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DESCRIPCION
Método de produccion de derivados de acido hialurénico
Campo técnico
La presente invencion se refiere a un método de produccion de derivados de polisacarido.
Antecedentes de la técnica

Existen polisacaridos diversos segun los tipos de sus monosacaridos constituyentes. Los polisacaridos tienen
diversos pesos moleculares, propiedades y funciones fisiolégicas y son el objetivo popular de intensas
investigaciones.

Tal como se conoce en la técnica, el acoplamiento de un compuesto que tiene un grupo funcional que puede
condensarse con un grupo carboxilo con el de acido hialurénico, que se conoce como polisacarido de alto peso
molecular, disminuye la hidrofilicidad del derivado de acido hialurénico resultante y provoca el problema de
solubilidad escasa o incluso insolubilidad.

Una técnica conocida de manera convencional para el acoplamiento de grupo funcional nucledfilo, que puede unirse
a carboxilo y grupo carboxilo de acido hialurénico usa carbodiimida soluble en agua (CSA) para permitir que
reaccione el acido hialurénico con el grupo amino en un disolvente acuoso (documentos JP 2004-018750 y
WO02005/085294). Esta técnica se denomina mas adelante en el presente documento el método de CSA. El
derivado de acido hialurénico obtenido mediante el método de CSA tiene el problema de la solubilidad escasa o
insolubilidad. Segun la descripcion en el documento JP 2004-018750, cuando la tasa del compuesto introducido por
unidad de disacarido de &cido hialurénico (grado de sustitucion) es de no menos del 0,05%, el derivado de acido
hialurénico aislado puede ser insoluble en disolventes acuosos neutros. Cuando el grado de sustitucion es de no
menos del 5%, el derivado de acido hialurénico aislado es insoluble en disolventes acuosos.

Para este problema de insolubilidad, el método de produccién propuesto en el documento JP 2004-018750 afiade
una base a la disolucién de reaccién después de la reaccién de condensacion del acido hialurénico. Este tratamiento
alcalino permite que el compuesto obtenido mediante el método de CSA pueda disolverse en un disolvente acuoso
neutro. El documento W02005/085294 también adopta esta etapa de tratamiento alcalino del documento JP 2004-
018750 para preparar una disolucién acuosa neutra del derivado de acido hialurénico resultante. Concretamente, los
documentos JP 2004-018750 y W0O2005/085294 adoptan el procedimiento de preparacion en dos etapas que
incluye la etapa de reaccion de condensacion mediante el método de CSA y la etapa de tratamiento alcalino para
preparar un derivado de acido hialurénico que es soluble en un disolvente acuoso.

Tal como se describe en el documento JP 2004-018750, se espera que el derivado de acido hialurénico preparado
mediante el método de CSA convencional tenga un cambio en su estructura de orden superior, que puede
observarse como el fendmeno de insolubilidad en el disolvente acuoso neutro. Las condiciones de condensacion del
método de CSA provocan que el derivado de acido hialurénico sea insoluble en la disolucién acuosa neutra. El
tratamiento alcalino después del método de CSA tal como se describe en el documento JP 2004-018750 recupera la
solubilidad del derivado de acido hialurénico. La recuperacion de la solubilidad en agua se le atribuye a un cambio
adicional o a la restauracion de la estructura de orden superior que se ha cambiado por el método de CSA.

La etapa de adicién de base (tratamiento alcalino) descrita en el documento JP 2004-018750 cambia adicionalmente
o restaura la estructura de orden superior que se ha cambiado en el transcurso de la reacciéon de condensacion para
recobrar la alta afinidad que se habia perdido por el disolvente acuoso.

Un agente de condensacion disponible comercialmente cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)4-metilmorfolinio
(DMT-MM) actia para la condensacion de un grupo carboxilo y un grupo funcional nucledfilo, que puede unirse a
carboxilo y se usa principalmente para la sintesis de compuestos de amida mediante condensacion de sustancias de
bajo peso molecular. Segun Tetrahedron 55 (1999) 13159, DMT-MM activa un grupo carboxilo en un disolvente
acuoso y ayuda a formar un enlace amida con un grupo amino a una alta tasa. El documento JP 2005-281372
describe la aplicacion de DMT-MM para formar un enlace amida entre un grupo carboxilo de un derivado de
ciclodextrina con introduccion de grupo carboxilo y un grupo amino de quitosano. Sin embargo, este método de
produccion del documento JP 2005-281372 tiene como objetivo proporcionar un derivado insoluble. No ha habido
ningun informe referente a la aplicacion de DMT-MM para la reaccion de condensacién de un grupo carboxilo de un
polisacarido de alto peso molecular (por ejemplo, acido hialurénico) con un grupo funcional que puede unirse a
carboxilo de un compuesto organico con vistas a la preparacion de un derivado soluble en agua. Tampoco ha habido
ningun informe que describa las propiedades de una disoluciéon acuosa del derivado resultante o el cambio de la
estructura de orden superior del derivado resultante.
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Divulgacion de la invencion

De manera convencional para la reaccién de condensacion, se ha usado un agente de condensacion soluble en
agua (carbodiimida soluble en agua) para formar un enlace quimico entre un grupo carboxilo de un polisacarido y un
grupo funcional de un compuesto organico que puede condensarse con el grupo carboxilo. Sin embargo, el derivado
de polisacarido preparado no es soluble de manera homogénea en un disolvente acuoso neutro. Para aumentar la
solubilidad del producto, se requiere una etapa extra de adicién de una base a la disolucién de reaccion después de
la reaccion de condensacion.

Existen altas demandas de desarrollo de un procedimiento sencillo que permita producir un producto altamente
soluble mediante la reaccién de acoplamiento de un polisacarido que tiene un grupo carboxilo y un compuesto
organico que tiene un grupo funcional que puede condensarse con el grupo carboxilo.

Tal como se mencioné anteriormente, los derivados de polisacarido de la técnica anterior preparados mediante la
reaccion de acido hialurénico u otro polisacarido que tiene un grupo carboxilo y un compuesto organico que tiene un
grupo funcional que puede condensarse con el grupo carboxilo tienen cambios significativos en sus estructuras de
orden superior y no son facilmente solubles en disolventes acuosos neutros.

Los inventores han realizado intensos estudios para resolver este problema de la técnica anterior y disefiar un
método sencillo y eficaz de produccion de derivados de polisacarido. Como resultado de los intensos estudios, los
inventores han encontrado que el uso de un agente de condensacion especifico, en lugar de la CSA como agente de
condensacion usada de manera convencional, produce rapida y eficazmente derivados de polisacarido utiles que
tienen buena solubilidad en disolventes acuosos, y de ese modo completaron la presente invencion.

Por tanto, la presente invencion se refiere a un método sencillo y eficaz de produccion de derivados de polisacarido
de alto peso molecular. Es un objeto de la invenciéon proporcionar un método de produccion de un derivado de
polisacarido que comprende un polisacarido que tiene un grupo carboxilo unido a un compuesto organico que tiene
un grupo funcional que puede condensarse con el grupo carboxilo, que comprende permitir que reaccione el
polisacarido con el compuesto organico mediante el uso de cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-
metilmorfolinio, en el que el polisacarido que tiene un grupo carboxilo es un acido hialurénico que tiene un peso
molecular promedio en peso de 100.000 a 5.000.000, en el que el grado de sustitucién del compuesto organico esta
en el intervalo del 5 al 20% tal como se determina a través de calculos basados en la cantidad de acido hialurénico
determinada mediante la reaccién de carbazol-acido sulfdrico y la cantidad del compuesto organico tal como se
determina mediante espectrofotometria, y en el que el compuesto organico es un compuesto obtenido mediante la
union covalente de un compuesto fotorreactivo o un farmaco antiinflamatorio no esteroideo (AINE) a una sustancia
espaciadora, en el que la sustancia espaciadora tiene la siguiente férmula:

H2N- (CHz), — OH
en la que n representa un numero entero de 2 a 18.

Es un objeto adicional de la invencion proporcionar un método tal como se describidé anteriormente, en el que n
representa un numero entero de 2 a 12.

Es un objeto adicional de la invencién proporcionar un método tal como se describié anteriormente, en el que el
compuesto fotorreactivo se selecciona de acido cinamico o derivados de cinamato.

Es un objeto adicional de la invencién proporcionar un método tal como se describié anteriormente, en el que el
AINE es un diclofenaco.

Es un objeto adicional de la invencién proporcionar un método tal como se describié anteriormente, en el que la
sustancia espaciadora es aminopropanol.

Es un objeto adicional de la invencién proporcionar un método tal como se describié anteriormente, en el que la
sustancia espaciadora es aminoetanol.

Descripcion las realizaciones preferidas
La presente invencion se describe a continuacion en detalle con referencia a algunas realizaciones.

A menos que se especifique de otro modo, un disolvente acuoso que va a usarse en la presente invenciéon puede ser
cualquiera de agua, disoluciones tampoén que contienen agua, disoluciones acuosas y disoluciones tampoén que
contienen sales de metal farmacéuticamente aceptables y agentes de ajuste del pH. Los ejemplos tipicos del
disolvente acuoso incluyen agua destilada para inyeccion, solucién salina tamponada con fosfato y solucion salina
normal. A menos que se especifique de otro modo, el peso molecular del polisacarido se expresa mediante el peso
molecular promedio en peso en la presente invencion.
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La presente invencién proporciona un método novedoso de produccion de derivados de polisacarido, tal como se
define en la reivindicacion 1.

El polisacarido que va a usarse como material de partida en el método de la presente invencién es un polisacarido
que tiene un grupo carboxilo y es un polisacarido que tiene un grupo carboxilo y un peso molecular en el intervalo de
100.000 a 5.000.000. El polisacarido puede ser cualquiera de polisacaridos naturales que se extraen y se aislan de,
por ejemplo, animales, polisacaridos artificiales que se producen por microorganismos modificados genéticamente, y
polisacaridos sintéticos que se producen mediante sintesis quimicas, asi como polisacaridos disponibles
comercialmente. El polisacarido es un acido hialurénico. También se describen derivados carboximetilados
quimicamente de un polimero de hidrato de carbono neutro, tal como carboximetilcelulosa. Los ejemplos especificos
del acido hialurénico incluyen hialuronato de sodio.

El efecto del método de produccién de la invencién, que se describe mas tarde en detalle, la alta solubilidad del
derivado de polisacarido resultante en un disolvente acuoso, es especialmente destacado en un polisacarido que
tiene un alto peso molecular y un contenido relativamente bajo de un sustituyente tal como el grupo sulfato que
potencia la solubilidad en agua del polisacarido. Un acido hialurénico se aprovecha del efecto significativo.

El acido hialurénico es un polimero que tiene una unidad de disacarido de acido D-glucuronico y N-acetil-D-
glucosamina. En la presente descripcion, el acido hialurénico puede ser un acido hialurénico modificado que tiene
una estructura de repeticion de la unidad de disacarido y al menos un grupo carboxilo no modificado. El acido
hialurénico modificado que va a usarse como material de partida en el método de produccion de la invencion es
cualquier acido hialurénico modificado que se derive del acido hialurénico y tenga al menos un grupo carboxilo no
modificado. Un ejemplo tipico es un acido hialurénico modificado que tiene otro compuesto de bajo peso molecular
(por ejemplo, un alcohol, una sustancia farmacolégica, o derivados de cinamato) que se introduce en parte del grupo
carboxilo del acido hialurénico.

El acido hialurénico que va a usarse como material de partida puede ser cualquiera de diversas sales
farmacéuticamente aceptables de acido hialurénico y acido hialurénico modificado.

Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen sales de metal alcalino tales como sal de sodio y sal de potasio y
sales de metal alcalinotérreo tales como sal de magnesio y sal de calcio. Se prefieren las sales de metal alcalino, y
se prefiere particularmente la sal de sodio.

El peso molecular promedio en peso del acido hialurénico que va a usarse como material de partida esta en el
intervalo de 100.000 a 5.000.000, que muestra ser caracteristico de un polimero de polisacarido. El peso molecular
promedio en peso del acido hialurénico esta mas preferiblemente en un intervalo de 500.000 a 3.000.000.

El compuesto organico que tiene un grupo funcional que puede condensarse con un grupo carboxilo es un
compuesto que dona o comparte un electrén a o con un atomo de baja densidad electrénica y, por consiguiente,
puede condensarse con un grupo carboxilo. El grupo funcional es un grupo hidroxilo o un grupo amino. El
compuesto organico que tiene un grupo funcional que puede condensarse con un grupo carboxilo es preferiblemente
un compuesto que tiene al menos un grupo amino. El polisacarido que tiene un grupo carboxilo y el compuesto
organico que tiene el grupo funcional que puede condensarse con el grupo carboxilo se unen preferiblemente entre
si mediante un enlace éster o enlace amida. Se prefiere especialmente la unién a través del enlace amida, que
garantiza altos rendimientos de productos estables mediante reacciones en disolventes que contienen agua.

El compuesto organico que tiene un grupo funcional que puede condensarse con un grupo carboxilo se selecciona
de manera apropiada de diversos compuestos organicos que tienen grupos funcionales que pueden condensarse
con un grupo carboxilo segun el fin y la aplicacion de los derivados de polisacarido resultantes.

El compuesto organico que tiene un grupo funcional que puede condensarse con un grupo carboxilo es un
compuesto obtenido mediante la unién covalente de un compuesto fotorreactivo o un AINE a una sustancia
espaciadora definida anteriormente.

En el caso de preparacion del derivado de polisacarido mediante condensacion de un compuesto fotorreactivo o
AINE y el polisacarido que tiene un grupo carboxilo, el compuesto organico que tiene un grupo funcional que puede
condensarse con un grupo carboxilo se selecciona de manera apropiada segun un efecto farmacéutico deseado o
una actividad fisiolégica deseada y la aplicacion del derivado de polisacarido resultante.

Existe una diversidad de AINE incluyendo AINE de salicilato, AINE de fenamato, AINE de acido arilacético, AINE de
acido propidnico y AINE de oxicam, asi como tiaramida, tolmetina, diflunisal, paracetamol, floctafenina y tinoridina.
Se usan preferiblemente como sustancia farmacoldgica compuestos que tienen una estructura mostrada mediante la
férmula (2):



5

10

15

20

25

30

ES 2 568 660 T3

E;(\COOH

NH

O

Se prefieren especialmente los compuestos mostrados mediante la férmula general (3):

(2)

' S COOH
P

X

(3)

En la formula general (3), R® representa un atomo de hidrégeno o un sustituyente seleccionado de grupos alquilo
inferior y grupos alcoxilo inferior.

R’, R® y R?® representan independientemente un atomo de halégeno, un atomo de hidrogeno o un sustituyente
seleccionado de grupos alquilo inferior, grupos alcoxilo inferior y grupos hidroxilo.

X representa independientemente un atomo de halégeno o un sustituyente seleccionado de grupos alquilo inferior y
grupo trifluorometilo, y al menos uno de X es un atomo de halégeno.

Entre los grupos alquilo inferior y los grupos alcoxilo inferior, se prefieren grupos alquilo inferior y grupos alcoxilo
inferior lineales o ramificados, cualquiera de los cuales tiene de 1 a 12 atomos de carbono, y se prefieren
particularmente grupos alquilo inferior y grupos alcoxilo inferior lineales o ramificados, cualquiera de los cuales tiene
de 1 a 6 atomos de carbono.

R® se une preferiblemente en la posicion 5 del anillo de benceno que tiene un grupo carboximetilo en la posicion 1y
un residuo amino en la posicién 2.

El compuesto mostrado mediante la féormula general (3) incluye, por ejemplo, un compuesto dado a conocer en el
documento W099/11605.

También se prefieren compuestos mostrados mediante la formula general (4):

R10
YO COOH
I =
NH
x1 x2

(4)

En la férmula general (4), R representa un atomo de hidrégeno o un sustituyente seleccionado de grupos alquilo
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inferior y grupos alcoxilo inferior. R' es preferiblemente un atomo de hidrégeno o un sustituyente seleccionado de
grupos alquilo inferior lineales o ramificados que tienen de 1 a 12 atomos de carbono, y es mas especificamente un
atomo de hidrégeno o un sustituyente seleccionado de grupos alquilo inferior que tiene de 1 a 4 atomos de carbono.

X' y X2 representan independientemente un atomo de halégeno o un sustituyente seleccionado de grupos alquilo
inferior y grupo trifluorometilo, y al menos uno de X' y X? es un atomo de halégeno. Ambos de X' y X? son
preferiblemente un atomo de halégeno y son mas preferiblemente o bien un atomo de fldor o bien un atomo de cloro.

Un ejemplo tipico del compuesto mostrado mediante la férmula general (4) es diclofenaco que tiene un atomo de
hidrogeno para R'® y atomos de cloro para ambos de X1 y X2.

El compuesto organico que tiene el grupo funcional que puede condensarse con un grupo carboxilo se obtiene
mediante la unién covalente de un compuesto fotorreactivo, tal como un acido cinamico o un derivado de cinamato,
o un AINE a una sustancia espaciadora que tiene al menos dos grupos funcionales tal como se definieron
anteriormente.

La sustancia espaciadora que tiene al menos dos grupos funcionales tiene al menos un primer grupo funcional que
puede condensarse con un grupo carboxilo (el grupo amino o grupo hidroxilo) y un segundo grupo funcional que
puede condensarse con un grupo funcional del compuesto fotorreactivo o AINE, y por consiguiente el segundo grupo
funcional de la sustancia espaciadora se condensa con el grupo funcional del compuesto fotorreactivo o AINE
mediante un enlace covalente para preparar un compuesto organico que tiene un grupo funcional (el primer grupo
funcional) que puede condensarse con un grupo carboxilo.

Por ejemplo, la sustancia espaciadora que tiene al menos dos grupos funcionales se une con el compuesto
fotorreactivo o AINE que tiene el grupo funcional mediante un enlace éster o enlace amida.

Incluso cuando el compuesto fotorreactivo o AINE no tiene originariamente un grupo funcional que puede
condensarse con un grupo carboxilo, la unién covalente del segundo grupo funcional de la sustancia espaciadora al
grupo funcional del compuesto fotorreactivo o AINE produce un compuesto fotorreactivo o AINE que tiene el grupo
funcional (el primer grupo funcional) que puede condensarse con un grupo carboxilo.

La sustancia espaciadora que tiene al menos dos grupos funcionales se selecciona de manera apropiada segun el
fin y la aplicacién del derivado de polisacarido resultante que va a obtenerse mediante el método de produccion de la
invencion.

La sustancia espaciadora que tiene al menos dos grupos funcionales puede seleccionarse de manera
correspondiente al grupo funcional del AINE descrito anteriormente para formar un compuesto covalente.

El primer grupo funcional de la sustancia espaciadora es un grupo funcional que puede condensarse con un grupo
carboxilo del polisacarido. Una sustancia espaciadora que tiene un grupo carboxilo como segundo grupo funcional
podria unirse a un grupo hidroxilo del AINE o el FARME mediante un enlace éster. Una sustancia espaciadora de la
invencion que tiene un grupo hidroxilo como segundo grupo funcional o una sustancia espaciadora que tiene un
grupo amino como segundo grupo funcional es aplicable para unirse al grupo carboxilo del AINE mediante un enlace
éster o mediante un enlace amida, respectivamente. El enlace de la sustancia espaciadora con la sustancia
farmacologica se selecciona de manera apropiada segun el fin y la aplicacion del producto final que va a obtenerse
mediante el método de produccién de la invencion. El enlace éster se selecciona preferiblemente para la facil
descomposicion del compuesto resultante en un organismo vivo.

El compuesto espaciador que tiene al menos dos grupos funcionales que van a unirse al AINE mencionado
anteriormente es un aminoalcohol mostrado mediante la formula de HzN - (CHz), - OH (n representa un nimero
entero de 2 a 18 o mas preferiblemente un nimero entero de 2 a 12). Ejemplos preferidos son aminoalquil-alcoholes
sustituidos o no sustituidos que tienen de 2 a 12 atomos de carbono. Los ejemplos especificos incluyen aminoalquil-
alcoholes lineales sustituidos y no sustituidos que tienen de 2 a 5 atomos de carbono.

El aminoalcohol también puede usarse como sustancia espaciadora que va a unirse al compuesto fotorreactivo, tal
como acido cinamico o derivado de cinamato.

El agente de condensacion usado en el método de produccion de la presente invenciéon es un compuesto mostrado
mediante la férmula general (1):
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Especificamente, cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio (DMT-M M).
R'y R? representan independientemente un sustituyente seleccionado de grupos alquilo de 1 a 4 atomos de carbono

y grupos arilo de 6 a 8 atomos de carbono; Z  representa un contraanion; y E* representa un grupo organico
mostrado como:

R3

R4 __N +,

RS

R3, R* y R® representan independientemente un grupo organico que tiene al menos un atomo de carbono unido
directamente a un atomo de nitrégeno cuaternario y dos cualesquiera o todos de R3, R* y R® pueden unirse entre si
para formar una estructura ciclica.

En el compuesto mostrado mediante la férmula general (1), cada uno de R' y R? representa un grupo metilo, E*
representa un grupo N-metilmorfolinio y Z- representa un anién de cloro.

El compuesto mostrado mediante la formula general (1) es, por ejemplo, una sal de amonio cuaternario dada a
conocer en el documento WO00/53544.

En el método de produccién de la presente invencion, el agente de condensacion que va a usarse para la reaccion
de condensacion no es necesariamente una sustancia aislada, sino que puede formarse en el sistema de reacciéon
de condensacion. Concretamente, el agente de condensacion que va a usarse en el método de produccion de la
invencion puede ser una sustancia (material de reaccion) que forma el compuesto mostrado mediante la férmula
general (1) en el sistema de reaccién de condensacion.

Las condiciones de reaccion en el método de produccién de la invencién se describen a continuacién, aunque
pueden seleccionarse de manera apropiada por un experto en la técnica para obtener los derivados de polisacarido
deseados.

La cantidad del agente de condensacion que va a usarse para la reaccion de condensacion esta preferiblemente en
un intervalo de 0,0005 a 0,4 equivalentes, mas preferiblemente en un intervalo de 0,001 a 0,3 equivalentes, o
todavia mas preferiblemente en un intervalo de 0,003 a 0,25 equivalentes con respecto a un mol del grupo carboxilo
del polisacarido como material de partida. Cuando se desconoce la pureza del agente de condensacion, por
ejemplo, debido a la presencia de agua de hidratacion, se calcula la pureza del agente de condensacion como el
factor de actividad de condensacion a partir del rendimiento de condensacion de un acido carboxilico de bajo peso
molecular y una amina de bajo peso molecular, y se usa la pureza calculada para la estimacion del nimero de moles
del agente de condensacion por peso unitario.

La cantidad del compuesto organico que tiene un grupo funcional que puede condensarse con un grupo carboxilo no
esta particularmente limitada siempre que la cantidad no sea menor que la cantidad del agente de condensacion que
va a usarse. Cuando el compuesto organico se une al polisacarido por medio de un enlace amida, la cantidad molar
del compuesto organico es preferiblemente igual a la cantidad molar del agente de condensacién para una mejor
eficacia de purificacion.

La temperatura de reaccion esta en un intervalo de 0°C a 60°C, preferiblemente en un intervalo de 4°C a 50°C y mas
preferiblemente en un intervalo de 15°C a 40°C.

El tiempo de reaccion depende de la temperatura de reaccion y la reactividad del grupo funcional que puede
condensarse con un grupo carboxilo. El tiempo de reaccidon no esta particularmente limitado pero puede ser, por
ejemplo, de 3 a 24 horas.
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Los ejemplos disponibles del disolvente para la disolucion de reaccion incluyen agua, disolventes organicos
miscibles en agua y mezclas de disolventes de los mismos. Se usa etanol como disolvente organico miscible en
agua preferible, debido a su baja toxicidad para el cuerpo humano y su aplicabilidad frente a diversas regulaciones.
Los disolventes y su razon de mezclado se determinan de manera apropiada segun la solubilidad del polisacarido
que tiene un grupo carboxilo, tal como acido hialurénico, la eficacia de reaccion y la eficacia de purificacion. En
algunos casos, los disolventes organicos no pueden usarse para la disolucién de reaccion.

El método de CSA convencional usa generalmente 1,4-dioxano y tetrahidrofurano como disolventes organicos para
la disolucion de reaccion. El método de produccion de la presente invencién no usa tales disolventes organicos
toxicos y, por tanto, reduce la toxicidad del disolvente de la disolucién de reaccion.

El derivado de polisacarido preparado mediante el método de produccién de la presente invencién puede purificarse
mediante cualquiera de las técnicas conocidas de manera convencional que pueden aplicarse para la purificacion de
polisacaridos. Se aplican preferiblemente el método de precipitacion con disolvente organico que usa etanol y la
cromatografia en columna de filtracion en gel para la purificacion.

El derivado de polisacarido obtenido mediante el método de produccién de la presente invencion tiene alta
solubilidad en disolventes acuosos neutros.

El derivado de acido hialurénico producido mediante el método de produccién de la presente invencién se compara
con el derivado de acido hialurénico producido mediante el método de CSA convencional. Estos derivados de acido
hialurénico tienen estructuras quimicas similares mediante condensacion de acido hialurénico que tiene un grupo
carboxilo y el compuesto organico que tiene un grupo funcional que puede condensarse con un grupo carboxilo,
pero tienen solubilidades en agua significativamente diferentes. Este hecho sugiere una diferencia notable en las
estructuras de orden superior de estos derivados de acido hialurénico. En condiciones de un grado de sustitucion
idéntico de compuesto organico, el derivado de acido hialurénico preparado mediante el método de produccion de la
presente invencion es altamente soluble en un disolvente acuoso y produce una disolucién transparente y viscosa
sin ninguna sustancia solida visible, mientras que el derivado de acido hialurénico preparado mediante el método de
CSA convencional no es soluble en agua destilada y produce una suspension de materias insolubles. Tal diferencia
entre el derivado de acido hialurénico mediante el método de produccion de la presente invencion y el derivado de
acido hialurénico mediante el método de CSA se encuentra al menos en derivados de acido hialurénico que tienen
un grado de sustitucion del compuesto organico en el intervalo del 5% al 20%, aunque la diferencia puede verse
afectada por la hidrofobicidad del compuesto organico introducido.

El documento JP2004-18750 da a conocer la etapa extra de adicion de una base a la disoluciéon de reaccion,
ademas del procedimiento de produccién del derivado de acido hialurénico mediante el método de CSA
convencional. Segun este documento, el derivado de acido hialurdénico resultante tiene una alta dispersion molecular
en agua. Sin embargo, la dispersion molecular de este derivado de acido hialurénico en agua se disminuye una vez
en el transcurso de o después de la reaccion de condensacion mediante el método de CSA. La dispersién molecular
disminuida sugiere un cambio en la estructura de orden superior del derivado de acido hialurénico resultante. La
adiciéon de la base puede recuperar la dispersion molecular que habia disminuido. Pero esto no significa que el
derivado de acido hialurénico resultante recupere su estructura de orden superior original del acido hialurénico.

Por otra parte, el método de produccion de la presente invenciéon produce el derivado de acido hialurénico sin danar
la estructura de orden superior original del acido hialurénico.

La técnica de la técnica anterior dada a conocer en el documento JP2004-18750 requiere esencialmente la etapa
extra de adicion de una base para cambiar o restaurar la estructura de orden superior del acido hialurénico y
recuperar la solubilidad que habia disminuido del derivado de acido hialurénico en el disolvente acuoso. Por tanto,
se requiere una seleccién cuidadosa de las condiciones apropiadas de tratamiento alcalino para impedir la alteracion
del derivado de acido hialurénico en condiciones basicas. Se recomienda el uso de una cantidad adecuada de una
base inorganica débil en el método del documento JP2004-18750. Por ofra parte, el método de produccion de la
presente invencién no requiere tal selecciéon cuidadosa de las condiciones de reaccién con el fin de impedir la
alteracion del derivado de acido hialurénico, siempre que transcurra en las condiciones de reaccion mencionadas
anteriormente.

En el método de produccién de la presente invencién, también puede realizarse una etapa extra de adicién de una
base a la disolucién de reaccion tal como se da a conocer en el documento JP2004-18750 después de la reaccion
de condensacion con el fin de conferir mayor solubilidad en agua al derivado de polisacarido resultante. En la etapa
extra de adicion de base, puede afiadirse una disolucion acuosa de hidrogenocarbonato de sodio a la disolucion de
reaccion del derivado de polisacarido. En lugar de hidrogenocarbonato de sodio, también puede usarse cualquier
otra base adecuada dada a conocer en el documento JP2004-18750. Por ejemplo, puede usarse una base
inorganica, carbonato de sodio, para hacer que la disolucién de reaccién sea levemente alcalina.

El derivado de acido hialurénico y los demas derivados de polisacarido producidos mediante el método de la

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 568 660 T3

presente invencioén tienen preferiblemente las caracteristicas tal como se describen a continuacion.

La permeabilidad a través de un filtro poroso es un indice tipico de la dispersion molecular o la solubilidad del
derivado de polisacarido en agua. Por ejemplo, se prepara una disolucién acuosa neutra al 1,0% (p/v) del derivado
de acido hialurénico resultante y se hace pasar a través de un filtro poroso. La concentracion de la disolucion acuosa
del derivado de acido hialurénico se mide antes y después de la filtracion. Una disminucion pequefia o ausente en la
concentracion del derivado de acido hialurénico indica la alta solubilidad en agua del derivado de acido hialurénico.
El derivado de polisacarido obtenido mediante el método de produccién de la presente invencién no se adsorbe ni se
retira mediante filtracién de su disolucion acuosa al 1,0% (p/v) a través de un filtro poroso (que tiene un diametro de
poro de 5 um o 0,45 um) y no tiene un cambio significativo en la concentracion antes y después de la filtracion. Tal
como se describe mas adelante en los ejemplos, cuando el grado de sustitucion del compuesto organico no es
mayor de aproximadamente el 14%, el derivado de acido hialuronico resultante tiene una permeabilidad
extremadamente alta a través de un filtro de 0,22 ym de diametro de poro que se usa generalmente para la
esterilizacion por filtracion.

Una disolucion, en la que un soluto se dispersa y disuelve suficientemente en un disolvente, pasa generalmente a
través de un filtro sin un aumento significativo en la concentracion. Ademas de la dispersion molecular y la
solubilidad del derivado de polisacarido, existen otros factores que afectan a la permeabilidad en filtro. Por ejemplo,
cuando el compuesto organico que va a unirse al polisacarido tiene alta hidrofobicidad, la adsorcion inespecifica de
la parte hidrofoba del material de filtro puede disminuir la permeabilidad en filiro con un aumento en el grado de
sustituciéon del compuesto organico.

El método de produccién de la presente invencién puede producir el derivado de polisacarido mientras que se
mantiene la alta hidrofilicidad a lo largo de todo el procedimiento de produccién. Concretamente, el derivado de
acido hialurénico que va a producirse mediante el método de produccién de la presente invencién mantiene la
estructura de orden superior original del acido hialurénico y las caracteristicas derivadas de la estructura de orden
superior. El método de produccién de la presente invencion produce un derivado de acido hialurénico u otro derivado
de polisacarido que tiene no sélo las caracteristicas originales de un polisacarido que tiene un grupo carboxilo sino
también las caracteristicas de un compuesto organico que va a unirse al grupo carboxilo. Cuando una sustancia
fisioldgicamente activa, una sustancia farmacoldgica, o la sustancia fisioldgicamente activa o la sustancia
farmacolodgica que se une con un compuesto espaciador, tal como un alcohol inferior o aminoacido, de manera que
puede descomponerse en condiciones fisioldgicas, se usa como compuesto organico que tiene un grupo funcional
para la sintesis del derivado de polisacarido, el derivado de polisacarido resultante se usa como farmaco de
liberacién sostenida excelente sin perder las caracteristicas del polisacarido.

Por ejemplo, para producir un derivado de polisacarido que es aplicable para tratar la inflamacién y el dolor
acompanados por artropatia, una sustancia unida covalentemente de un AINE como farmaco antiinflamatorio y un
aminoalquil-alcohol (compuesto espaciador) tal como aminoetanol o aminopropanol mediante un enlace éster del
grupo carboxilo del AINE con el grupo hidroxilo del aminoalquil-alcohol se selecciona como compuesto organico que
tiene el grupo funcional que puede condensarse con un grupo carboxilo. Por otro lado, acido hialurénico, que se
aplica generalmente para el tratamiento de artropatia, se selecciona como polisacarido que tiene un grupo carboxilo.
Entonces, el grupo amino del aminoalquil-alcohol se condensa con el grupo carboxilo de acido hialurénico en el
método de produccion de la presente invencién. El derivado de acido hialurénico obtenido mantiene la alta
solubilidad en agua y es facilmente aplicable a un farmaco eficaz para inyeccién u otra aplicacion local. El derivado
de acido hialurdnico tiene un enlace éster que se descompone en un organismo vivo y, por consiguiente, logra las
propiedades de liberacién sostenida del AINE.

Ejemplos

La presente invencion se describe a continuacion en detalle basandose en ejemplos. Sin embargo, el alcance de la
presente invencion no se limita a estos ejemplos.

En todos los ejemplos, se adquirié hialuronato de sodio de Seikagaku Corporation, y se adquirié cloruro de 4-(4,6-
dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)4-metilmorfolinio (DMT-MM) de Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (lote EWRO0514). Se
preparo clorhidrato de aminopropanol-diclofenaco mediante el procedimiento descrito en el ejemplo de referencia 5 y
el ejemplo 38 del documento W0O2005/066214. Se preparo clorhidrato de cinamato de aminopropanol (clorhidrato de
cinamato de 3-aminopropilo) mediante el procedimiento descrito en el ejemplo 1 de la patente japonesa n.° 3343181
y el ejemplo 1 de la patente estadounidense n.° 6.025.444.

<Medicion>
Medicion del grado de sustitucion
En los experimentos a continuacion, se midio el grado de sustitucion mediante espectrofotometria, a menos que se

especifique de otro modo. Especificamente, se determind la cantidad de acido hialurénico en cada disolucién de
muestra mediante la reaccion de carbazol-acido sulfurico, y se determiné la cantidad de cada compuesto introducido
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mediante espectrofotometria, y luego se calcul6 el grado de sustitucion a partir de los dos valores cuantitativos.

Como para la medicién del grupo aminoetanol-diclofenaco, se disolvié cada disolucion de muestra en agua destilada
y se determind la cantidad de diclofenaco a partir de la absorbancia basada en diclofenaco a aproximadamente
280 nm mediante espectrofotometria.

Como para la medicion del grupo cinamato de aminopropanol, se disolvié cada disolucion de muestra en disolucion
acuosa de hidréxido de sodio 0,1 mol/l y se determiné la cantidad del grupo cinamato grupo a partir de la
absorbancia basada en grupo cinamato a aproximadamente 269 nm mediante espectrofotometria.

<Ejemplo de referencia 1>
Sintesis de hialuronato de sodio con introduccién de aminoetanol-diclofenaco

En 22,5 ml de agua/22,5 ml de dioxano, se disolvieron 200 mg de hialuronato de sodio que tenia un peso molecular
promedio en peso de 800.000, y luego se afadieron de manera secuencial 0,450 ml de disolucién acuosa de N-
hidroxisuccinimida (HOSu) 1 mol/l, 0,450 ml de disolucidon acuosa de clorhidrato de carbodiimida soluble en agua
(WSCI-HCI) 0,5 mol/l y 2,25 ml de disolucion de clorhidrato de aminopropanol-diclofenaco 0,1 mol/l (agua: dioxano =
1:1) y se agit6é durante la noche. Se dividi6 la disolucion de reaccion en dos porciones iguales, y se usé una de las
dos porciones para el ejemplo de referencia 1 y se usé la otra porcion para el ejemplo de referencia 2. Después de la
adicioén y disolucion de 0,5 g de cloruro de sodio en la primera porciéon de la disolucion de reaccion, se precipitd la
mezcla afadiendo 100 ml de etanol. Se lavo el precipitado de manera secuencial con etanol al 85% dos veces, con
etanol dos veces y con dietil éter una vez y se secé durante la noche a presion reducida a temperatura ambiente
para dar una porcion de 113,3 mg de un sélido blanco.

<Ejemplo de referencia 2>
Sintesis de hialuronato de sodio con introducciéon de aminoetanol-diclofenaco

A la otra porcion de la disolucion de reaccion preparada en el ejemplo de referencia 1, se le afadieron 1,5 ml de
disolucion acuosa de hidrogenocarbonato de sodio al 5%, seguido por agitacion durante 3,5 horas. Después de
neutralizar la disolucion de reaccion afiadiendo acido acético al 50%, se le afadieron 0,5 g de cloruro de sodio. Se
precipité la mezcla afiadiendo 100 ml de etanol. Se lavo el precipitado de manera secuencial con etanol al 85% dos
veces, con etanol dos veces y con dietil éter una vez y se sec6 durante la noche a presion reducida a temperatura
ambiente para dar una porcién de 111,5 mg de un sdlido blanco. El grado de sustitucion era del 20,6%.

<Ejemplo de referencia 3>
Sintesis de hialuronato de sodio con introducciéon de aminoetanol-diclofenaco

En 15,7 ml de agua/15,7 ml de dioxano, se disolvieron 133 mg de hialuronato de sodio que tenia un peso molecular
promedio en peso de 800.000, y luego se afiadieron de manera secuencial 0,267 ml de disolucién acuosa de HOSu
1 mol/l, 0,267 ml de disolucion acuosa de WSCI-HCI 0,5 mol/l y 0,933 ml de disolucién de clorhidrato de
aminopropanol-diclofenaco 0,143 mol/l (agua: dioxano = 1:1), y se agitdé durante la noche. A la disolucién de
reaccion, se le afiadieron 4 ml de disolucion acuosa de hidrogenocarbonato de sodio al 5%, y se agité durante 3
horas. Después de neutralizar la disolucion de reaccion afiadiendo acido acético al 50%, se le afiadieron 0,67 g de
cloruro de sodio. Se precipité la mezcla afiadiendo 133 ml de etanol. Se lavo el precipitado de manera secuencial
con etanol al 85% dos veces, con etanol dos veces y con dietil éter una vez y se sec6 durante la noche a presion
reducida a temperatura ambiente para dar una porcion de 124,0 mg de un sdlido blanco. El grado de sustitucién era
del 14,3%.

<Ejemplo de referencia 4>

Sintesis de hialuronato de sodio con introduccién de aminoetanol-diclofenaco

En el ejemplo de referencia 4, se obtuvieron 124,0 mg de una sustancia soélida blanca como producto resultante
mediante el mismo procedimiento que el del ejemplo de referencia 3 excepto porque se cambid el tiempo de
agitacion de 3 horas a 1 hora después de la adicion de hidrogenocarbonato de sodio acuoso al 5% a la disolucion de
reaccion.

<Ejemplo 1>

Sintesis de hialuronato de sodio con introducciéon de aminoetanol-diclofenaco

En 10 ml de agua/10 ml de etanol, se disolvieron 100 mg de hialuronato de sodio que tenia un peso molecular
promedio en peso de 800.000 y luego se afiadieron de manera secuencial 0,556 ml de disolucion de clorhidrato de
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aminopropanol-diclofenaco 0,0676 mol/l (agua: etanol=1:1) y 0,800 ml de disolucion de DMT-MM 16,8 mg/ml (agua:
etanol = 1:1), y se agitdé durante la noche. Después de la adicion de 0,5 g de cloruro de sodio a la disolucién de
reaccion, se precipitd la mezcla afiadiendo 100 ml de etanol. Se lavé el precipitado de manera secuencial con etanol
al 85% dos veces, con etanol dos veces y con dietil éter una vez y se sec6 durante la noche a presion reducida a
temperatura ambiente para dar una porcién de 87,6 mg de un sdlido blanco. El grado de sustitucién era del 13,8%.

<Ejemplo 2>
Sintesis de hialuronato de sodio con introducciéon de aminoetanol-diclofenaco

En el ejemplo 2, se obtuvieron 103,5 mg de una sustancia solida blanca como producto resultante mediante el
mismo procedimiento que el del ejemplo de trabajo 1 excepto porque se afiadieron 0,800 ml de disolucion de
clorhidrato de aminopropanol-diclofenaco 0,05 mol/l (agua: etanol = 1:1) y 0,800 ml de disolucién de DMT-MM
22,4 mg/ml (agua: etanol = 1:1) a la disolucion de hialuronato. El grado de sustitucién era del 19,7%.

<Ejemplo 3>
Sintesis de hialuronato de sodio con introducciéon de aminoetanol-diclofenaco

En 30 ml de agua/30 ml de etanol, se disolvieron 300 mg de hialuronato de sodio que tenia un peso molecular
promedio en peso de 80.000, y luego se afiadieron de manera secuencial 1,50 ml disolucién de de clorhidrato de
aminopropanol-diclofenaco 0,0805 mol/l (agua: etanol = 1:1) y 1,50 ml de disolucién de DMT-MM 35,9 mg/ml (agua:
etanol = 1:1), y se agitd durante la noche. A la disolucion de reaccion, se le afiadieron 4,5 ml de disoluciéon acuosa
de hidrogenocarbonato de sodio al 5% y se agité durante 3,5 horas. Después de neutralizar la disolucion de reaccion
afadiendo acido acético al 50%, se precipitdé la mezcla afadiendo 300 ml de etanol. Se lavd el precipitado de
manera secuencial con etanol al 85% dos veces, con etanol dos veces y con dietil éter dos veces y se seco6 durante
la noche a presion reducida a temperatura ambiente para dar una porcién de 294,8 mg de un solido blanco. El grado
de sustitucion era del 18,7%.

<Ejemplo 4>
Sintesis de hialuronato de sodio con introduccién de cinamato de aminopropanol

En 20 ml de agua/20 ml de etanol, se disolvieron 200 mg de hialuronato de sodio que tenia un peso molecular
promedio en peso de 80.000, y luego se afiadieron de manera secuencial 1,0 ml de disoluciéon de clorhidrato de
cinamato de aminopropanol 0,101 mol/l (agua: etanol = 1:1) y 1,0 ml de disolucion DMT-MM de 45,0 mg/ml (agua:
etanol = 1:1), y se agité durante la noche. Se precipitd la mezcla afiadiendo 200 ml de etanol. Se lavo el precipitado
de manera secuencial con etanol al 85% dos veces, con etanol dos veces y con dietil éter una vez y se secé durante
la noche a presion reducida a temperatura ambiente para dar una porcion de 197,7 mg de un sdlido blanco. El grado
de sustitucion era del 16,3%.

<Ejemplo 5>
Sintesis de hialuronato de sodio con introduccién de cinamato de aminopropanol

En 10 ml de agua/10 ml de etanol, se disolvieron 100 mg de hialuronato de sodio que tenia un peso molecular
promedio en peso de 800.000, y luego se anadieron de manera secuencial 0,286 ml de disolucion de clorhidrato de
cinamato de aminopropanol 0,132 mol/l (agua: etanol = 1:1) y 0,286 ml de 59,0 mg/ml DMT-MM disolucién (agua:
etanol = 1:1), y se agitd durante la noche. A la disolucion de reaccion, se le afiadieron 1,5 ml de disoluciéon acuosa
de hidrogenocarbonato de sodio al 5%, y se agité durante 2 horas. Después de neutralizar la disolucion de reaccion
afadiendo acido acético al 50%, se precipitdé la mezcla afadiendo 100 ml de etanol. Se lavd el precipitado de
manera secuencial con etanol al 85% dos veces, con etanol dos veces y con dietil éter una vez y se secé durante la
noche a presion reducida a temperatura ambiente para dar una porcion de 90,4 mg de un sdlido blanco. El grado de
sustitucion era del 12,3%.

<Ejemplo de referencia 6>
Sintesis de hialuronato de sodio con introduccién de n-amilamina

En 40 ml de agua/40 ml de etanol, se disolvieron 400 mg de hialuronato de sodio que tenia un peso molecular
promedio en peso de 80.000, y luego se afadieron de manera secuencial 1,8 g de disolucion (agua: etanol = 1:1) de
clorhidrato de n-amilamina 0,167 mmol/g (fabricado por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) y 3,0 ml de disolucién
de DMT-MM 45,0 mg/ml (agua: etanol = 1:1), y se agitd durante la noche. Se dividioé la disolucion de reaccion en dos
porciones iguales, y se us6 una de las dos porciones para el ejemplo 6 y se uso6 la otra porcion para el ejemplo 7.
Después de la adicién y disolucion de 1 g de cloruro de sodio en la primera porcion de la disoluciéon de reaccion, se
precipité la mezcla afiadiendo 200 ml de etanol. Se lavo el precipitado de manera secuencial con etanol al 85% diez
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veces, con etanol dos veces y con dietil éter una vez y se sec6 durante la noche a presion reducida a temperatura
ambiente para dar una porcién de 188,7 mg de un solido blanco.

<Ejemplo de referencia 7>

Sintesis de hialuronato de sodio con introduccién de n-amilamina

A la otra porcion de la disolucion de reaccion preparada en el ejemplo 6, se le afiadieron 3,0 ml de disolucién acuosa
de hidrogenocarbonato de sodio al 5%, y se agité durante 3 horas. Después de neutralizar la disolucion de reaccion
afadiendo &cido acético al 50% y la adicion y disolucion de 1 g de cloruro de sodio a la disolucion de reaccion, se
precipité la mezcla afiadiendo 200 ml de etanol. Se lavo el precipitado de manera secuencial con etanol al 85% diez
veces, con etanol dos veces y con dietil éter una vez y se sec6 durante la noche a presion reducida a temperatura
ambiente para dar una porcién de 185,5 mg de un solido blanco. El grado de sustitucion medido mediante '"H-RMN
(D20) era del 22%.

<Ejemplo de prueba 1>

Al hialuronato de sodio con introduccion de aminoetanol-diclofenaco preparado en los ejemplos 2 y 3, el hialuronato
de sodio con introduccién de cinamato de aminopropanol preparado en los ejemplos 4 y 5 y el hialuronato de sodio
con introduccion de n-amilamina preparado en los ejemplos de referencia 6 y 7 se les afiadié respectivamente agua
destilada de modo que la concentracién de cada uno de los derivados de acido hialurénico fuese del 1,0% en los
frascos graduados, seguido por agitacion a 220 rpm durante la noche a temperatura ambiente. Se sometieron a
prueba los hialuronatos de sodio con introduccién de aminoetanol-diclofenaco preparados en los ejemplos de
referencia 1 y 2 mediante el mismo procedimiento. Se disolvieron de manera homogénea todos los derivados de los
ejemplos 2, 3, 4, 5, 6 y 7 y el derivado del ejemplo de referencia 2 en agua destilada y produjeron disoluciones
acuosas transparentes y viscosas. El hialuronato de sodio con introduccion de aminoetanol-diclofenaco del ejemplo
de referencia 1 no se disolvio en agua destilada sino que produjo una suspension blanca.

<Ejemplo de prueba 2>

Se mezclaron los hialuronatos de sodio con introduccion de aminoetanol-diclofenaco preparados en el ejemplo 1y
los ejemplos de referencia 3 y 4 respectivamente con agua destilada de modo que la concentracion de cada uno de
los derivados fuese del 1,0% (p/v) en los frascos sellados, seguido por agitacion a 220 rpm durante la noche a
temperatura ambiente. Se inyectd cada una de las disoluciones acuosas (disoluciones de prueba) en la parte trasera
de una jeringa (1 ml en volumen: fabricada por TERUMO Corporation) equipada con un filtro poroso (Millex-GV de
0,22 um de diametro de poro: fabricado por Millipore Corporation) y se expulsd por presiéon con un piston a
temperatura ambiente para que pasara a través del filtro poroso.

Se midio la absorbancia basada en diclofenaco (parte superior del pico) a aproximadamente 280 nm para cada una
de las disoluciones de prueba antes y después del paso por el filtro de al menos 0,5 ml. Se expreso el coeficiente de
paso por el filtro de cada disolucion de prueba mediante la concentracion del contenido en diclofenaco en la
disolucion de prueba antes y después del paso por el filiro que se calculé a partir del cambio en la absorbancia
medida.

Los coeficientes de paso por el filtro de la disolucién acuosa del ejemplo 1 y la disolucion acuosa del ejemplo de
referencia 3 fueron respectivamente del 95,3% y el 96,9%. Concretamente, las dos disoluciones acuosas del
ejemplo 1y el ejemplo de referencia 3 pasaron casi completamente a través del filtro poroso. El coeficiente de paso
por el filtro de la disolucién acuosa del ejemplo de referencia 4 solo fue del 11,0%. Este bajo coeficiente de paso por
el filtro puede atribuirse al tiempo de agitacion mas corto y al tratamiento insuficiente resultante después de la
adicion de la disolucion acuosa de hidrogenocarbonato de sodio al 5% en el ejemplo de referencia 4, en
comparacion con el ejemplo de referencia 3.

Se sometid a prueba el hialuronato de sodio con introduccién de cinamato de aminopropanol preparado en el
ejemplo 5 mediante el mismo procedimiento. El coeficiente de paso por el filtro de esta disolucion acuosa fue del
81,6%.

Aplicabilidad industrial

El método de produccién de la presente invencion permite la produccion facil y eficaz de un derivado de un
polisacarido que tiene un grupo carboxilico, tal como hialuronato de sodio, y se aplica eficazmente para la
produccién a escala de tales derivados de polisacarido. Los derivados de polisacarido obtenidos mediante el método
de produccion de la presente invencion tienen significativamente mayor solubilidad en disolventes acuosos, en
comparacion con derivados de polisacarido obtenidos mediante los métodos de produccién de la técnica anterior.
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Método de produccion de un derivado de polisacarido que comprende un polisacarido que tiene un grupo
carboxilo unido a un compuesto organico que tiene un grupo funcional que puede condensarse con el grupo
carboxilo, que comprende permitir que reaccione el polisacarido con el compuesto organico mediante el uso
de cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio, en el que el polisacarido que tiene un grupo
carboxilo es un acido hialurénico que tiene un peso molecular promedio en peso de 100.000 a 5.000.000 en
el que el grado de sustitucion del compuesto organico esta en el intervalo del 5 al 20% tal como se
determina a través de calculos basados en la cantidad de acido hialurénico determinada mediante la
reaccion de carbazol-acido sulfurico y la cantidad del compuesto organico tal como se determina mediante
espectrofotometria, y en el que el compuesto organico es un compuesto obtenido mediante la unién
covalente de un compuesto fotorreactivo o un farmaco antiinflamatorio no esteroideo (AINE) a una
sustancia espaciadora, en el que la sustancia espaciadora tiene la siguiente féormula:

H2N - (CHz), — OH
en la que n representa un nimero entero de 2 a 18.
Método segun la reivindicacion 1, en el que n representa un nimero entero de 2 a 12.

Método segun la reivindicacion 1 o 2, en el que el compuesto fotorreactivo se selecciona de acido cinamico
o derivados de cinamato.

Método segun la reivindicacion 1 o 2, en el que el AINE es un diclofenaco.
Método segun la reivindicacion 3, en el que la sustancia espaciadora es aminopropanol.

Método segun la reivindicacion 4, en el que la sustancia espaciadora es aminoetanol.
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