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DESCRIPCION

Derivado de hialuronano reticulado, su metodo de preparacion, hidrogel y microfibras en base al derivado

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencidn se refiere al proceso de reticulacibn de 3cido hialuronico modificado (HA), que es 
catalizado por un catalizador de paladio homogeneo estable en agua, y opcionalmente una base. El proceso consiste 
en la sintesis de derivados que se pueden utilizar como precursores adecuados para reaccion de acoplamiento 
carbono-carbono o de acoplamiento cruzado. Estos precursores son aplicables para la sintesis de hidrogeles, asi como 
para reticulacibn de microfibras hechas de derivados de los mismos.

ESTADO DE LA TECNICA

[0002] El acido hialuronico (HA o hialuronano) es un elemento de una clase de polimeros conocidos como 
glicosaminoglicanos. HA es un polisacSrido lineal de cadena larga y esta normalmente presente como la sal de sodio 
que tiene la formula molecular de (Ci4H2oNNaOn)n y el peso molecular puede variar en funcion de la fuente, 
procedimiento de aislamiento y metodo de determination. Sin embargo, se ha informado de pesos moleculares de 
hasta 143106. El peso molecular aqui mencionado es el peso molecular promedio en peso, a menos que se indique lo 
contrario.

[0003] HA es no inmunog6nico y por tanto tiene un gran potencial en medicina. Debido a sus propiedades visco- 
elasticas, se ha encontrado que HA con un alto peso molecular (mas de 1 milldn) es particularmente util en una 
variedad de campos clinicos, incluyendo tratamiento de heridas, cirugia oftalmica y cirugia ortopedica. HA tambien es 
potencialmente util en una variedad de campos no medicos, tal como aplicaciones cosmeticas.

[0004] Sin embargo, el uso de HA en algunas de estas aplicaciones esta limitado por el hecho de que tras la 
administracidn a seres humanos el HA es degradado tecilmente por enzimas tales como hialuronidasas y radicales 
libres. Ademas, el HA es soluble en agua a temperatura ambiente, lo que tambien puede hacer que sea menos 
adecuado para ciertas aplicaciones. Para aumentar la viscosidad o para obtener un derivado reticulado, se debe utilizar 
un agente externo.

[0005] Se han hecho por tanto diversos intentos para preparar formas mas estables de HA, en particular por 
reticulacion. Por ejemplo, la patente U.S. No. 4.582.865 describe la preparacion de geles reticulados de £cido 
hialurdnico usando divinilsulfona como el agente de reticulacidn; pero el material reticulado puede encapsular divinil- 
sulfona libre que es potencialmente tdxica y pirogenica como se describe m£s adelante en la patente US 7131492. 
Otros ejemplos de hidrogeles basados en HA se han obtenido por agentes de reticulacion tales como eter butanodiol 
diglicidil o glutaraldehido (Collins & Birkinshaw, 2007). Sin embargo, ha habido diversos informes de reacciones 
alergicas a estos productos (Matarasso y Herwick, 2006). Esta solicitud de patente supera algunas desventajas que 
han sido informadas en reticulacidn, m£s especificamente, el hecho de que la reticulacion a veces falla y debe usarse 
un segundo agente de reticulacion, el cual es generalmente un reactivo altamente reactivo, de modo que se prefiere 
una modification directa del polisaccirido y reticulacidn en una segunda etapa (Schante, Zuber, Herlin y Vandamme; 
Yeom et al). La preparacion de HA tambien se divulga en WO 2010/051783. En la tecnica anterior se han descrito otros 
agentes de reticulacion que comprenden un metal, metal de transition, metaloide, a los que aquf se hace referenda 
colectivamente como un "metal". Los ejemplos incluyen boro, aluminio, circonio, magnesio, hierro, cobre, plomo o 
titanio (US 20010002411). Generalmente, el metal interactua con al menos dos moleculas gelificantes para formar un 
enlace quimico entre ellas. Muchos de estos agentes de reticulacion referidos tienen inconvenientes asociados con su 
uso. Por ejemplo, agentes de reticulacibn que contienen boro estcin limitados a utilizarse en pH 8 y requieren el uso de 
sales externas a incluir en la mezcla de reaccion. Ademas, el boro reacciona con hidroxilos presentes en la 
macromolecula o con aditivos tales como alcoholes o glicoles utilizados para tratamiento adicional y aislamiento de los 
productos de reaccion. El titanio tambien tiene desventajas, tales como un alto coste y la cindtica lenta de la 
reticulacion. Agentes de reticulacion basados en circonio tambien tienen inconvenientes; p.ej. la incapacidad para 
reticular xantano, que es un agente gelificante comun usado en formulaciones (US-20080207470).

[0006] Otras formas de reticulacion para formar hidrogeles implican enlaces no covalentes y el uso de multiples iones 
cargados, tales como hierro, cobre, zinc, calcio y otros iones quelantes, como se informa en US-7807656-B2. Sin 
embargo, los metales insertados pueden tener algunos efectos toxicologicos desconocidos.

[0007] La reticulacidn no es exclusiva para la formation de hidrogeles, sino que tambien se puede aplicar a la 
obtencion de microfibras insolubles. En cambio, se han descrito recientemente microfilamentos (o fibras) hechos de 
acido hialuronico nativo en el documento US 20100310631, y tienen la propiedad de ser completamente solubles en 
agua. Ademas de eso, se obtuvieron materiales a base de fibras hialuronicas por reticulacion del acido hialuronico en 
presencia de agentes reticulantes del tipo de carbodiimida y epoxido (agentes de reticulacidn, una lista no exhaustiva
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de los cuales se menciona, por ejemplo, en US- 2007066816). Estos materiales, sin embargo, poseen el inconveniente 
no despreciable de ser toxicos para los seres humanos, lo que limita seriamente todos los usos de los mismos in vivo.

[0008] Durante los ultimos pocos afios, se han hecho enormes esfuerzos en el area de las sfntesis organicas mediadas 
por metal de transicibn. A este respecto, una reaccibn de acoplamiento carbono-carbono es un concepto que involucra 
una variedad de reacciones en las que dos fragmentos de hidrocarburos se acoplan con la ayuda de un catalizador 
metalico. Se reconocen dos tipos de reacciones de acoplamiento: acoplamiento cmzado que implica la reaccion de dos 
compuestos diferentes y homoacoplamiento que acopla juntos dos compuestos idbnticos. Los metales de transicibn 
tienen una capacidad unica para activar diversos compuestos organicos y a traves de esta activacion pueden catalizar 
la formacion de nuevos enlaces. El principio de los acoplamientos cruzados catalizados por paladio es que dos 
moleculas se ensamblan sobre el metal mediante la formacion de enlaces metal-carbono. De este modo los atomos de 
carbono unidos al paladio son llevados muy cerca uno del otro. En el siguiente paso se acoplan entre si y esto conduce 
a la formacion de un nuevo enlace simple carbono-carbono. Esto se ilustra en el Esquema 1 siguiente:

Com plejos Pd101 o Pdw 

(R tecatalizadoies)

Esquema 1 Un ciclo catalitico general para acoplamiento cruzado

[0009] Una reaccion de acoplamiento cruzado catalizada por paladio se aplico, por ejemplo, para la sfntesis de varillas 
de azucar y mbs tarde para clusteres de hidratos de carbono (Roy, Das, Santoyo-Gonzblez, Hernbndez-Mateo, Dam y 
Brewer, 2000). Algunos ejemplos de este tipo de qufmica se describen en una serie de articulos por Vasella et al (Murty 
y Vasella, 2001). Sin embargo, esta reaccion util se ha utilizado escasamente en quimica de carbohidratos o 
polisacbridos. La solicitud de patente internacional WO-9014353 informo del acoplamiento mediado por paladio de 
oligonucleotidos para fines diagnosticos y terapeuticos. Un nuevo enlace carbono-carbono mediado por paladio se dio 
a conocer en WO / 2007/008226 para su uso en formacion de quimica en patron de ADN.

[0010] En este documento, describimos una nueva forma de reticulacion de HA por medio de una reaccion de 
acoplamiento cruzado catalizada por paladio. La reaccion se puede efectuar sin el uso de aditivos especiales, tales 
como otros metales, por ejemplo, cobre. La reaccion se puede llevar a cabo en agua o tampones fosfato, asf como en 
mezclas de alcoholes y bases y bcidos organicos e inorgbnicos comunes y baratos. La optimizacion de las condiciones 
ha demostrado que la reaccion requiere una cantidad muy baja de catalizador, temperaturas relativamente bajas y 
tiempo de reaccion corto. Despues de la reticulacion, los productos, en lo sucesivo denominados aqui hidrogeles y 
microfibras, se lavaron extensamente con el fin de eliminar el paladio residual. Sorprendentemente, la eliminacion 
efectiva del catalizador ha asegurado la aplicacibn potencial de la reaccibn para formar materiales insolubles para 
aplicaciones en uso farmaceutico y en general para uso humano, por lo tanto, la reaccibn de acoplamiento cruzado 
conduce a una verdadera innovacibn en el campo de la quimica de modificacibn de polisacbridos bioactivos.
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RESUMEN DE LA INVENCION

[0011] Esta invention se refiere a un metodo de reticular polisacaridos, y mas especificamente, bcido hialurbnico. 
Como se discutio anteriormente, la presente invencibn proporciona un metodo para formar derivados insolubles de 
acido hialurbnico. Mbs especificamente, el proceso se refiere a la preparacibn de multiples hidrogeles o microfibras 
reticulados basados en un HA qui'micamente modificado. La presente metodologfa describe una preparation eficaz de 
hidrogeles a base de acido hialuronico, e igualmente, esta metodologfa se puede aplicar a reticular micro-fibras 
basadas en HA modificado. El proceso de preparation del derivado de hialuronano reticulado, se lleva a cabo por una 
reaction de acoplamiento C-C en agua, tampon de fosfatos o una mezcla de un acido organico y un alcohol, y en 
presencia de un catalizador activo de paladio, en el que la reaction de acoplamiento C-C tiene lugar entre un derivado 
de hialuronano con un terminal arilo-haluro y/o un grupo arilo-borato, y un derivado de acido hialuronico que lleva un 
grupo alquenilo o alquinilo.

[0012] Las fibras de acuerdo con la presente description se preparan por hilatura en humedo o por extrusion de una 
mezcla de los primer y segundo precursors teniendo cada uno al menos un grupo funcional conocido por tener la 
reactividad para la reaction de acoplamiento cruzado. Se pueden utilizar aparatos de hilatura conocidos para la 
produccibn de filamentos. Se pueden hacer materiales reticulados formados de acuerdo con la presente descripcibn 
por la reaction de un primer precursor funcionalizado con el segundo precursor lo que hace que los dos precursors 
tengan enlaces covalentes entre ellos, catalizada por un catalizador activo de paladio. En otras palabras, el metodo 
comprende la union covalente de HA a otra molecula de HA mediante acoplamiento carbono-carbono. Tambien en 
otras palabras, una variante de la reaccion Sonogashira se aplico a la reticulacion de acido hialuronico en un medio 
acuoso.

[0013] El problema resuelto por esta invencibn es la obtencion de hidrogeles y microfibras a base de acidos 
hialuronicos que son insolubles en agua, de un modo simple, barato y eficiente, lo que serfa adecuado para su uso in 
vivo. Este problema se resuelve mediante el uso de un catalizador de paladio que puede ser eliminado despues de que 
los precursors adecuados se sometan a reticulacion. El uso de acido hialuronico se prefiere debido a que el material 
obtenido es biocompatible y absorbible. Los hidrogeles obtenidos por la presente metodologfa poseen una estructura 
3D y poros interconectados. Por otra parte, las microfibras reticuladas por la metodologfa han mostrado una gran 
mejora de propiedades mecanicas en comparacion con las de las fibras no reticuladas. A diferencia de anteriores 
reticulaciones, la microfibra es insoluble en agua. Los materiales reticulados reportados en esta solicitud de patente 
tambien se pueden incorporar en aplicaciones que requiem un gel viscoelastico. Las fibras reticuladas preparadas en 
la presente solicitud se pueden usar para una variedad de aplicaciones quirurgicas y cicatrizacibn de heridas, asf como 
una parte de dispositivos medicos. Otros objetos resultaran evidentes a partir de la siguiente descripcion y 
reivindicaciones.

[0014] En una primera realizacion, la presente invencibn proporciona un mbtodo para reticular derivados de acido 
hialurbnico, lo que lleva a derivados basados en HA reticulado representados por las formulas (A) o (B):
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en la que Ri es un sustituyente alifatico Ci-isque puede ser en ambos derivados el mismo o diferente. Un ejemplo no 
limitante de Ri es metileno o etileno.

[0015] Adembs, la invencibn se refiere al proceso de preparacibn de los derivados para la reaccibn de reticulacion, que 
comprende las etapas de:

i) Preparacibn de un derivado de hialuronano amina secundaria que lleva un sustituyente arilo terminal, 
tambien llamada el primer precursor, de acuerdo con la formula (I):

X

en la que X es un halogeno o un grupo funcional borato. Un ejemplo no limitante de X es -I, -Br o B-(OH)3. En 
otras palabras, la etapa i) comprende preferiblemente las etapas de a) oxidacion de bcido hialurbnico en la 
posicion C-6, y b) acoplamiento de una amina aromatica primaria que lleva un sustituto terminal, que puede 
ser preferiblemente bromuro, yodo o grupo terminal que contiene boro, para obtener componentes del tipo (I). 
Las aminas primarias son aromaticas del tipo de anilinas p-sustituidas para obtener derivados del tipo (I), que 
son sustratos para la reaccibn de acoplamiento cruzado que se describe en la etapa iii) mas adelante, de 
modo que, el uso de yodo (la), bromo (lb), o boratos (Ic) como un grupo terminal en el bcido hialurbnico 
modificado quimicamente proporcionan componentes que pueden permitir una modulation eficaz de la 
reaccion de acoplamiento cruzado. Por lo que sabemos, el para-sustituyente del anillo arombtico afecta y 
puede cambiar la etapa de adicion oxidativa del ciclo catalftico (Esquema 1 anterior). En otras palabras, el 
primer componente (I) puede cambiar la cinetica de reticulacibn, de modo que la gelificacibn puede variar con 
respecto a la velocidad, tiempo, temperatura, rendimiento, y puede aumentar el alcance de la reaccion de 
acoplamiento cruzado. Estas caracteristicas favorables se atribuyen generalmente a la capacidad de grupo 
saliente de sustituyente unido en la posicion para del arilo sustituto -X, que se cree que controla la velocidad 
de reticulacion del primer precursor (I) con el segundo precursor del tipo II o III.
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[0016] La etapa ii) es la preparacion de un derivado de hialuronano amina secundaria que Neva un compuesto 
insaturado que contiene enlaces triples o dobles, tambien llamado un segundo precursor, de la formula (II) o (III):

en donde Ri se especifica anteriormente. La modification quimica del acido hialuronico en la etapa ii) comprende 
preferiblemente las etapas de a) oxidation de acido hialuronico en la position C-6 y b) unir una amina primaria alifatica 
en el esqueleto de polisacbrido, que lleva un grupo insaturado terminal que puede ser alquino ( II) o alqueno (III), por 
ejemplo, propargil amina o butinil amina (II) o grupos alquenilo tales como alilamina para (III), mientras que los alquinos 
(II) son por lo general mbs reactivos que los alquenos (III). La velocidad de reticulation y las propiedades finales del 
material se pueden adaptar por la reactividad de los segundos precursors II o III.

[0017] La etapa adicional, etapa iii) implica un acoplamiento catalizado por "catalizador activo de paladio" de alquinos 
(II) o alquenos (III) terminales con arilo, haluros de vinilo o boranos del derivado de (I) para reticular mediante formacibn 
de enlaces carbono-carbono. Esta reaccibn se puede llamar tambien una reaccibn de acoplamiento cruzado. Por lo 
tanto, la etapa iii) consiste en mezclar el derivado de la fbrmula (I) con el derivado de la formula II (o III), y el catalizador 
activo de paladio para llevar a cabo el acoplamiento cruzado del acido hialuronico. El producto reticulado se caracteriza 
por las formulas representadas en los esquemas anteriores A o B. El acoplamiento cruzado es defmido un tanto 
arbitrariamente por la ecuacibn mostrada en el Esquema 2, donde Ri y R2 son derivados de HA con grupos arilo o 
vinilo y X es un atomo de halogeno o un grupo saliente heteroatomo relacionado. Los metales (M) se definen como 
todos los elementos excepto H, C, y elementos de Grupos 15-18.

R1-M + R2-X ->Ri -R2 +M-X Esquema 2

[0018] En este caso, se debe hacer una distincibn entre el acoplamiento cruzado y homo-acoplamiento. Esas 
reacciones que dan sobre todo mezclas estadisticas o aleatorias de Ri R2, R1R1, y R2R2 probablemente deberian ser 
excluidas de acoplamiento cruzado.

[0019] Como se describe aquf, la reaccibn puede implicar o no el uso de una cantidad catalitica de sales de Cu (I), y 
por lo general se considera como una reaccibn de acoplamiento cruzado. La reaccibn de acoplamiento cruzado como 
se describe en el Esquema 2 y caracterizada por el ciclo catalitico descrito en el Esquema 1 se aplica en la etapa iii) 
para la obtencion de materiales reticulados. El acoplamiento cruzado implica la reaccibn entre un haluro terminal y/o 
aril-borato y un grupo insaturado, tal como derivado de alquenilo o alquinilo catalizada por un catalizador activo de 
paladio, que puede ser preferiblemente un complejo de acetato de paladio (II) y una base inorganica u organica, o un 
complejo de paladio (II) y 2-amino^4,6-dihidroxipirimidina, mientras que la concentracibn del catalizador activo de 
paladio en la mezcla de reaccibn puede estar dentro del intervalo de 1x1 O’5 a 1x1 O'3 M. Se descubrio que para la 
preparacion de un derivado de HA reticulado en forma de un hidrogel, se prefiere usar como el catalizador activo 
paladio el complejo de acetato de paladio (II) y una base inorgbnica u orgbnica, tal como DABCO, TEMED, TEA, 
fosfatos secundarios tal como K2HPO4, carbonatos, tales como CSCO3, mas preferiblemente TEMED o DABCO, 
mientras que la concentracibn preferida de dicho catalizador activo de paladio en la mezcla de reaccibn esta en el 
intervalo de 1x1 O’4 a 1x10*3 M, preferiblemente 5x1 O'4.

[0020] Para la preparacion de un derivado de HA reticulado en forma de microfibras, el derivado de la fbrmula (I) se 
mezcla con el derivado de la fbrmula (II) o (III) y la mezcla se extruye en un baho de coagulacion, y luego las 
microfibras se transfieren al baho de reticulacion que contiene un catalizador activo de paladio. Se descubrio que el 
catalizador activo de paladio preferido para la reticulacion de microfibras es un complejo de paladio (II) y 2-amino - 4,6- 
dihidroxipirimidina y la concentracibn preferida del mismo en el baho de reticulacion esta den ro del rango de 1x1 O'5 a 
1x1 O'4 M, preferiblemente 5x1 O'5. El baho de coagulacion puede consistir en una mezcla de un alcohol y un acido 
orgbnico, mientras que, sin embargo, se puede utilizar cualquier baho de coagulacion adecuado para la produccion de 
microfibras a base de HA, y el baho de reticulacion consiste en una mezcla de un alcohol, por ejemplo, metanol, etanol 
o isopropanol, y bcido lactico y el catalizador activo de paladio. La composicion preferida del baho de reticulacion es 
acido lactico e isopropanol dentro de la relacion de 1:1 a 1:5, preferiblemente 1:4.
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[0021] Para llevar a cabo la reaction de acoplamiento cruzado, el polfmero debe tener al menos un grupo saliente 
(halogenuro, grupo que contiene boro) y una fraccidn insaturada (alqueno o alquino) por macromotecula.

[0022] La reaction de acoplamiento cruzado se representa graficamente en el Esquema 3 para el caso de los alquinos, 
5 Esquema 4 para alquenos.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0023]
La Figura 1 muestra los espectros de 1H RMN del producto lb tal como se describe en el Ejemplo 2.
La Figura 2 muestra los espectros de 1H RMN del producto lib tal como se describe en el Ejemplo 5.
La Figura 3 representa una microestructura SEM del material reticulado descrito en el ejemplo 8 (utilizando 
TEMED).
Figura 4 (a) muestra el punto de gelificacion determinado a (25°C) y la Figura 4 (b) muestra el punto de 
gelificacion determinado a 60 0 C para la reticulacion de derivados y lla, tal como se describe en el Ejemplo 8, 
en el que se utiliza TEMED como base.
La Figura 5 representa una microestructura SEM del material reticulado descrito en el ejemplo 12, en el que la 
reaccion se llevo a cabo utilizando tampon K2HPO4.
La Figura 6 representa una microestructura SEM de material reticulado descrito en el ejemplo 10, en el que se 
emplea DABCO como base.
Figura 7 muestra la microestructura de microfibras preparada con los derivados descritos en el ejemplo 2 y el 
ejemplo 4, en donde la concentracion de ambos derivados es 12%. La figura 7a muestra la microestructura de 
la fibra antes de la reaccion de acoplamiento cruzado y la Figura 7b muestra la microestructura despues del 
acoplamiento cruzado.
La Figura 8 muestra la microestructura de microfibras preparada de los derivados descritos en el ejemplo 2 y 
el ejemplo 4, en donde la concentracion de ambos derivados es 14%. La figura 8a muestra la microestructura 
de la fibra antes del acoplamiento cruzado y la Figura 8b muestra la microestructura despues del acoplamiento 
cruzado.
La Figura 9 muestra la microestructura de microfibras preparada de los derivados descritos en el ejemplo 2 y 
el ejemplo 4, en donde la concentracion de ambos derivados es 15%. La figura 9a muestra la microestructura 
de la fibra antes del acoplamiento cruzado y la figura 9b muestra la microestructura despu6s del acoplamiento 
cruzado.
La Figura 10 representa el grado de hinchamiento en funcion del tiempo de las fibras preparadas en los 
Ejemplos 16, 17 y 18 despues de inmersion en PBS. El diametro medio se midio como una funcidn del tiempo 
determinado por un microscopio optico.
La figura 11 es la representation grafica de la biocompatibilidad ensayada de las microfibras preparadas en el 
ejemplo 17.
La Figura 12 muestra la resistencia a la traction de las microfibras preparadas en el ejemplo 18. 

DEFINICIONES

[0024] En esta descripcion, se utilizan ciertas expresiones con bastante frecuencia, ya que se refieren a importantes 
aspectos tecnicos de caracteristicas o realizaciones. Para algunas de estas expresiones, deben utilizarse las siguientes 
definiciones a menos que el contexto especffico en el que se utilizan requiera una interpretation diferente.
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[0025] En la presente memoria, el acido hialurbnico se refiere tanto al polisacarido en su forma de un acido 
policarboxflico como a sus sales, tales como sal de sodio, potasio, magnesio y calcio y puede tener un peso molecular 
promedio en peso que varfa de 50.000 a 3.000.000 Da.

[0026] Como se usa en este documento, el grado de sustitucion, en caso de un esqueleto de polisacarido, se define 
como las fracciones reactivas por cada 100 dfmeros de sacaridos (en este caso el polisacarido es acido hialurbnico), es 
decir, que representa el numero de dfmeros que se modificaron qufmicamente.

[0027] Como se usa en este documento, un material reticulado es una red polimerica tridimensional hecha por 
reticulacibn qufmica de uno o mas polfmeros hidrofilos. Este derivado es capaz de hincharse, pero no se disuelve en 
contacto con agua.

[0028] Como se usa en este documento, una microfibra o fibra es un componente que tiene un eje o geometrfa axial 
longitudinal evidente, y tiene ademas al menos una dimensibn espacial que es menor que unos 1000 pm (es decir, 1 
mm), opcionalmente menos de o igual a unos 100 pm (es decir, 100 000 nm). El termino "micro-tamano" o " de tamano 
micrometro" como se usa en el presente documento se entiende generalmente por los expertos en la tbcnica en el 
sentido de menos de unos 500 pm (es decir, 0,5 mm).

[0029] Como se describe aqui, catalizador activo de paladio es un complejo de paladio (II) y una base o un complejo de 
paladio (II) y 2-amino-4, 6-dihidroxipirimidina que se utiliza para catalizar la reaccibn de acoplamiento cruzado y permite 
el almacenamiento de una solution de paladio. La reaccibn puede o no requerir que se lleve a cabo bajo atmbsfera 
inerte.

[0030] Las bases que pueden usarse para la reaccion de acoplamiento cruzado incluyen bases organicas o 
inorgbnicas, por ejemplo, DABCO (1 ,4-diazabiciclo [2.2.2] octano), TEMED o TMEDA (N, N, N ’, N-tetrametil-etano-1,2- 
diamina), TEA (trietilamina), fosfatos secundarios tales como IGHPCU, carbonatos tales como CsCC>3, etc.

[0031] Como se ha descrito antes, la modificacion qufmica del acido hialuronico se llevo a cabo por "oxidacion y
aminacibn reductora" para obtener derivados de los tipos I, II o III. Ademas, la modificacion qufmica puede variar desde 
8 hasta 15%, dependiendo de las condiciones de reaccibn. Por ejemplo, la Figura 1 muestra los espectros de 1H RMN 
de HA qufmicamente modificado del tipo lb caracterizado por DS de 6%. La Figura 2 muestra los espectros de 1H RMN 
de HA qufmicamente modificado del tipo II y DS de 12%. Las fracciones reactivas de acoplamiento cruzado se 
conectan al esqueleto polimerico por un enlazador que comprende un enlace amina secundaria estable; como se utiliza 
aquf, una amina secundaria esta representada por la formula -C-NH-R, en donde R significa cualquier cadena de 
carbono. La gelificacion se controlo mediante la medicion de los datos viscoelasticos dinamicos recogidos durante el 
transcurso de la reaccibn de reticulacion. La evolucion del sistema a un solido viscoelbstico se revelo claramente, como 
se muestra en la Figura 4 A para la reticulacibn a 25°C y B a 60°C, respectivamente. t
Los componentes polimbricos se mezclaron primero en un vial. El catalizador de paladio (II) y la base se ahadieron a la 
solucion polimerica y se agitaron fuertemente. La solucion se transfirio rapidamente al reometro y se determino la 
gelificacion in situ. Las mediciones reometricas se realizaron con el fin de evaluar la cinbtica de reaccibn (tiempo 
necesario para la reticulacibn/gelificacion) y para demostrar que se produce la reticulacion/gelificacion. Durante la 
reaccibn de reticulacibn se aplicaron movimientos oscilatorios de barrido a una frecuencia de 5 Hz. Los resultados 
tfpicos para el experimento se muestran en las figuras 4A y B. El objetivo de las mediciones reologicas fue caracterizar 
el curso del proceso de reticulacibn catalizada por paladio de los geles basados en HA en terminos de "puntos de gel", 
es decir, el tiempo en el que G* = G**, en el que G* se define como el modulo de almacenamiento o modulo de 
elasticidad y G** se define como el modulo de pbrdida. Si las curvas de G* y G** en funcibn del tiempo se cruzan (es 
decir, G* = G**), eso significa que el material sufre gelificacion. Los resultados indican que, para los dos geles, el 
proceso de reticulacibn se caracteriza por un tiempo relativamente corto de 660 s en que se llevo a cabo la gelificacion 
a 60°C (Figura 4B), que se prolonga a 4000 s, donde la gelificacion se llevo a cabo a 25°C (Figura 4A). Las figuras 3, 5 
y 6 muestran la microestructura del material reticulado (andamiaje seco). Se descubrib que DABCO, identificado 
qufmicamente como 1, 4-diazabiciclo octano [2.2.2], era un ligando eficaz para la reaccibn de Sonogashira. Asf, 1,4- 
diazabiciclo [2.2.2] octano (Figura 6) habfa producido porosidad uniforme y menor tamano de poros en comparacion 
con tetrametiletilendiamina (TMEDA o TEMED) (Figura 3). Se estudio tambibn la estructura de las muestras reticuladas 
utilizando K2HPO4 como base (Figura 5), en la que se prefiere el uso de K2HP04debido a la no toxicidad de la base. De 
acuerdo con la micrograffa SEM, es evidente que la base juega un papel crucial durante la reticulacibn de HA. Las 
condiciones de reaccibn tienen un fuerte efecto sobre la microestructura del hidrogel. La porosidad de los andamiajes 
se determino como de 300 a 900 pm.

[0032] La reaccibn de reticulacibn como se describe en la etapa iii), tambibn se puede aplicar a la formacibn de 
microfibras que son insolubles en agua. Las microfibras compuestas de derivados (I) y (III) o (II) se caracterizan por un 
diametro de 100 a 250 pM y una seccion transversal redonda y se han producido por hilatura en humedo; despubs 
estas microfibras fueron sometidas a reticulacibn catalizada por acetato de paladio (II) o catalizador activo de paladio.
El proceso para la preparacion de microfibras y reticulacibn comprende las siguientes etapas: a) El derivado del tipo de 
(II) o (III) se mezcla junto con el derivado del tipo (I), se disuelve en agua o tampones fosfato formando una mezcla 
ffsica simple. Se prepararon soluciones polimbricas consistentes de los componentes (I + III) o (II + III) a partir de 1 a 
15% en peso de HA modificado solido, dependiendo del uso final de la reaccibn, en la que se prefiere composicion de 1
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a 5% para hidrogeles (Ejemplos 7 a 15) y se prefiere 12 a 15% para microfibras (Ejemplos 16-18). La concentration 
espetifica de los componentes utilizados como se describe aqui para la reticulacibn de microfibras ha producido fibras 
con mayor resistencia a la traccibn. b) la mezcla ffsica de los derivados en concentraciones como se describe en los 
Ejemplos 16-18 para la obtencion de microfibras reticuladas se prepararon al menos 24 horas antes del hilado. c) Las 
fibras se prepararon mediante un proceso de hilado humedo; d) despubs de eso, la fibra se seed y e) se transfirib a un 
segundo bano (baho de reticulation) en el que la fibra se reticulb por acoplamiento cruzado durante 2 horas, utilizando 
una temperatura alta dentro del intervalo de 40 a 80°C, preferiblemente 60°C. f) La fibra se lavo de componentes, 
usando mezclas de isopropanol-agua y se seeb de nuevo durante 24 horas. Las figuras 7, 8 y 9 muestran micrografias 
obtenidas por el microscopio electronico de barrido (SEM) de microfibras variando su composicibn. Las Partes A y B de 
las figuras 7, 8 y 9 (parte superior) muestran siempre la fractura de la fibra obtenida para ilustrar la homogeneidad 
obtenida despues del proceso de hilatura; p.ej. la Figura 7 (A) muestra la vista en seccion de la fibra (fractura) antes de 
la reticulacion, (B) despubs de la reticulacibn. En la parte inferior, se muestra la vista longitudinal de la superficie de la 
fibra antes (C) y despubs de la reticulacibn (D). Las microfibras se prepararon usando una composicibn de 
aproximadamente 12, 14 y 15% en peso. Se determinb el diametro medio de los filamentos para cada velocidad de 
hilado con el microscopio electrbnico de barrido a partir de al menos cuatro mediciones diferentes llevadas a cabo en 
varios lugares a lo largo de la misma fibra. Se descubrio que la composicibn ha influido en el dibmetro de las fibras. La 
Figura 7 (C) muestra que el diametro de la microfibra obtenida a partir de 12% en peso presentaba un dibmetro medio 
de 147.3 pm antes de la reticulacibn y 128 pm despubs de la reticulacibn (D). La Figura 8 (C) demostrb que la fibra 
obtenida a partir de 14% en peso, presentaba un dibmetro de 223,4 pm antes de la reticulacibn y despubs de la 
reticulacibn el dibmetro de nuevo habia disminuido a 151,6 pm (figura 8 (D). La Figura 9 (C) muestra que la microfibra 
obtenida mediante el uso de 15% en peso habia reducido el dibmetro de 217,1 a 153,2 pm. Sin embargo, esta 
composicibn revela una relacibn de hinchamiento constante despubs de 300 s (Figura 10). Las fibras son capaces de 
hincharse en contacto con agua y medio fisiolbgico sin disolver. Se utilizo microscopia optica para determinar el 
aumento del dibmetro del material despubs del contacto con PBS. La Figura 10 muestra el grado de hinchamiento de 
las fibras preparadas en los Ejemplos 16-18. Por otra parte, la biocompatibilidad de las microfibras se caracterizo antes 
y despubs de la reticulacibn. Las microfibras se esterilizaron y se colocaron en una placa de 12 pocillos a una 
concentracion de 1,8 y 3,6 p/ml, para ensayar la compatibilidad por un contacto directo de las celulas con las fibras. El 
ensayo se realizo antes y despubs de la reaccion de reticulacibn por triplicado. La Figura 11 demuestra que las 
microfibras son citocompatible despubs del ensayo con fibroblastos NIH-3T3. Ademas, las microfibras estaban Fibres de 
paladio despues del lavado, lo que las hace adecuadas para aplicaciones in vivo. La Figura 12 muestra la resistencia a 
la traction de la composicibn que informo de la resistencia a la traction mbs alta (15% en peso). La tension se 
determinb en una mbquina de tension de traccibn Universal (Instron). La resistencia a la traccibn se obtuvo antes y 
despubs de la reticulacibn. En otras palabras, la resistencia a la traccibn es una medida de la tensibn que se requiere 
para estirar la fibra hasta que la fibra rompe. En primer lugar, la fibra se extiende aplicando la fuerza (carga) de 0,05 N 
utilizando una velocidad inicial de 1 mm/min y luego se somete a la tensibn de traccibn a una velocidad de 10 mm/min 
hasta que se rompe. Para cada tipo de muestra, como minimo se llevaron a cabo cuatro ensayos y los datos fueron 
analizados estadisticamente. A partir de los datos experimentales, se descubrib que la mejor composicibn se obtuvo 
por una mezcla ffsica de los componentes en 15% en peso. Se determinb el valor de la resistencia a la traccibn de 
estas fibras y se muestra en las Tablas 1 y 2. La medicion se realizo antes de la reticulacibn y despubs de la 
reticulacibn. Como se muestra en la Tabla 1, la fibra presentb un valor de resistencia a la traccibn de 51,05 + 3,5 MPa, 
mientras que la misma composicibn despubs de reticulacibn presentb mbs del doble de resistencia a la traccibn, en 
este caso 114.63+4.23 MPa (Tabla 2).

EJEMPLOS

[0033] Estos ejemplos son meramente para efectos ilustrativos solamente y no se quiere decir que sean limitativos del 
alcance de las reivindicaciones. Todas las partes, porcentajes, relaciones, etc en los ejemplos son en peso, a menos 
que se indique lo contrario.

Ejemplo 1. Preparation de componente conteniendo yodo como el grupo terminal (la)

[0034] 10 g de hialuronano con un peso molecular medio de 498 kDa, que corresponde a 0,025 mmol de unidad 
monombrica de HA se solubilizaron en 1000 ml de agua destilada a temperatura ambiente. Se ahadieron 2,57 g de 
NaBr y 38,84 g de Na2HPC>4.12 H2O a la mezcla. El pH de la reaccibn se ajustb a 9,0 por adicibn de NaOH 0,1 M. La 
reaccibn se enfrib a 5°C y se evacuo y se relleno con nitrogeno. Se ahadieron 53,3 mg de 4-acetamido-TEMPO, 
seguido de la adicibn de 3 ml de hipoclorito de sodio. La reaccibn de oxidation se llevo a cabo durante 15 minutos. El 
pH de la mezcla de reaccibn se ajustb a 7,0 por adicibn de acido acetico. Entonces, se ahadieron a la mezcla 1,159 g 
de p-yodo-anilina. La reaccibn se dejb durante 5 h a temperatura ambiente. Finalmente, se anadio 0,566 g de borano 
picolina a la reaccibn y la reaccibn se agito durante la noche. La solucibn se diluyo con 1000 ml de agua y se ultrafiltro 
utilizando un casette Centramate (Paal Co) con un punto de corte molecular de 10 kDa. El producto se precipito con 
IPA y se lavb tres veces con IPA: agua (100: 0, 80:20, y 60:40) y se seeb en el homo a 60°C. El producto de reaccibn 
fue totalmente caracterizado por metodologfas analfticas. Rendimiento de la reaccibn: 90%. Peso molecular medido por 
la SEC-MALLS reportb un valor de 556 kDa y polidispersidad de 1,59. Grado de sustitucibn (DS) = 6% RMN 1H (500 
MHz, NaOD, 5 ppm): 2,02 (s, 3H, -NHCO-CH3), 3,35-3,84 (m, 14H), 4,46 (d, 2H), 6,68 (d, 2H, J = 8,35), 7,56 (d, 2H, J = 
8,35).

10

ES 2 595 653 T3

 



5

10

15

20

25

30

35

40

45

I

DS= (n+m) =100%; n=4-8%

Ejemplo 2. Preparation de compuesto conteniendo bromo como el grupo terminal (lb)

[0035] 10 g de hialuronano con un peso molecular medio de 498 kDa (0,025 mmol) se solubilizaron en 1000 ml de 
agua destilada a temperatura ambiente. Se anadieron 2,57 g de NaBr y 38,84 g de Na2HPC>4.12 H2O a la mezcla. El pH 
de la reaccibn se ajustb a 9,0 por adicibn de NaOH 0,1 M. La reaccibn se enfrib a 5°C y se evacub y se rellenb con 
nitrogeno. Se anadieron 53,3 mg de 4-acetamido-TEMPO, seguido de la adicibn de 3 ml de hipoclorito de sodio. La 
reaccibn de oxidacibn se llevo a cabo durante 15 minutos. El pH de la mezcla de reaccibn se ajustb a 7,0 por adicibn de 
acido acbtico. Despues de eso se anadieron a la reaccibn 0.910 g de p-bromoanilina (0,2 equivalentes). La reaccibn se 
llevb a cabo durante 5 h a temperatura ambiente. Finalmente, se anadio 0,566 g de borano picolina (0,2 equivalentes) a 
la mezcla. La reaccibn se agito durante la noche a temperatura ambiente. Despues de eso la solucion se diluyo con 
1000 ml de agua y se sometio a ultrafiltracion utilizando un casette Centramate con un punto de corte molecular de 10 
kDa. El producto se precipitb con IPA y se lavo tres veces con IPA: agua (100: 0, 80:20, 60:40). El precipitado se seca 
en el homo a 60°C. A continuacibn, el producto de reaccibn se caracterizb totalmente por metodologias analfticas. 
Rendimiento de la reaccibn 10,5 g. El peso molecular medido por SEC-MALLS tiene un valor medio de 853 kDa y 
polidispersidad 2,01. Grado de sustitucion (DS) = 6%. RMN 1H (500 MHz, NaOD, 5 ppm): 2,02 (s, 3H, -NH-CO-CH3), 
3,35-3,84 (m, 14H), 4,46 (d, 2H), 6. 80 (d, 2H, J = 8,35), 7,39 (d, 2H, J = 8,35).

Ejemplo 3. Preparacion de componente que contiene borato como grupo terminal (Ic)

[0036] 1,0 g de hialuronano oxidado con el peso molecular medio de 251,2 kDa se disolvio en 100 ml de tampon de 
fosfatos pH 8. A esa solucion se anadieron 0,086 g de hidrocloruro de acido aminofenilboronico. La reaccibn se agitb a 
temperatura ambiente durante 5 horas. Se anadieron 0,084 g de borano picolina (0,03 equivalentes a HA-dimero). La 
reaccibn se agitb durante la noche. El producto de reaccibn se purifico mediante diblisis extensiva contra una solucibn 
0,5% (p / v) de NaHCC>3 / NaCI y despues de eso extensivamente contra agua. El rendimiento de la reaccibn fue de 
1,04 g. El peso molecular del producto fue de 121,8 kDa y polidispersidad de 1,46. El grado de sustitucion determinado 
mediante RMN es 8%. RMN 1H (500 MHz, NaOD, 6 ppm): 2,0 (s, 3H), 2,85 (m, 2H), 3,1 (m, 2H), 3,4-4,0 (m, 10H ), 4,5 
(d, 2H), 7,34 (m, 5H)

Ejemplo 4. Preparacion de compuesto que contiene un triple enlace (propargilo) lla

[0037] 10,0 g hialuronano oxidado con un peso molecular medio de 798 kDa se disolvieron en 960 ml de agua. Se 
anadieron a la mezcla de reaccibn clorhidrato de amina de propargilo (0,3 equivalentes a HA dimero). El pH de la 
reaccibn se ajustb mediante la adicibn de 1 ml de acido acetico hasta que la mezcla alcanza pH 5,5. Despubs de 5 
horas de agitacion a temperatura ambiente, se ahadib 0-424 g de borano picolina (correspondiente a 0,3 eq. de 
dimeros de repeticibn de acido hialuronico. La reaccibn procedib durante la noche. El producto se purificb por 
ultrafiltracion. El producto HA propargil-modificado fue completamente caracterizado por tbcnicas analfticas comunes. 
Las senales utilizadas para la evaluation cuantitativa de las fracciones amina de propargilo unidas a HA son el metilo 
asignado a HA en comparacion con el metileno asignado al polisacarido modificado. El peso molecular medido por 
SEC-MALLS tiene un valor medio de 604,4 kDa y polidispersidad 2,15 El grado de sustitucion (DS) = 12% FT-IR (KBr, 
cm 1): 3379 (0, -OH), 2894, 2131 (0, C = C), 1614, 1407, 1078, 613. RMN 1H (500 MHz, NaOD, ppm 5): 2,0 (s, 3H), 2,85 
(m, 2H), 3,1 (m, 2H), 3,4-4,0 (m, 10H), 4,5 (d, 2H).

DS=n=8-15%
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[0038] En general, se disolvio 10,0 g de hialuronato sodico con un peso molecular medio de 130kDa en 960 ml de 
agua. A esa solucibn se anadib 2,57 g de bromuro de sodio (2,5mmol). Se anadib 38,8 g de fosfato de sodio a la 
mezcla de reaccibn con el fin de llegar a pH = 9,0. Se anadieron los siguientes reactivos en secuencia: 53,3 mg de 4- 
acetamido-TEMPO previamente disuelto en agua (1 ml) y posteriormente 3.0 ml de hipoclorito de sodio. La mezcla se 
dejo bajo agitation durante 5 horas. Se permitio a la reaccion alcanzar la temperatura ambiente. En este momento, se 
ajustb el pH potenciometricamente con adicibn de acido acetico hasta alcanzar pH = 5,5. A esta mezcla se anadib n- 
butinilo-amina (0,3 mmol). La aminacion reductora se llevo a cabo durante 5 horas. Despues de eso, se anadio 0,424 g 
de borano picolina (correspondiente a 0,3 eq. de dimeros de repeticion de acido hialuronico). La reaccion se dejo 
proceder a temperatura ambiente durante la noche. El producto se purifico mediante ultrafiltracion. El producto de HA 
propargil-modificado fue completamente caracterizado por tecnicas analiticas comunes. Las sehales utilizadas para la 
evaluacion cuantitativa de fracciones de amina de propargilo ligadas a HA son el metilo asignado a HA en comparacion 
con el metileno asignado al polisacarido modificado. El peso molecular medido por SEC-MALLS tiene un valor medio 
de 440,1 kDa y polidispersidad 1,57. Grado de sustitucion (DS) = 12% RMN 1H (500 MHz, 6 ppm): 2,03 (3H, -N-CO- 
CH3), 2,64 (2H, t J = 6,6, -NH-CH2-CH2-). 2,70 (1H, t; J = 6,6), 3,18 (2H t; J = 6,5, -NH-CH2-CH2-). 3,30-3,90 (10H, 
sceletal), 4,46 (2H, 1a, 1b). FT-IR (KBr, cm*1): 3379 (0, -O-H), 2894, 2131 (0, CeC), 1614, 1407, 1078, 613.

Ejemplo 6. Preparacion de compuesto conteniendo un doble enlace (alquilo) III

[0039] En general, se disolvio 1,0 g de hialuronato sodico oxidado con un peso molecular medio de 130kDa y la 
polidispersidad de 1,9 (2,5 mmol) en 100 ml de agua. Se anadib alii amina, (0,285 g, 0,5 mmol) a la solucibn anterior.
La reaccion se agito durante 5 horas a temperatura ambiente. Despues, se anadieron 0,0535 g de borano picolina (0,5 
mmol). La reaccion procedio a temperatura ambiente durante la noche. La reaccion se purifico por dialisis utilizando un 
tubo con 10 kDa de corte. El rendimiento de la reaccion fue 0,6932 g. Los datos SEC MALLS revelaron un peso 
molecular de 203,05 kDa y polidispersidad de 1,574. La integracion de la fraccion acetamido revela un grado de 
sustitucion -determinado por la comparacion con la serial alquenilo- de 8%.

Ejemplo 7. Reaccion de reticulacibn Nevada a cabo usando TEMED y catalizador activo de paladio a 25°C

[0040] La preparacion de "catalizador activo" Pd-pirimidina se describe aqui': A un matraz aforado de 10 ml se 
anadieron 2-amino-4 6-dihidroxipirimidina (13 mg, 0,10 mmol) y 2 ml de una solucibn madre de NaOH M 0,10. El 
ligando de pirimidina se disolvib completamente agitando durante 2 minutos en un bano de agua precalentado a 65°C. 
A la solucibn resultante se anadib Pd (OAc) 2 (22,4 mg, 0,1 mmol). La mezcla se agito vigorosamente a 65°C durante 
30 minutos (al aire libre) para dar una solucibn homogenea de color amarillo-naranja. Despues de enfriar a temperatura 
ambiente, la barra de agitacion se retirb y la solucibn se diluyo hasta 5,00 ml con agua destilada para dar una solucibn 
catalizadora de 0,01 M en Pd (II). Un procedimiento general para la reaccibn de reticulacibn se describe aqui: se 
disolvieron 10 mg del componente la (0,025 mmol) y 10 mg de componente lla (0,025 mmol) en 2 ml de agua destilada. 
A esta solucibn, se anadio consecutivamente 10 pi (0,0006 mmol) de TEMED (tetrametiletilendiamina (TMEDA o 
TEMED), y 10 pi de solucibn de catalizador activo de paladio. Se utilizb un mezclado energico despues de la adicibn de 
catalizador para asegurar una buena homogeneizacion. La reaccibn se lleno con nitrogeno y se llevo durante 6 h a 
25°C. El hidrogel preparado se lavo extensamente con PBS (3x100 ml) y agua destilada (3x100 ml) para eliminar el 
catalizador. El paladio restante se cuantifico como 215+25 ng/g de masa seca.

Ejemplo 8. Reticulacibn usando TEMED y acetato de paladio (II) a 25 y 60 0 C

[0041] 20 mg de componente la (0,5 mmol) y 20 mg de componente lla (0,5 mmol) se disolvieron en 1 ml de agua 
destilada. Se anadieron a esta solucibn consecutivamente 10 pi (0,0006 mmol) de TEMED (tetrametiletilendiamina), y 3 
mg de acetato de paladio (II) (0,013 mmol). Se mezclo energicamente despues de la adicibn de catalizador para 
asegurar una buena homogeneizacion. La reaccibn se lleno con nitrogeno y se calento durante 6 horas a 60°C. El 
hidrogel se lavo extensamente con PBS (3x100 ml) y agua destilada (3x100 ml) para eliminar el catalizador. La 
estructura del material seco se estudib por SEM despues del secado (Figura 3 ). El curso de la reaccibn de reticulacibn 
fue seguido por reologia.Las medidas reologicas se realizaron en un reometro TA con geometria de cono y placa a 
temperatura ambiente. Los parametros de medicion fueron t= 10000 Pa y F = 1 s'1. Soluciones de los componentes la 
y lla se prepararon a concentraciones de 2% (p/v). Asi, 2 mg de acetato de paladio (II) se incorporaron por agitacion 
enbrgica a la mezcla polimerica, seguido de 10 pi de TEMED. Despues de una buena homogeneizacibn de la mezcla, 
la solucibn preparada (500 pi) se transfirio a la celula cilindrica del reometro mantenido a temperatura constante 25 o 
60°C, respectivamente (Figuras 4A y 4B).

Ejemplo 9. Reticulacibn mediante el uso de CaC03 y catalizador activo de paladio a 60°C

[0042] 20 mg de componente la (0,5 mmol) y 20 mg de componente lla (0,5 mmol) se disolvieron en 1 ml de agua 
destilada. A esa solucibn, se anadieron consecutivamente 10 mg (0,028 mmol) de carbonato de cesio y 10 pi de la 
solucibn (0,01 M) de catalizador activo de paladio preparado como se describe en el Ejemplo 6. Se empleo agitacion

Ejemplo 5. Preparacion del compuesto conteniendo un triple enlace (butil) lib
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energica para asegurar una buena homogeneizacion. La reaccibn se llenb con nitrbgeno y se agitb durante 24 horas a 
60°C. El hidrogel se lavb extensamente con PBS y agua destilada con el fin de eliminar el catalizador.

Ejemplo 10. Reticulacion mediante el uso de acetato de paladio (II) y DABCO a 37°C

[0043] 20 mg de componente la (0,5 mmol) y 20 mg de componente lla (0,5 mmol) se disolvieron en 1 ml de agua 
destilada. A esta solucibn, se anadieron consecutivamente 10 mg (0,09 mmol) de DABCO (o 1 ,4-diazabiciclo [2.2.2] 
octano) y 1 mg (0,004 mmol) de acetato de paladio (II) previamente disuelto en agua. Se agito energicamente despues 
de la adicibn del catalizador para asegurar una buena homogeneizacion. La reaccibn se llenb con nitrogeno y se agitb 
durante 24 horas a 37°C. El hidrogel preparado se lavo extensamente con PBS y agua destilada con el fin de eliminar 
el catalizador. La estructura del hidrogel se representa en la Figura 6.

Ejemplo 11. Reticulacion usando acetato de paladio (II) y TEA a 37°C

[0044] 20 mg de componente la (0,5 mmol) y 20 mg de componente lla (0,5 mmol) se disolvieron en 1 ml de agua 
destilada. A esa solucion, se anadieron consecutivamente 10 pi (0,010 mmol) de TEA y 10 pi de una solucion de 
acetato de paladio (II) (3% p/v) en agua. Se agitb enbrgicamente despubs de la adicibn de cada componente para 
asegurar una buena homogeneizacion. La reaccibn se llenb con nitrogeno y se agitb durante 24 horas a 37°C. El 
hidrogel preparado se lavo extensamente con PBS y agua destilada con el fin de eliminar el catalizador.

Ejemplo 12. Reticulacion usando acetato de paladio (II) y K2HPO4 a 60°C

[0045] 20 mg de componente lb (0,5 mmol) y 20 mg de componente lib (0,5 mmol) se disolvieron en 1 ml de agua 
destilada. A esa solucibn, se anadieron consecutivamente 10 mg (0,057 mmol) de K2HPO4 y 10 pi de una solucibn de 
acetato de paladio (II) (3% p/v) en agua. Se agitb energicamente despues de la adicibn de catalizador para asegurar 
una buena homogeneizacion. La reaccibn se llenb con nitrbgeno y se agitb durante 24 horas a 60°C. El hidrogel 
preparado se lavo extensamente con PBS y agua destilada con el fin de eliminar el catalizador. La caracterizacibn 
estructural por micrografia SEM se muestra en la Figura 5.

Ejemplo 13. Reticulacion usando catalizador activo de paladio y K2HP0 4 a 60°C

[0046] Se disolvieron 20 mg de componente lb (0,5 mmol) y 20 mg de componente lie (0,5 mmol) en 1 ml de agua 
destilada. A esa solucibn, se anadieron consecutivamente 10 mg (0,057 mmol) de K2HPO4 y 10 pi de una solucibn de 
catalizador activo de paladio (0,01 M), preparado como se describe en el Ejemplo 6. Se agitb energicamente despubs 
de la adicibn de cada componente para asegurar una buena homogeneizacion. La reaccibn se llevb a cabo durante 5 
horas a 60°C.

Ejemplo 14. Reticulacion mediante el uso de acetato de paladio (II) en tampon fosfato (pH 6,0)

[0047] 20 mg de componente la (0,5 mmol) y 20 mg de lla componente (0,5 mmol) se disolvieron en 2 ml de tampbn de 
fosfatos pH; 6,0, pH. A esa solucibn se anadieron consecutivamente 10 mg (0,028 mmol) de TEMED y 10 mg (0,04 
mmol) de acetato de paladio (II). Se agitb enbrgicamente despubs de la adicibn de catalizador y base para asegurar 
una buena homogeneizacion. La reaccibn se llenb con nitrbgeno y se agitb durante 24 horas a 60°C. El hidrogel 
preparado se lavb extensamente con PBS y agua destilada con el fin de eliminar el catalizador.

Ejemplo 15. Reticulacion usando acetato de paladio (II) en tampon fosfato (pH 6,0)

[0048] 20 mg de componente lb (0,5 mmol) y 20 mg de componente lla (0,5 mmol) se disolvieron en 2 ml de tampbn 
fosfatos pH; 8.0, A esta solucibn, se anadieron 10 mg (0,028 mmol) de TEMED y 10 mg (0,04 mmol) de acetato de 
paladio (II) de forma consecutiva. Se agitb enbrgicamente despubs de la adicibn del catalizador y base para asegurar 
una buena homogeneizacion. La reaccibn se llenb con nitrbgeno y se agitb durante 24 horas a 60°C. El hidrogel 
preparado se lavb extensamente con PBS y agua destilada con el fin de eliminar el catalizador.

Ejemplo 16. Reticulacion de microfibras utilizando 12% (p/v) de concentracion de derivados y catalizador activo 
de paladio a 60°C

[0049] Formacion de microfibras: una mezcla fisica de los derivados descritos como lb y lla se disolvieron en agua 
para formar una solucibn acuosa de 12% en peso. La mezcla se agitb vigorosamente debido a la alta viscosidad de la 
suspension (minimo durante 24 h) antes del proceso de hilado para lograr la homogeneidad perfecta. La mezcla se 
transfirib a una jeringa, que se dejo abierta para permitir escapar al aire atrapado. La configuracion experimental basica 
utilizada para la formacion de fibras incluye una jeringa que contiene la solucibn de polimero que se mantiene usando 
un soporte. La jeringa se coiocb en una bomba de jeringa lineal (Nexus 5000, Chemyx). La jeringa se unib a un tubo de 
inyeccibn, en donde la mezcla polimerica se inyecta directamente en el bano de coagulacion, de manera que las 
microfibras se obtuvieron utilizando un proceso de hilatura en humedo. Los experimentos se llevan a cabo a 
temperatura ambiente con una velocidad media de extrusion de 260 pl/min. El bano de coagulacion puede consistir por
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ejemplo de un alcohol, por ejemplo, metanol o etanol, y un bcido organico, por ejemplo, bcido fbrmico o acbtico, en 
agua. Sin embargo, no quiere decirse que la composicibn del baho de coagulacibn estb destinada a ser limitante para 
el alcance de la invencibn, ya que el objeto de la invencibn es reticular las fibras formadas. Por supuesto, hay tambien 
otros metodos utiles para la produccibn de filamentos de hialuronano tal como se describe previamente en la tecnica.
La fibra resultante es forzada a salir del baho y se extiende por laminacion entre dos bobinas. La fibra final es entonces 
deshidratada a temperatura ambiente. El proceso de secado permite gradualmente la evaporacion de los componentes 
volatiles que fueron utilizados para la precipitacion de la microfibra.

[0050] Establecimiento de condiciones de reaccion para la reticulacibn de las microfibras: La microfibra fue 
transferido a un baho, en adelante denominado baho de reticulacibn que contiene una mezcla de isopropanol y bcido 
Ibctico en relacion (8: 2). Sin embargo, la composicion del baho de reticulacibn puede variar y puede incluir otros 
alcoholes y acidos orgbnicos sin afectar a la reaccion de reticulacibn. Variando la cantidad de la solucion de 
"catalizador activo de paladio" de 50 a 100 pi, preparada como se describe anteriormente en el ejemplo 7, las 
microfibras se dejaron reaccionar en el baho reticulado. La concentracibn final de catalizador activo de paladio utilizado 
en el baho de reticulacibn puede variar, por ejemplo, de 5x1 O’5 a 1x1 O'4 M. La reaccion de reticulacibn se trato a tres 
temperaturas diferentes: a temperatura ambiente, 37°C y 60°C. Experimentalmente, se observo que la fibra se reticulb 
a una temperatura de 60°C. Para controlar el tiempo de reticulacibn, se extrajo una pieza de fibra de la reaccion y se 
ensayb la solubilidad de la fibra en agua. En consecuencia, la reaccibn se dejb proceder durante 2 horas, que se 
descubrio ser el mejor tiempo. Despues de eso, la microfibra se lavo extensamente con mezclas de isopropanol: agua y 
se secb de nuevo. La caracterizacion de la microfibra se hizo por Microscopia Electrbnica de Barrido (SEM): Los 
andamios de microfibras se hacen girar en la parte superior del sustrato de aluminio, revestidos por pulverizacibn ibnica 
con oro y su morfologia superficial es examinada por un Microscopio Electrbnico de Barrido. Las caracterizaciones 
morfolbgicas y estructurales de las microfibras antes y despubs de la reticulacibn se obtuvieron por SEM y se muestran 
en la Figura 7. Los ensayos de traccibn se midieron con una maquina de ensayo de traccibn Instron 3343 y se 
analizaron utilizando software Bluehill 2.

Ejemplo 17. Reticulacibn de microfibras utilizando 14% (p/v) de concentracibn de derivados y catalizador activo 
de paladio a 60°C

[0051] Las fibras se prepararon usando un procedimiento similar al descrito en el ejemplo 16, solo aumentando la 
concentracibn de los componentes a 14% en peso. Las fibras se obtuvieron mediante un proceso de hilatura en 
humedo usando una velocidad de extrusion de 280 pl/min.

Ejemplo 18. Reticulacibn de microfibras utilizando 15% (p/v) de concentracibn de derivados y catalizador activo 
de paladio a 60°C

[0052] Las fibras se prepararon usando un procedimiento similar al descrito en el ejemplo 16, sblo aumentando la 
concentracibn de los componentes a 15% en peso. Las fibras se obtuvieron mediante un proceso de hilatura en 
humedo usando una velocidad de extrusion de 300 pl/min.

[0053] La Tabla 1 a continuacibn representa las propiedades mecanicas de las microfibras como las descritas en el 
Ejemplo 18 (antes de la reticulacibn). La Tabla 2 representa las propiedades mecbnicas de las microfibras descritas en 
el Ejemplo 18 (despues de la reticulacibn).

Tabla 1

Etiqueta
muestra

Carga a
rotura
(Cursor)

Deformacion por 
traccibn a rotura 
(Cursor)

Tenacidad a 
rotura (Cursor)

Mbdulo
(Tangente

0,5%)

Tensibn de 
traccibn a 

rotura (Cursor)

(N) (mm/mm) (cN/tex) (MPa) (MPa)
1 2,70 0,19 2,70383 >1334,425 55,08204
2 2,36 0,15 2,36366 >1462,406 48,15201
3 2,58 0,17 2,58496 >1538,254 52,66032
4 2,59 0,17 2,58656 >1429,957 52,69302
5 2,29 0,14 2,29136 >1480,453 46,67916

Media 2,51 0,17 2,50607 1449,099 51,05331
Desviacion
estandar

0,17190 0,01776 0,17190 75,209 3,50188

Mediana 2,58 0,17 2,58496 1462,406 52,66032
Coeficiente de 

Variacion
6,85926 10,74236 6,85926 5,190 6,85925

14

ES 2 595 653 T3

 



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

Tabla 2

Etiqueta
muestra

Carga a 
rotura 

(Cursor)

Deformation por 
traccion a rotura 

(Cursor)

Tenacidad a 
rotura (Cursor)

Mbdulo
(Tangente

0,5%)

Tension de traccion 
a rotura (Cursor)

(N) (mm/mm) (cN/tex) (MPa) (MPa)
1 2,39 0,10 2,39025 >4872,143 118,88104
2 2,33 0,11 2,33154 >4722,472 115,96108
3 2,19 0,09 2,18782 >4720,472 108,81340
4 2,31 0,09 2,30931 >4516,462 114,85558

Media 2,30 0,10 2,30473 4707,887 114,62778
Desviacibn
estandar

0,08509 0,00775 0,08509 146,053 4,23190

Mediana 2,32 0,10 2,32042 4721,472 115,40833

Ejemplo 19. Medicion de la viabilidad de las celulas antes y despues de la reaccion de reticulacion

[0054] Fibras preparadas como se describe en el Ejemplo 16 se esterilizaron en autoclave (120°C / 20 minutos) y 
posteriormente se transfirieron al medio de cultivo que consiste en EagleMedium Modificado de Dulbecco con 10% de 
suero fetal bovino, 5 g / 1 de D-glucosa, 20uM L- glutamina, 100 U / ml de penicilina y 100 pg / ml de estreptomicina. Se 
preparo una solution de fibras a una concentracibn de 3,6 mg de muestra por mL de medio de cultivo. Las fibras se 
suspendieron durante la noche. Esta suspension se ensayo usando dos concentraciones diferentes: 1,8 y 3,6 mg / ml. 
Se ensayaron lineas celulares y viabilidad para la linea celular NIH-3T3. Las cblulas se sembraron en placa de cultivo 
de 12 pocillos y se cultivaron durante 24 h antes de usar una densidad de 3000c por pocillo. Despues de la incubacibn 
anterior, las celulas se transfirieron al medio de cultivo para tener un contacto directo con la fibra y productos disueltos. 
La incubacion se llevo a cabo durante 24, 48 y 72 horas, respectivamente. Despubs de cada perfodo de incubacibn, se 
utilizb un ensayo MTT (usando 3-(4,5-dimetiltiazol-2-iI) -2,5-difenil bromuro de tetrazolio) para investigar la viabilidad 
celular. El ensayo se preparo como se indica; se disolvio MTT a una concentracibn de 5 mg/ml en medio de cultivo. Se 
transfirio 20 pi de la solucion MTT al pocillo y se incubo durante 2,5 h. La medicion de la microplaca de absorbancia se 
leyb usando un VersaMax a dos valores diferentes de absorbancia, en este caso 570 y 690 nm. La evidencia grafica de 
la biocompatibilidad se muestra en la Figura 11.
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Reivindicaciones

1. Un proceso de preparacion de un derivado de hialuronano reticulado, caracterizado porque se lleva a cabo por una 
reaccibn de acoplamiento C-C en agua, tampon de fosfatos o una mezcla de un acido organico y un alcohol, y en 
presencia de un catalizador activo de paladio, en el que la reaccibn de acoplamiento C-C tiene lugar entre un derivado 
de hialuronano con un grupo terminal aril-haluro y/o aril-borato, y un derivado de hialuronano que lleva un grupo 
alquenilo o alquinilo.

2. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque primero se prepara un derivado de hialuronano 
amina secundaria que lleva un terminal arilo sustituido, segun la formula (I):

X

(i)
en la que X = halogeno o un grupo funcional borato,
a continuacion, se prepara un derivado de hialuronano amina secundaria que lleva un compuesto insaturado que 
contiene un triple o un doble enlace, de acuerdo con la formula (II) o (III):

(U) (HI)

en la que R1 es un grupo alifatico C 1.15,
y luego el derivado de la fbrmula (I) se mezcla con el derivado de la fbrmula (II) o (III), a continuacion, se ahade un 
catalizador de paladio activo estable en agua a fin de obtener el derivado de hialuronano reticulado.

3. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado porque X es I, Br o B-(OH)3, y R1 es metileno o etileno.

4. El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el catalizador activo 
de paladio se selecciona entre el grupo que comprende un complejo de acetato de paladio (II) y una base inorgbnica u 
orgbnica, y un complejo de paladio (II) y 2-amino -4,6-dihidroxipirimidina, mientras que la concentracion del catalizador 
activo de paladio en la mezcla de reaccibn estb en el intervalo de 1x1 O'5 a 1x10‘3 M.

5. El proceso de acuerdo con la reivindicacibn 4, caracterizado porque el catalizador activo de paladio es un complejo 
de acetato de paladio (II) y una base inorgbnica u organica, la concentracibn del catalizador activo de paladio en la 
mezcla de reaccibn esta en el intervalo de 1x1 O'4 a 1x10*3 M, preferiblemente 5x1 O'4, mientras que el derivado de 
hialuronano reticulado resultante esta en la forma de un hidrogel.

6. El proceso de acuerdo con la reivindicacibn 5, caracterizado porque la base se selecciona del grupo que 
comprende DABCO, TEMED, TEA, fosfatos secundarios, tales como K2HPO4, carbonatos, tales como CaCC>3.

7. El proceso de acuerdo con la reivindicacibn 5, caracterizado porque la base se TEMED o DABCO.
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8. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 4, caracterizado porque el derivado de la fbrmula (I) se mezcla con el 
derivado de la formula (II) o (III) y la mezcla se extruye en un bano de coagulacion con el fin de obtener microfibras de 
derivado de hialuronano, y luego las microfibras se transfieren al bano de reticulacion que contiene un catalizador 
activo de paladio con el fin de obtener microfibras de derivado de hialuronano reticuladas.

9. El proceso de acuerdo con la reivindicacidn 8, caracterizado porque el catalizador activo de paladio es un complejo 
de paladio (II) y 2-amino-4,6-dihidroxipirimidina y la concentration del catalizador activo de paladio en el bano de 
reticulacidn esta dentro del intervalo de 1x10 '5 a 1x1 O'4 M, preferiblemente 5x1 O'5.

10. El proceso de acuerdo con la reivindicacidn 8 o 9, caracterizado porque el bano de coagulacidn consiste en una 
mezcla de un alcohol y un acido organico y el bano de reticulacidn consiste en una mezcla de un alcohol y acido tectico 
y el catalizador activo de paladio.

11. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 10, caracterizado porque el alcohol en el bano de reticulacidn se 
selecciona de metanol, etanol e isopropanol.

12. El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque la reticulacion se 
lleva a cabo a temperaturas de entre 25 y 100°C, preferiblemente 60°C.

13. Un hidrogel de acuerdo con la formula A o B

COCH3

(A) (B)

en la que R1 es un sustituyente alifatico C1-15.

14. El hidrogel de acuerdo con la reivindicacion 13, caracterizado porque R1 es etileno o etileno.

15. Una microfibra basada en un derivado de hialuronano segun la formula A o B
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COCHj

(A) (B)

en la que Ri es un sustituyente alifatico C1-15.

5 16. La microfibra segun la reivindicacion 15, caracterizada porque tiene el dtemetro de 100 a 300 mm.
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Figure 4
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Figura 6
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Figura 7
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