó posteriormente durante 1 hora a 
temperatura ambiente. A continuación, se añadió una disolución de complejo picolin-borano (0,50 g) en 50 ml de
propan-2-ol al 40% a la mezcla. La mezcla de reacción se agitó luego durante 12 horas a temperatura ambiente. Se 
retiraron las sustancias de lastre de bajo peso molecular del producto mediante ultrafiltración. El producto se obtuvo 30
mediante precipitación por propan-2-ol. El precipitado fue privado de humedad y propan-2-ol residual secando en un 
secador de aire caliente (40°C, 3 días).

IR (KBr):: 3.400, 2.893, 2.148, 1.660, 1.620, 1.549, 1.412, 1.378, 1.323, 1.236, 1.204, 1.154, 1.078, 1.038, 945, 893 
cm-1.

RMN de 1H (D2O) δ: 2,01 (s, 3 H, CH3-), 2,66 – 2,77 (m, 4 H, -CH2-CH2-NH-), 3,00 (s, 1H, H-CH-NH-), 3,37 – 3,93 35
(m, cuerpo de hialuronano), 4,46 (s, 1H, anómero), 4,54 (s, 1H anómero, -O-CH(OH)-), 6,59 (d, 2H, arom.), 7.04 (d, 
2H, arom.).

Ejemplo 1.9: Preparación derivado tiraminado de HA con un espaciador C6 (IX)

Se disolvió derivado aldehídico de HA (VII) (5.00 g) en 500 ml de agua desmineralizada. El pH de la disolución se 
ajustó en 3 por medio de ácido acético. A continuación, se añadió 6-amino-N-[2-(4- hidroxifenil) etil] hexanamida40
(intermedio (I)) (0,625 g, 2,5 mmol) a la disolución de HA-CHO. La mezcla se agitó durante 2 horas a temperatura 
ambiente. A continuación, se añadió el complejo picolin-borano (0,270 g, 2,5 mmol) a la mezcla de reacción. La 
mezcla se agitó además durante 12 horas a temperatura ambiente. El producto se purificó mediante ultrafiltración y
se aisló del residuo retenido mediante precipitación por propan-2-ol. El precipitado fue privado de humedad y
propan-2-ol residual secando en un secador de aire caliente (40°C, 3 días).45

IR (KBr):: 3.425, 2.893, 2.148, 1.660, 1.620, 1.549, 1.412, 1.378, 1.323, 1.236, 1.204, 1.154, 1.078, 1.038, 945 ,893 
cm-1.

RMN de 1H (D2O) δ: 1,25 (t, 2 H, γ -CH2-ácido aminohexanóico), 1,48 (m, 2 H, δ -CH2-ácido aminohexanóico) 1,51 
(m, 2 H, β -CH2-ácido aminohexanóico), 2,01 (s, 3 H, CH3-), 2,65 (m, 2H, Ph-CH2-), 2,73 (m, 2H, ε-CH2-ácido
aminohexanóico), 3,37 – 3,93 (m, cuerpo de hialuronano), 4,46 (s, 1H, anómero), 4,54 (s, 1H, anómero, -O-CH(OH)-50
), 6,59 (d, 2H, arom.), 7,01 (d, 2H. arom.). 

Ejemplo 1.10: Preparación de derivado de HA con un espaciador C4 y 5-hidroxi-triptamina (X)
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Se disolvieron derivado aldehídico de HA (VII) (3,00 g) y Na2HPO4 . 12 H2O (7,50 g) en 300 ml de agua 
desmineralizada. A continuación, se añadió 4-amino-N-[2-(5 -hidroxi-1H-indol-3-il) etil] butanamida (0,40 g, 1,5 
mmol) - (intermedio (IV)) a la disolución de HA-CHO. La mezcla se agitó durante 2 horas a temperatura ambiente. A 
continuación, se añadió el complejo picolin-borano (0,16 g, 1,5 mmol) a la mezcla de reacción. La mezcla se agitó 
posteriormente durante 12 horas a temperatura ambiente. El producto se purificó mediante ultrafiltración y se aisló 5
del residuo retenido mediante precipitación por propan-2-ol. El precipitado fue privado de humedad y propan-2-ol
residual secando en un secador de aire caliente (40°C, 3 días).

IR (KBr): 3.400, 2.893, 2.148, 1.660, 1.620, 1.549, 1.412, 1.378, 1.323, 1.236, 1.204, 1.154, 1.078, 1.038, 945 ,893 
cm-1.

RMN de 1H (D2O) δ: 1,73 (m, 2 H, β -CH2-ácido aminobutanóico), 2,01 (s, 3 H, CH3), 2,60 (m, 2H, γ -CH2- ácido10
aminobutanóico), 2,93 (m, 2H, Ind-CH2-), 3,37 – 3,93 (m, cuerpo de hialuronano), 4,46 (s, 1H, anómero), 4,54 (s, 1H 
anómero,, -O-CH(OH)-), 6,85 (d, 1H, arom.), 7,09 (s, 1H. arom.), 7,21 (s, 1H. arom.), 7,40 (s, 1H. arom.).

Ejemplo 1.11: Preparación de derivado de HA tiraminado con un espaciador C4 (XI)

Se disolvió derivado aldehídico de HA (VII) (3.50 g) en 350 ml of agua desmineralizada. El pH de la disolución se 
ajustó en 3 por medio de ácido acético. A continuación, se añadió 4-amino-N-[2-(4- hidroxifenil) etil] butanamida15
(0,40 g, 1,8 mmol) - (intermedio (II)) a la disolución de HA-CHO. La mezcla se agitó durante 2 horas a temperatura 
ambiente. A continuación, se añadió el complejo picolin-borano (0,19 g, 1,8 mmol) a la mezcla de reacción. La 
mezcla se agitó posteriormente durante 12 horas a temperatura ambiente. El producto se purificó mediante
ultrafiltration y se aisló del residuo retenido mediante precipitación por propan-2-ol. El precipitado fue privado de 
humedad y propan-2-ol residual secando en un secador de aire caliente (40°C, 3 días).20

IR (KBr): 3.425, 2.893, 2.148, 1.660, 1.620, 1.549, 1.412, 1.378, 1.323, 1.236, 1.204, 1.154, 1.078, 1.038, 945 ,893 
cm-1.

RMN de 1H (D2O) δ: 1,25 (t, 2 H, γ -CH2-ácido aminohexanóico), 1,48 (m, 2 H, δ -CH2-ácido aminohexanóico) 1,51 
(m, 2 H, β-CH2-ácido aminohexanóico), 2,01 (s, 3 H, CH3-), 2,65 (m, 2H, Ph-CH2-), 2,73 (m, 2H, ε-CH2- H2-ácido 
aminohexanóico), 3,37 – 3,93 (m, cuerpo de hialuronano), 4,46 (s, 1H, anómero), 4,54 (s, 1H anómero, -O-CH(OH)-25
), 6,59 (d, 2H, arom.), 7,01 (d, 2H. arom.).

Ejemplo 1.12: Preparación de derivado de HA tiraminado con un espaciador C8 (XII)

Se disolvió derivado aldehídico de HA (VII) (2,90 g) en 300 ml de agua desmineralizada. El pH de la disolución se 
ajustó en 3 por medio de ácido acético. A continuación, se añadió 8-amino-N-[2-(4- hidroxifenil) etil] octanamida
(0,40 g, 1,4 mmol) - (intermedio (III)) a la disolución de HA-CHO. La mezcla se agitó durante 2 horas a temperatura 30
ambiente. A continuación, se añadió el complejo picolin-borano (0,15 g, 1,4 mmol) a la mezcla de reacción. La 
mezcla se agitó posteriormente durante 12 horas a temperatura ambiente. El producto se purificó mediante
ultrafiltración y se aisló del residuo retenido mediante precipitación por propan-2-ol. El precipitado fue privado de 
humedad y propan-2-ol residual secando en un secador de aire caliente (40°C, 3 días).

IR (KBr): 3.425, 2.893, 2.148, 1.660, 1.620, 1.549, 1.412, 1.378, 1.323, 1.236, 1.204, 1.154, 1.078, 1.038, 945 ,893 35
cm-1.

RMN de 1H (D2O) δ: 1,16-1,34 (m, 6 H, C4 az C6 -CH2-ácido octanóico); 1,56 – 1,44 (m, 4 H, ácido octanóico C3 a 
C7); 2,01 (s, 3 H, CH3-), 2,58 (m, 2 H, -CH2-Ar); 2,78 (m, 2 H, -CH2-NH-), 3,37 – 3,93 (m, cuerpo de hialuronano), 
4,46 (s, 1H, anómero), 4,54 (s, 1H anómero., -O-CH(OH)-), 6,59 (d, 2H, arom.), 7.01 (d, 2H. arom.).

Ejemplo 1.13 : Preparación de derivado de HA con un espaciador C6 y 5-hidroxi-triptamina (XIII)40

Se disolvieron derivado aldehídico de HA (VII) (5,00 g) y Na2HP04 . 12 H20 (12,5 g) en 500 ml de agua 
desmineralizada. A continuación, se añadió 6-amino-N-[2-(5-hidroxi-1H-indol-3-il) etil] hexanamida (0,73 g, 2,5 mmol) 
- (intermedio (V)) a la disolución de HA-CHO. La mezcla se agitó durante 2 horas a temperatura ambiente. A 
continuación, se añadió el complejo picolin-borano (0,27 g, 2,5 mmol) a la mezcla de reacción. La mezcla se agitó 
posteriormente durante 12 horas a temperatura ambiente. El producto se purificó mediante ultrafiltración y se aisló 45
del residuo retenido mediante precipitación por propan-2-ol. El precipitado fue privado de humedad y propan-2-ol 
residual secando en un secador de aire caliente (40°C, 3 días).

IR (KBr): 3.400, 2.893, 2.148, 1.660, 1.620, 1.549, 1.412, 1.378, 1.323, 1.236, 1.204, 1.154, 1.078, 1.038, 945 ,893 
cm-1.

RMN de 1H (D2O) δ: 1,25 (t, 2 H, γ -CH2-ácido aminohexanóico), 1,48 (m, 2 H, 8-CH2-ácido aminohexanóico) 1,51 50
(m, 2 H, δ-CH2-ácido aminohexanóico), 2,01 (s, 3 H, CH3-), 2,65 (m, 2H, Ph-CH2-), 2,73 (m, 2H, ε-CH2-ácido
aminohexanóico), 3,37 – 3,93 (m, cuerpo de hialuronano), 4,46 (s, 1H, anómero), 4,54 (s, 1H anómero, -O-CH(OH)-
), 6,85 (d, 1H, arom.), 7,09 (s, 1H. arom.), 7,21 (s, 1H. arom.), 7,40 (s, 1H. arom.).
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Ejemplo 1.14 : Preparación de derivado de HA con un espaciador C6 y 5-hidroxi-triptofano (XIV)

Se disolvieron derivado aldehídico de HA (VII) (3,50 g) y Na2HP04 . 12 H20 (8,75 g) en 350 ml de agua 
desmineralizada. A continuación, se añadió ácido 2-[(6-aminohexanoil)amino]-3-(5-hidroxi-1H-indol-3-il) propanóico
(0,60 g, 1,8 mmol) - (intermedio (VI)) a la disolución de HA-CHO. La mezcla se agitó durante 2 horas a temperatura 
ambiente. A continuación, se añadió el complejo picolin-borano (0,19 g, 1,8 mmol) a la mezcla de reacción. La 5
mezcla se agitó posteriormente durante 12 horas a temperatura ambiente. El producto se purificó mediante
ultrafiltración y se aisló del residuo retenido mediante precipitación por propan-2-ol. El precipitado fue privado de 
humedad y propan-2-ol residual secando en un secador de aire caliente (40°C, 3 días).

IR (KBr): 3.400, 2.893, 2.148, 1.660, 1.620, 1.549, 1.412, 1.378, 1.323, 1.236, 1.204, 1.154, 1.078, 1.038, 945 ,893 
cm-1.10

RMN de 1H (D2O) δ: 1,25 (t, 2 H, γ -CH2-ácido aminohexanóico), 1,48 (m, 2 H, δ -CH2-ácido aminohexanóico) 1,51 
(m, 2 H, β-CH2-ácido aminohexanóico), 2,01 (s, 3 H, CH3-), 2,65 (m, 2H, Ph-CH2-), 2,73 (m, 2H, ε-CH2-ácido
aminohexanóico), 3,37 – 3,93 (m, cuerpo de hialuronano), 4,46 (s, 1H, anómero,), 4,54 (s, 1H anómero, -O-CH(OH)-
), 6,85 (d, 1H, arom.), 7,09 (s, 1H. arom.), 7,21 (s, 1H. arom.), 7,40 (s, 1H. arom.).

Ejemplo 1.15 : Procedimiento general de la preparación del hidrogel basado en derivado de HA con un espaciador y15
5-hidroxitriptofano y basado en un derivado de tiramina

El derivado de HA seleccionado se disolvió en 0,1 M PBS pH 7,4. La cantidad de derivado se elige según la
concentración deseada. Se añadió la cantidad deseada de la enzima a la disolución del derivado. Después de una 
homogenización exhaustiva se añadió una disolución de peróxido de hidrógeno diluida. La mezcla se homogeneizó 
de nuevo y se formó un gel transparente.20

Ejemplo 1.16: Preparación del hidrogel basado en derivado de tiramina 

Se disolvieron de 40 a 60 mg (según la concentración deseada de la disolución polimérica) del derivado de HA 
preparado según el ejemplo 1.8 (VIII), en 2 ml de 0,1 M PBS con un pH de 7,4. A continuación, se añadieron 20 µl 
de la disolución de la enzima HRP (24 mg de la enzima HRP disueltos en 1 ml de 0,1 M PBS o pH 7,4) a la 
disolución del derivado. Después de una homogenización exhaustiva se añadieron 100 μl de la disolución de25
H2O2 (33 μl de H2O2 al 30% disuelto en 10 ml de 0,1 M PBS con un pH de 7,4). La mezcla se homogenizó y se formó 
un gel transparente.

Ejemplo 1.17 Preparación del hidrogel basado en el derivado tiraminado de HA con un espaciador 

Se disolvieron de 40 - 60 mg (según la concentración deseada de la disolución polimérica) del derivado de HA 
preparado según los ejemplos 1.9 (IX), 1.11 (XI) o 1.12 (XII), en 2 ml de 0,1 M PBS con pH de 7,4. Se añadieron 10 30
µl de la disolución de la enzima HRP (2,4 mg de la enzima HRP disuelta en 1 ml de 0,1 M PBS con un pH de 7,4) a
la disolución del derivado. Después de una homogenización exhaustiva se añadieron 100 μl de la disolución de
H2O2 (33 μl de H2O2 al 30% disuelto en 10 ml de 0,1 M PBS con un pH de 7,4). La mezcla se homogenizó y se formó 
un gel transparente.

2. Diferencias en las propiedades del hidrogel35

Ejemplo 2.1 : Diferencia en las propiedades mecánicas de los hidrogeles dependiendo del tipo de derivado de HA 
usado y la cantidad de la enzima añadida

Se prepararon muestras de hidrogeles a partir de los derivados VIII (tiramina, sin el espaciador incorporado), IX, XI y
XII (con un espaciador incorporado) según los ejemplos 1.16 o 1.17, dependiendo del tipo de derivado usado. Las 
muestras, después de una homogenización exhaustiva, se dejaron madurar durante 120 minutos a temperatura 40
ambiente. Los análogos de los derivados usados para la preparación de los hidrogeles comparados siempre tuvieron 
un peso molecular y un grado de sustitución comparables. Todas las muestras tenían las mismas dimensiones y se 
sometieron a ensayo en condiciones de laboratorio constantes (temperatura, presión, humedad).

Se midió el módulo de elasticidad de Young en compresión, tenacidad, resistencia a la compresión y la
correspondiente deformación para cada muestra; y se midieron el módulo de cizalla y el ángulo perdido para 45
determinar las propiedades viscoelásticas de las muestras.

Los resultados obtenidos implican claramente que la introducción del espaciador flexible entre el ligando y la cadena 
de hialuronano básica produce una mayor elasticidad, tenacidad y resistencia de los hidrogeles basados en dichos 
derivados, comparados con los hidrogeles basados en derivados de hialuronano análogos sin ningún espaciador.

La Tabla 1 muestra la comparación de las propiedades mecánicas del hidrogel dependiendo del tipo de derivado50
usado para la preparación del mismo. La concentración (%) significa la concentración del polímero en la disolución a 
partir de la cual se preparó el hidrogel, el grado de sustitución (%) indica el grado de sustitución por el ligando 
reactivo / reticulante, es decir, el número de los ligandos unidos por 100 de las unidades estructurales del polímero, 
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donde en el caso de HA la unidad estructural del polímero es disacárido (o dímero) de glicosamina + ácido 
glucurónico.
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14. Gilabert, M. A.; Phenoll, L. G.; Garcia-Molina, F.; Garcia-Ruiz, P. A.; Tudela, J.; Garcia-Canovas, F.; Rodriguez-10
Lopez, J. N., Stereospecificity of horseradish peroxidase. Biol Chem 2004, 385 (12), pp. 1177-84.

15. Uyama, H.; Kobayashi, S., Enzymatic Synthesis of Polyphenols. Current Organic Chemistry 2003, 7, p. 1387.
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REIVINDICACIONES

1. Derivado basado en ácido hialurónico según la fórmula general (I)

donde Ar es fenilo y R1 es etileno, o Ar es indolo y R1 es etileno, o Ar es indolo y R1 es carboxietileno, y donde R2 es 
un alquilo que tiene de 3 to 7 átomos de carbono, y donde n está dentro del intervalo de 1 a 7.500.5

2. Un método de preparación del derivado definido por la fórmula general (I), caracterizado porque primero se 
prepara un derivado aldehídico de ácido hialurónico, según la fórmula (II),

donde el derivado de aldehído se prepara usando el sistema de oxidación 4-acetamido-TEMPO/NaClO en un medio 
prótico y tiene el grado de sustitución de 5 - 15% y el peso molecular dentro del intervalo 10.000 g/mol a 2.000.000 10
g/mol,

a continuación, se prepara el compuesto de forma separada según la fórmula general (III) 

donde Ar es fenilo y R1 es etileno, o Ar es indolo y R1 es etileno, o Ar es indolo y R1 es carboxietileno, y donde R2 es 
un alquilo que tiene de 3 a 7 átomos de carbono, y donde n está dentro del intervalo de 1 a 7.500, en donde el 15
compuesto según la fórmula general (III) se prepara por la reacción de un precursor espaciador según la fórmula (IV)

donde Z es un grupo protector que se usa comúnmente para la protección de un grupo amino primario, siendo el
ligando según la fórmula (V)

20

en un medio aprótico a una temperatura en el intervalo de 40°C a 150°C, durante 1 a 24 horas, en presencia de un
agente que activa los grupos funcionales carboxilo,

dando lugar al compuesto según la fórmula general (VI)
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a partir del cual se prepara el compuesto según la fórmula general (III) retirando el grupo protector Z, y a 
continuación se hace reaccionar el derivado aldehídico de ácido hialurónico según la fórmula (II) con el compuesto
según la fórmula general (III) a un pH dentro del intervalo de 3 a 8, a temperatura ambiente durante 1 a 72 horas, en 
presencia del complejo picolin-borano dando lugar al derivado según la fórmula (I).

3. El método de preparación según la reivindicación 2, caracterizado porque el ligando según la fórmula general (V) 5
se selecciona del grupo que comprende tiramina, serotonina y 5-hidroxitriptofano.

4. El método de preparación según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 3, caracterizado porque el compuesto
según la fórmula general (IV), es decir, el precursor espaciador, se selecciona del grupo de aminoácidos que 
comprende los derivados de ácidos ω-[(terc-butoxicarbonil) amino] carboxílicos, donde R2 es un alquilo que tiene de
3 to 7 átomos de carbono.10

5. El método de preparación según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, caracterizado porque la reacción del 
precursor espaciador con el ligando tiene lugar en un medio de THF o DMF, a la temperatura de 50°C, durante 2 a 6 
horas, en presencia de 1,1’, -carbodiimidazol.

6. El método de preparación según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, caracterizado porque la retirada del 
grupo protector Z se realiza por medio de ácido trifluoroacético o ácido clorhídrico.15

7. Hidrogel basado en el derivado reticulado según la fórmula general (I)

donde Ar es fenilo y R1 es etileno, o Ar es indolo y R1 es etileno, o Ar es indolo y R1 es carboxietileno, y donde R2 es 
un alquilo que tiene de 3 to 7 átomos de carbono, y donde n está dentro del intervalo de 1 a 7.500.

8. Un método de producción del hidrogel definido en la reivindicación 7, caracterizado porque el derivado según la 20
fórmula general (I) se trata con un generador de radicales fenoxi reactivos a un pH en el intervalo de 4 a 10.

9. El método de producción según la reivindicación 8, caracterizado porque el generador de radicales fenoxi
reactivos se selecciona del grupo que comprende el sistema de peroxidasa de rábano picante y la fuente de
radicales hidroxilo, donde la fuente de radicales hidroxilo puede ser una disolución de peróxido de hidrógeno en 
agua, o el sistema de oxidasa-oxígeno-sustrato, por ejemplo, galactosa oxidasa - galactosa o glucosa oxidasa -25
glucosa.

10. Un uso del hidrogel definido en la reivindicación 7 para la producción de preparaciones para cosméticos, 
medicina o medicina regenerativa.

11. El uso según la reivindicación 10 donde las preparaciones comprenden apósitos para curar heridas, barreras
biodegradable que impiden la formación de coalescencias post-cirugía, preparaciones para el aumento de tejidos 30
blandos, rellenos de defectos de tejido, matrices para la ingeniería de tejidos.

12. El uso según la reivindicación 10, donde las preparaciones comprenden matrices sembradas o no sembradas 
para el tratamiento de defectos de cartílago articular  y defectos de huesos.
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