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DESCRIPCION

Derivado de acido hialuronico, metodo de preparation del mismo, metodo de modificacibn del mismo y utilizacibn del
mismo

Estado de la tecnica

[0001] La invention se refiere a la preparation y uso de un nuevo derivado de acido hialuronico que tiene un doble
enlace en las posiciones 4 y 5 de la parte de glucosamina del polisacbrido y un grupo aldehido en la posicibn 6 de la
parte de glucosamina de la cadena de polisacarido, de acuerdo con la formula X, o una forma hidratada del mismo con
un diol geminal en la position 6 de la parte de glucosamina del polisacarido y un doble enlace retenido en las posiciones
4y 5 de la parte de glucosamina del polisacarido, de acuerdo con la formula Y

en el que R puede ser hidrogeno, cualquier cation metalico o cation organico.

[0002] Este derivado insaturado de aldehido de hialuronano es adecuado para la unibn de compuestos que contengan
un grupo amino, sobre todo en conditiones fisiologicas. En caso de que el compuesto unido contenga dos 0 mas grnpos
amino, se pueden preparar materiales reticulados.

Tecnica anterior

[0003] El acido hialuronico es un glicosaminoglicano compuesto de dos unidades de repetition de (3 (1,3) de acido D-
glucurbnico y |3 (1,4) -N-acetil-D-glucosamina.

Esquema 1. Acido hialuronico

[0004] Se caracteriza por un alto peso molecular de 5.104a 5.106 g.mol'l, que depende de la forma de aislamiento del
mismo y del material de partida. Este polisacarido muy hidrbfilo es soluble en agua en la forma de una sal dentro del
intervalo total del pH. Es una parte del tejido conectivo, piel, fluido de articulacibn sinovial, desempeha un papel
importante en un numero de procesos biolbgicos tales como la hidratacion, la organizacibn de proteoglicanos, la
diferenciacion celular, la proliferation y la angiogenesis.Dado que este polfmero es natural del cuerpo, y por lo tanto,
biodegradable, se convierte en un sustrato adecuado para la ingenieria de tejidos o un portador de sustancias
biologicamente activas.

Modification de acido hialurdnico a HA-aldehido

[0005] Muy a menudo, HA-aldehido se prepara mediante una oxidacibn selectiva del bcido hialuronico nativo. La
oxidation de polisacaridos es un proceso en el que se cambia el grado de oxidacibn de los grupos funcionales del
polisacarido. En caso de formacibn de un aldehido el grado de oxidacibn aumenta formalmente en un grado. Se forman
a menudo tambibn grupos carboxilicos (oxidacibn en dos grados), que pueden ser un subproducto de la oxidacibn a un
aldehido. En el caso de acido hialuronico se conocen varios metodos para la preparation de hialuronano con un grupo
aldehidico unido al mismo (HA-aldehido). Estos derivados de hialuronano son unos de los precursors mas utilizados
para la preparation de biomateriales a partir de un hialuronano modificado quimicamente. La razbn principal es que los
grupos aldehidicos son muy estables en conditiones fisiologicas, pero al mismo tiempo son aun suficientemente
reactivos para una reaction quimica rapida y eficaz, por ejemplo, con aminas.
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Los principales metodos de preparation de HA-aldehfdos se muestran en el siguiente esquema 2.

Esquema 2
OH

[0006] Con mucho, el mbtodo mas frecuente de introduccibn de un grupo aldehfdico en hialuronano es la oxidacibn por
medio de Nal04 en agua (Esquema 2, estructura 1) (Spiro Robert et al.: WO 99/01143, Daniel Aeschlimann, Bulpitt
Pablo: W02007/0149441). Esta modificacion conduce a la apertura del ciclo de sacbrido y formacion de dos grupos
aldehidicos.

[0007] Otro metodo es la oxidacion del grupo hidroxilo primario en la posicibn 6 de la parte de glucosamina del
polisacbrido a un aldehfdo (Esquema 2, estructura 2) por medio del sistema NaClO / TEMPO en agua (Buffa R., Kettou
S., Velebn»V. et al. WO 2011/069475) o por medio del periodinano de Dess-Martin en DMSO (Buffa R., Kettou S,,
Velebn »V. et al. WO 2011/069474). A diferencia de la estructura 1, el grupo aldehfdo en esta posicibn mantiene la
rigidez de la cadena de polfmero.

[0008] Un metodo interesante de introduccion de un grupo aldehfdo en hialuronano es la posibilidad de unibn de este
grupo a traves de un enlazador (Esquema 2, estructura 3). Existen varios enfoques posibles aquf, tales como la
introduccibn de un diol vecinal en el grupo carboxilo del hialuronano a traves de una amida y la posterior oxidacion del
diol por medio de Nalo4 lo que da lugar a un aldehfdo unido atraves de un enlazador (Hilborn J. et al: WO
2010/138074). Esta estrategia puede ser ventajosa consistiendo en que el grupo aldehfdo es estericamente mas
accesible para modificaciones adicionales opcionales.

[0009] Otra solicitud de patente (Aeschlimann Daniel y Pablo Bulpitt: WO 2007/0149441) menciona la posibilidad de
preparar HA-aldehfdo por medio de la reduccion del grupo carboxilo del hialuroniano, utilizando el agente de 9-BBN (9-
borabiciclo [3,3,1] nonano). El resultado es hialuronano que tiene un grupo aldehfdo en la posicibn 6 de la parte
glucurbnica del polisacarido (Esquema 2, estructura 4).

Condensacidn de HA-aldehido con N-nucleofilos

[0010] La ventaja principal de la aplicacibn de la condensacion de aldehfdos con HA-N-nuclebfilos (aminas) es que se
puede llevar a cabo en condiciones fisiologicas. Generalmente, esta reaccion se describe mediante el siguiente
esquema 3

Esquema 3

HA-CHO - - HA -CH «N - X
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[0011] La estabilidad hidrolftica del enlace imina resultante -CH = N- depende en gran medida de la naturaleza del grupo
X. Siempre que X sea un atomo que no porte ningun par de electrones libres, como el grupo -CH2-, se forma una imina
hidroliticamente inestable HA-CH = N-CHz-. Siempre que X sea un atomo que porte un par de electrones libres, se
forma un conjugado mbs estable hidroliticamente (oxima HA-CH = N-O-, hidrazona HA-CH = N-NH-, semicarbazona
HA-CH = N-NH-Co y similares) en el que el enlace imina -CH = N- se estabiliza mediante la conjugacibn con el par de
electrones libre del atomo X. Se conocen muchas patentes que describen la unibn de aminas que tienen la formula
general NH2-X-, en la que X es nitrbgeno u oxigeno, a hialuronano oxidado a un aldehido, y donde los materiales finales
se forman en condiciones fisiologicamente aceptables de manera que son aplicables a una amplia gama de aplicaciones
de la biomedicina. Los recientes incluyen la patente (Bergman K., et al: WO 2009/108100) donde materiales a base de
bcido hialurbnico modificados por grupos electrbfilos tales como aldehido, maleinimida, acrilato, acrilamida, metacrilato,
metacrilamida, vinilsulfona y aziridina se reivindican en general. Grupos hidrazidas, semicarbazidas, tiosemicarbazidas,
aminooxi, tiol y p-aminotiol se mencionan como nucleofilos de reticulacion. Otra solicitud de patente (Hilbom J. et al: WO
2010/138074) es similar y da a conocer la union de N, S o al mismo tiempo, nucleofilos Ny S directamente a
hialuronano oxidado a un aldehido por medio de oxidacion con sodio peryodato.

[0012] En caso de que X sea un carbono alifatico (Esquema 3), se sabe generalmente que las iminas resultantes no son
hidroliticamente estables (el enlace -C = N- no tiene ningun socio para la conjugacibn) y se convierten reversiblemente
en el aldehido y amina original (Buffa R., Kettou S., Velebn»V. et al. WO 2011/069474). La situacibn se describe en el
Esquema 4.

Esquema 4

[0013] Otra posibilidad de como estabilizar dichas iminas es extender la conjugacibn desde el otro lado, es decir, desde
el lado aldehido, lo que significa proporcionar la imina resultante con la conjugacibn que tiene un enlace -C = C-
multiple. La reaccibn general se muestra en el Esquema 5.

Esquema 5

HA-OC-CHO v A HA-CSC-CM=N - X

[0014] Este enfoque se menciona muy raramente en la literatura, por ejemplo, para reacciones de aldehidos aromaticos
con aminas, formando las denominadas bases Schiff, donde la estabilidad se soporta por la conjugacibn con un ciclo
aromatico Ar-CHO + H2N-R —=Ar-CH = N-R. Sin embargo, en caso de polisacbridos o polimeros en general, ningun
ejemplo anblogo ha sido encontrado. En tal modificacibn de polimeros, seria necesario introducir un grupo arombtico o,
en general, cualquier enlace multiple conjugado a traves de un enlazador en el aldehido, que es una complicacion
tecnologica y la biocompatibilidad del material no esta garantizada. Sin embargo, este metodo apunta a otra
complicacion potencial. En caso de presencia de un sistema arombtico o mbs enlaces multiples conjugados el material
puede absorber en la region visible ya, por lo tanto, el compuesto sera de color lo que generalmente no es deseable
(una posible fotosensibilidad, complicaciones en ensayos analiticos e in vitro).

Resumen de la invencion

[0015] El objeto de la invencion es bcido hialuronico de la formula estructural general X o Y, que tiene algunos de sus
ciclos de glucosamina del polisacarido modificados con un doble enlace en las posiciones 4 y 5y, al mismo tiempo estb
presente un grupo aldehidico, o diol geminal (estructura Y) en la posicion 6 de la parte glucosamina del polisacarido
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en donde R puede ser hidrogeno, cualquier cation metalico o cation organico. Preferiblemente, dicho derivado tiene el
peso molecular dentro del intervalo de 1 a 500 kDa. R es un cation de sodio, potasio, calcio o un cation organico
seleccionado del grupo que comprende tetra alquilamonio C1-Cs, alquilamina protonizada Ci-C6, preferiblemente amonio
de tetrabutilo o trietilamina protonizada.

[0016] Esta solution permite la estabilizacion de los conjugados de acido hialuronico con compuestos amino por medio
de un enlace multiple desde el lado del aldehfdo, de modo que practicamente cualquier compuesto que contenga un
grupo amino puede unirse a dicho hialuronano modificado en condiciones fisiologicas.

[0017] Esta es una diferencia importante en comparacion con los aldehidos saturados de hialuronano que son en
condiciones fisiologicas capaces de unir fuertemente los compuestos de la formula general H2N-X-, en la que X es un
atomo que lleva un par libre de electrones, por lo general oxigeno o nitrbgeno. Dado que s6lo muy pocas sustancias
naturales contienen el grupo H2N-X-, la solucibn descrita en esta solicitud de patente trae consigo una gran ventaja no
solo como un portador prospectivo de sustancias biologicamente activas, sino tambien en la ingenieria de tejidos, donde
muy a menudo se utilizan derivados de acido hialurbnico reticulados en condiciones fisiologicas con compuestos amino
biologicamente aceptables.

[0018] Ademas, la invention se refiere al mbtodo de preparation del derivado de acuerdo con la formula estructural X o
Y, donde primero el bcido hialurbnico se oxida a un HA-aldehido en la posicibn 6 de la parte de glucosamina (en
adelante denominado Paso 1), y, a continuacion, HA-aldehido es deshidratado en solucion o por un simple
calentamiento en ausencia de disolventes, bases u otros aditivos (en lo sucesivo, paso 2). Estos dos pasos se explican
en detalle a continuacion:

Paso 1. Oxidacion selectiva del grupo hidroxilo primario del acido hialuronico en la posicion 6 de la parte de
glucosamina del polisacarido a un aldehfdo. La reaccion puede llevarse a cabo por medio de, por ejemplo, el
sistema de oxidacion 2,2,6,6 tetrametil-1-piperidiniloxilo radical RE-TEMPO / NaClO en agua, en el que Rles
hidrogeno o el grupo Al-acetilo:

oxidacion COOH /

HjO
CH,CO CHjCO7

Este paso se lleva a cabo preferiblemente en agua a la temperatura de -5 a 10 °C, la cantidad molar de NaClO
esta dentro del rango de 0,05 a 0,7 eq. y la cantidad molar de RETEMPO esta dentro del intervalo de 0,005 a
0,2 eqg. con respecto a un dimero de acido hialurbnico. El acido hialuronico de partida puede tener el peso
molecular dentro del rango de 10 kDa a 5 MDa.

Paso 2:
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Variante 1. Deshidratacion del HA-aldehido en un disolvente aprbtico polar y agua a la temperature de
30 a 80 °C, preferiblemente a 50 a 60 °C, o Variante 2: El calentamiento del HA-aldehido saturado
puro en estado seco a temperature de 50 a 100 °C, preferiblemente 70 a 80 °C.

disolvente aprotico

COONa Il
H,0
calentar
Cmjco sin disolvente CHjcO

La primera variante es deshidratacion en un medio acuoso-organico, en el que el disolvente organico
es miscible en agua y la relacion en volumen disolvente/agua esta dentro del intervalo de 3/1 a 1/2.
Preferiblemente, en este paso pueden usarse bases con propiedades nucleofilas limitadas, tales como
bases organicas, por ejemplo, trietilamina o A/-diisopropil-A/-etilamina, o bases inorganicas, por
ejemplo, Ca (OH)2. La cantidad de la base en la reaccibn es de 0,01 - 20 equivalentes con respecto a
un dimero de acido hialuronico, preferiblemente 5-10 equivalentes. La base puede soportar la
eliminacibn por inclusibn de un protbn en posicibn alfa del aldehido (posicibn 5 del ciclo) y el carbanibn
resultante elimina el grupo hidroxi en la posicibn 4, formando un enlace multiple. Como disolventes
organicos, pueden ser utilizados disolventes polares aproticos miscibles con agua, preferiblemente
DMSO o sulfolano. La reaccibn se lleva a cabo preferiblemente durante 12 a 150 horas.

[0019] La segunda variante, tecnologicamente muy atractiva, de realizar el paso 2 es calentar el aldehido saturado de
partida en su estado seco en ausencia de cualquier aditivo a una temperature mas elevada, preferiblemente a la
temperature de 70 a 80°C durante 12 horas a 10 dias, preferiblemente de 4 a 5 dias.

[0020] Ademas, la invencion se refiere al uso del HA-aldehido insaturado para la union de aminas. Mas
especificamente, la invencion se refiere al metodo de la modificacion del derivado de bcido hialuronico segun la formula
XoY, donde el derivado reacciona con una amina de acuerdo con la fbrmula general H2N-R2, donde R2es un grupo
alquilo, aromatico, heteroaromatico, de cadena lineal o ramificada Cl - C30, opcionalmente conteniendo atomos N, S u
O. Dicha amina puede ser, por ejemplo, un aminoacido, peptido o polimero que contiene un grupo amino libre, en el que
dicho polimero puede ser, por ejemplo, acido hialuronico desacetilado, bcido hialuronico con un grupo amino unido a bl
a traves de un enlazador, o gelatina, u otro polimero biolbgicamente aceptable. La cantidad de amina, aminoacido,
peptido o grupos amino libres en el polimero esta preferiblemente dentro del intervalo de 0,05 a 2 equivalentes con
respecto a un dimero de hialuronano.

[0021] No se requieren condiciones especificas para la preparacion de dichos conjugados. La reaccion puede tener
lugar en agua, en tampon fosfato o en el sistema agua-disolvente orgbnico a la temperature dentro de la gama de 20 a
60 °C durante 10 minutos a 150 horas. El disolvente organico puede ser seleccionado del grupo que incluye alcoholes
miscibles en agua, especialmente isopropanol o etanol, y disolventes aproticos polares miscibles con agua,
especialmente sulfoxido de dimetilo, en los que el contenido de agua en la mezcla es al menos 50% vol. La reaccion se
desarrolla sin problemas en condiciones fisiologicas, tales como en tampon de fosfato a pH = 7,4 y la temperature de
37°C, con una amplia variedad de aminas, de aminoacidos simples a peptidos complicados. En estas condiciones
tambibn es posible unir hidrazinas, hidroxilaminas, hidrazidas, semicarbazidas o tio semicarbazidas sin ningun
problema. En caso de unirse compuestos que contienen dos 0 mas grupos amino, es posible preparer derivados
reticulados insolubles que tienen una amplia variedad de propiedades viscoelasticas.
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[0022] La mayor estabilidad del enlace de amina y HA-aldehfdo insaturado, en comparacion con el anblogo saturado del
mismo, permite la preparacibn de biomateriales insolubles mbs estables y mejor reticulados basados en hialuronano.
Esta afirmacion se describe con mayor detalle en la parte Ejemplos, Ejemplo 21, en el que un derivado saturado y uno
insaturado de HA-aldehfdo que tienen un grado de sustitucion y peso molecular similares se comparan en terminos de
propiedades reologicas finales para la reticulacibn con bcido hialurbnico desacetilado.

[0023] En comparacion con los analogos mencionados en la parte "Thcnica Anterior"”, el metodo sugerido de
modificacibn es mas ventajoso ya que permite la union mas fuerte de una escala considerablemente mas amplia de
compuestos que contienen grupos amino a acido hialuronico en condiciones fisiologicas. Este hecho es una gran
ventaja para su aplicacion especialmente en la ingenieri'a de tejidos, donde muchos amino-enlazadores de reticulacion
biocompatible pueden ser utilizados en condiciones fisiologicas, incluso en presencia de celulas vivas. Los derivados
modificados se pueden utilizar, por ejemplo, para la preparacion de materiales e hidrogeles reticulados, para la
preparacion de materiales para la ingenieri‘a de tejidos o para aplicaciones biomedicinales. Para la reticulacion, tambien
pueden ser utilizados polisacaridos o grupos amino que contienen pollmeres en general. Preferiblemente, dicha
invencibn puede ser tambien utilizada en el campo de portadores de sustancias biologicamente activas. El mbtodo
concebido permite la inmovilizacion de una gama mas amplia de aminas biolbgicamente activas (por ejemplo, peptidos)
en hialuronano, que puede entonces ser liberado de forma natural en forma nativa (activa) de los mismos. Se ha
descubierto que a un pH mas bajo el enlace amina -HA-aldehido insaturado es hidroliticamente menos estable y por lo
tanto los conjugados preparados pueden utilizarse como materiales de sensibilidad al pH tambien (portadores, geles ...).
Se ha demostrado que el HA- aldehfdo insaturado por si solo no es citotbxico, y, por lo tanto, los conjugados del mismo
son un candidato adecuado para diversas aplicaciones biomedicinales. Aungue una persona experta en la tbcnica
podrfa esperar que la conjugacion por la parte de aldehfdo con el enlace multiple -C = C- darfa lugar a una mayor
toxicidad debido a, por ejemplo, acrolefna CH2 = CH-CHO es una sustancia altamente toxica e irritativa, no es asf. El
derivado de acuerdo con la invencibn tiene un doble enlace dentro de la estructura del polfmero (sin enlazador) y el
sustrato final no ha mostrado propiedades toxicas. Los derivados segun la formula X o Y se pueden usar para la
preparacibn de materiales que tienen un efecto contra el cbncer, como portadores de sustancias biolbgicamente activas
en cosmetica y farmacia o como portadores de sustancias biolbgicamente activas con liberacion controlada mediante
cambio del valor de pH.

[0024] La realizacion de la solucibn descrita en esta aplicacion no es tecnologicamente complicada y no requiere el uso
de costosos productos qufmicos, disolventes o procedimientos de aislamiento.

Breve descripcion de los dibujos

[0025] La figura 1 representa el material elastico preparado segun el Ejemplo 20.

Descripcion de las realizaciones preferidas

[0026]

DS = grado de sustitucion = 100% * (cantidad molar del sustituyente ligado o dfmero modificado) / (cantidad
molar de todos los dfmeros polisacbridos)

[0027] El termino equivalente (eq) como se usa en la presente memoria significa un dfmero de acido hialurbnico, si no
se indica lo contrario. Los porcentajes son porcentajes en peso, si no se indica lo contrario.

[0028] El peso molecular del acido hialurbnico inicial (fuente: CPN spol s r.o., Dolni Dobrouc CZ) es el peso medio y se
determino por medio de la SEC-MALLS.

Ejemplo 1 Preparacion de HA-aldehido oxidado en la posicion 6 de la parte de glucosamina. Oxidacibn de acido
hialurbnico

[0029] Solucibn acuosa de NaClO (0,5 eq) se anadio graduaimente a una solucibn acuosa al 1 por ciento de acido
hialurbnico (1 g, 200 kDa) que contiene NaCl 1%, KBr 1%, TEMPO (0,01 eq) y NaHCO03 (20 eq.), en atmbsfera de
nitrogeno. La mezcla se agito durante 12 horas a la temperatura de -5°C, luego se anadio 0,1 g de etanol y la mezcla se
agito durante otra 1 hora. Despues, la solucibn resultante se diluyo con agua destilada a 0,2% y se dializb contra la
mezcla (0,1% NaCl, 0,1% NaHCOa) 3 veces 5 litros (una vez al dfa) y contra agua destilada 7 veces 5 litres (dos veces

al dfa). Despues de eso, la solucibn final se evaporo y se analizo.
DS 10% (determinado por RMN)

IH NMR (D20) 6 5.26 (s, 1H, polfmero-CH(OH)2)
HSQC (D20) senal cruzada 5.26 ppm(1H) - 90ppm(13X) (polfmero-CH(OH)2)

Ejemplo 2 Deshidratacion de HA-aldehido
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[0030] Se anadieron 6,7 ml de DMSO y DIPEA base (5 eq) a una solucibn de tres por ciento de HA-aldehido (0,1 g,
grado de oxidacibn DS = 10%, Ejemplo 1) en agua. La mezcla se agitb durante 72 horas a la temperatura de 40°C. La
solucion final se precipitb por medio de la mezcla de isopropanol / hexano y la fraccibn sblida se seco en vacio.
DS 6% (determinado por RMN), Mw =110 kDa (determinado por SEC MALLS)

IH NMR (D20) 59.24 (s, 1H, -CH=0), 6.32 (m, 1H, -CH=C-CH=0)

UV-Vis (D20) 252nm, n- « * transition de a, p - aldehido insaturado
Ejemplo 3 Deshidratacidn de HA-aldehido

[0031] Se anadieron 7,5 ml de DMSO y DIPEA base (5 eq) a una solucion de cuatro por ciento de HA-aldehido (0,1 g,
grado oxidacion DS = 10%, Ejemplo 1) en agua. La mezcla se agito durante 72 horas a la temperatura de 50°C. La
solucion final se precipitb por medio de la mezcla de isopropanol / hexano y la fraccibn sblida se seco en vacio.

DS 5% (determinado por RMN, mas detalles en el Ejemplo 2)
Ejemplo 4 Deshidratacidn de HA-aldehido
[0032] Se anadieron 2,5 ml de DMSO y DIPEA base (5 eq) a una solucibn de dos por ciento de HA-aldehido (0,1 g,
grado oxidacion DS = 10%, Ejemplo 1) en agua. La mezcla se agito durante 72 horas a la temperatura de 50 0C. La
solucibn final se precipitb por medio de la mezcla de isopropanol / hexano y la fraccion sblida se seco en vacio.
DS 2% (determinado por RMN, mas detalles en el Ejemplo 2)
Ejemplo 5 Deshidratacidn de HA-aldehido
[0033] Se anadieron 6,7 ml de sulfolano a una solucibn de tres por ciento de HA-aldehido (0,1 g, grado de oxidacibn DS
= 10%, Ejemplo 1) en agua. La mezcla se agito durante 72 horas a la temperatura de 60°C. La solucibn final era
entonces precipitada por medio de la mezcla de isopropanol / hexano y la fraccion sblida se seco en vacio.

DS 1% (determinado por RMN, mbs detalles en el Ejemplo 2)
Ejemplo 6 Deshidratacidn de HA-aldehido
[0034] Se anadieron 6,7 ml de sulfolano y EbN base (5 eq) a una solucibn de tres por ciento de HA-aldehido (0,1 g,
grado de oxidacibn DS = 10%, Ejemplo 1) en agua. La mezcla se agitb durante 72 horas a la temperatura de 50°C. La
solucibn final se precipitb por medio de la mezcla de isopropanol / hexano y la fraccion sblida se seco en vacio.

DS 5% (determinado por RMN, mas detalles en el Ejemplo 2)
Ejemplo 7 Deshidratacidn de HA-aldehido
[0035] Se anadieron 6,7 ml de sulfolano y DIPEA base (2 eq) a una solucibn de tres por ciento de HA-aldehido (0,1 g,
grado de oxidacibn, Ejemplo 1) en agua. La mezcla se agitb durante 12 horas a la temperatura de 80°C. A continuacion,
la solucibn final se precipita por medio de la mezcla de isopropanol / hexano y la fraccibn sblida se seco en vacio.

DS 2% (determinado por RMN, mas detalles en el Ejemplo 2)

Ejemplo 8 Deshidratacidn de HA-aldehido

[0036] 6,7 ml de sulfolano y la base de Ca (OH)2 (1 eq) se anadieron a una solucibn de tres por ciento de HA-aldehido
(0,1 g, grado de oxidacibn, Ejemplo 1) en agua. La mezcla se agitb durante 150 horas a la temperatura de 30°C. La
solucibn final se precipitb por medio de la mezcla de isopropanol / hexano y la fraccibn sblida se seco en vacio.

DS 2% (determinado por RMN, mas detalles en el Ejemplo 2)

Ejemplo 9 Deshidratacidn de HA-aldehido

[0037] HA-aldehido (0,1 g, grado de oxidacibn DS = 10%, Ejemplo 1) se calento en su estado solido durante 5 dias a
80°C. A continuacibn, se analizb por medio de RMN.

DS 3% (determinado por RMN, mas detalles en el Ejemplo 2)
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Ejemplo 10 Deshidratacion de HA-aldehido

[0038] HA-aldehido (0,1 g, grado de oxidation DS = 10%, Ejemplo 1) se calento en su estado solido durante 12 horas a
100°. A continuation, se analizo por medio de RMN.

DS 2% (determinado por RMN, mds detalles en el Ejemplo 2)

Ejemplo 11 Deshidratacion de HA-aldehido

[0039] HA-aldehido (0,1 g, grado de oxidation DS = 10%, Ejemplo 1) se calento en su estado solido durante 10 dias a
50°C. A continuacidn, se analizo por medio de RMN.

DS 2% (determinado por RMN, mas detalles en el Ejemplo 2)
Ejemplo 12 Union de aminas a a, (H-insaturado HA-aldehido

[0040] n-butilamina (2 eq) se anadio a una solution del uno por ciento del HA-aldehido insaturado (0,1 g, grado de
sustitucion DS = 6%, Ejemplo 2) en tampon de fosfato acuoso 0,1 M a pH de 7,4. La mezcla se agitd durante 5 horas a
la temperatura de 37°C. A continuation, la solucidn final se precipito por medio de la mezcla de isopropanol / hexano y
la fraction solida se seco en vacio.

DS 5% (determinado por RMN)

1H NMR (D20) 6 7.74 (s, 1H, -CH=N-Bu), 5.68 (m, 1H, -CH=C-CH=N-Bu)
HSQC (D20) serial cruzada 7.74 ppm(1H) - 158ppm(13C) -CH=N-Bu senal cruzada 5.68 ppm(1H) - 112ppm(1C)-
CH=C-CH=N-Bu

Ejemplo 13 Union de aminas a a, fi-insaturado HA-aldehido

[0041] n-butilamina (0,05 eq) se anadio a una solucidn del uno por ciento de HA-aldehido insaturado (0,1 g, grado de
sustitucion DS = 6%, Ejemplo 2) en tampon de fosfato acuoso 0,1 M a pH de 7,4. La mezcla se agito durante 150 horas
a la temperatura de 20°C. A continuation, la solution final se precipito por medio de la mezcla de isopropanol / hexano y
la fraction sdlida se seco en vacio.

DS 2% (determinado por RMN, mds detalles en el Ejemplo 12)

Ejemplo 14 Union de aminas a &, p-insaturado HA-aldehido

[0042] n-butilamina (0,3 eq) se anadid a una solucidn del uno por ciento de HA-aldehido insaturado (0,1 g, grado de
sustitucion DS = 6%, Ejemplo 2) en agua. La mezcla se agito durante 10 minutos a la temperatura de 60°C. A
continuacion, la solucidn final se precipito por medio de la mezcla de isopropanol / hexano y la fraction solida se seed
en vacio.

DS 5% (determinado por RMN, mas detalles en el Ejemplo 12)
Ejemplo 15 Unidn de lisina a HA-aldehido a, p-insaturado

[0043] Se anadio lisina (0,3 eq) a una solucidn del uno por ciento de HA-aldehido insaturado (0,1 g, grado de sustitucion
DS = 6%, Ejemplo 2) en tampdn de fosfato acuoso 0,1 M a pH de 7,4. La mezcla se agitd durante 24 horas a
temperatura de 20°C. A continuacidn, la solucidn final se precipito por medio de la mezcla de isopropanol / hexano y la
fraccion solida se seed en vacio.

DS 5% (determinado por RMN)
1H NMR (D20) 5 7.76 (s, 1H, -CH=N-lisina), 5.65 (m, 1H, -CH=C-CH=N-lisina)
Ejemplo 16 Union de pentapeptido pal-KTTKS (palmitoil-Lys-Thr-Thr-Lys-Ser) a a, (5-insaturado HA-aldehido

[0044] Se ahadieron 5 ml de IPA 'y despues la solucidn de pentapeptido sustituido pal-KTTKS (0,1 eq) en 5 ml de
alcohol isopropilico a una solucidn del uno por ciento de HA-aldehido insaturado (0,1 g, grado de sustitucidn DS = 6%,
Ejemplo 2) en tampdn fosfato 0,1 M acuoso a pH de 7,4. La mezcla se agitd durante 72 horas a la temperatura de 20°C.
La solucidn final se evaporo en un evaporador de vacio rotatorio a un tercio del volumen y luego se precipito por medio
de la mezcla de isopropanol / hexano y la fraction sdlida se seed en vacio.

DS 1% (determinado por RMN)
IH NMR (D20 5 7.75 (s, 1H, -CH=N-peptido), 5.66 (m, 1H, -CH=C-CH=N-peptido)
Ejemplo 17 Reticulacion de HA-aldehido a, p-insaturado por lisina
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[0045] Solution de lisina al uno por ciento en agua (0,1 eq) se anadio a una solution al cinco por ciento de HA-aldehi'do
insaturado (0,1 g, grado de sustitucibn DS = 6%, Ejemplo 2) en tampon de fosfato acuoso 0,1 M a pH de 7,4. La mezcla
se agito durante 24 horas a la temperatura de 20°C. Se observo un aumento de la viscosidad de la solution final.

Ejemplo 18 Reticulacion de HA-aldehido a, /3insaturado por adipato de dihidrazida

[0046] Solution de adipato de dihidrazida al uno por ciento en agua (0,1 eq) se anadio a una solution de cinco por
ciento de HA-aldehido insaturado (0,015 g, grado de sustitucion DS = 6%, Ejemplo 2) en tampon de fosfato acuoso 0,1
Ma pH de 7,4. La mezcla se agito durante 24 horas a la temperatura de 20°C. Se observo un aumento de la viscosidad
de la solution final.

Ejemplo 19 Preparacion de acido hialuronico desacetilado

[0047] Se anadieron 65 ml de sulfolano a una solution de tres por ciento de hialuronano (1 g, 830kDa) en hidrato de
hidracina que contiene 30 g de sulfato de hidrazina y la mezcla se calento durante 48 horas a 70°C. La solution final se
diluye por agua destilada a 0,2% y se dializb contra la mezcla (0,1% NaCl, 0,1% NaHCOs) 3 veces 5 litros (una vez al
dia) y contra agua destilada 7 veces 5 litros (dos veces al dfa). A continuation, la solution final se evaporo y se analizo.
DS 32% (determinado por RMN), Mw 37 kDa (determinado por SEC-MALLS)

1H NMR (1% NaOD en D20) 52.75 (s, 1H, -CH-NH2)

Ejemplo 20 Reticulacion de HA-aldehido a, (3-insaturado por medio de acido hialuronico desacetilado

[0048] Una solution de acido hialuronico desacetilado al tres por ciento (0,015 g, Ejemplo 19) en tampon de fosfato
acuoso 0,1 Ma pH de 7,4 (0,1 eq) se anadio a una solution al tres por ciento de HA-aldehido insaturado (0,025 g, grado
de sustitucibn DS = 6%, Ejemplo 2) en tampon de fosfato acuoso 0,1 M a pH de 7,4. La mezcla se agito durante 24
horas a temperatura de 20°C. Se observb un aumento de la viscosidad de la solucibn final.

Ejemplo 21 Comparacion de las propiedades mecanicas y visco-elasticas de hidrogeles basados en el HA-aldehido a, (3
insaturado reticulado y el HA-aldehido saturado reticulado.

[0049]
- reticulacion por hialuronano desacetilado

Material 1: HA-aldehido Insaturado (0,06 g, DS = 6%, Mw =110 kDa, Ejemplo 2) solution al 3% en PBS pH 7,4
+ hialuronano desacetilado (0,02 g, Ejemplo 19) solution al 3% en PBS pH 7,4.

Material 2: HA-aldehido saturado (0,06 g, DS = 7%, Mw =100 kDa) solution al 3% en PBS pH 7,4 +
hialuronano desacetilado (0,02 g, Ejemplo 19) solucibn al 3% en PBS pH 7,4.

[0050] Muestras de hidrogel se prepararon a partir de los materiales anteriores mediante la mezcla y una
homogeneizacibn a fondo de ambos componentes de los mismos (solucibn al 3% de HA- aldehfdo insaturado en
solucion PBS / 3% de HA-aldehido saturado y solucibn de 3% de hialuronano desacetilado en PBS). Las muestras
siempre se dejaron madurar durante 240 minutos a temperatura ambiente, a partir de entonces se forma un gel
transparente homogeneo. Todas las muestras eran de las mismas proporciones y se midieron a condiciones de
laboratorio constantes (temperatura, presion, humedad).

[0051] Se determinaron las propiedades mecbnicas de las muestras. Mas especificamente, el modulo de Young a
Compresion que indica la dureza / elasticidad del material, el Modulo de Tenacidad que indica la resistencia de la
muestra y que energia es capaz de absorber el material sin ocurrir ninguna deformation permanente. Ademas, la
tension de compresion a rotura que indica la carga maxima que el material es capaz de absorber sin ocurrir ninguna
deformation permanente, y, en el marco de las propiedades viscoelasticas, el modulo de almacenamiento en angulo de
perdida de corte.

Numero  Modulo Young a  Tension de Compresion  Modulo de Modulo de Angulo perdida
Material ~ Compresion a Rotura (kPa) Tenacidad (J/m3)  Almacenamiento corte 5 (°)
(kPa)
1 0,844 382,06 29690 160 2,36
2 0,482 309,29 19488 55 10,3
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[0052] Los resultados obtenidos en este Ejemplo demuestran la ventaja del uso de HA-aldehido insaturado en
comparacioén con el HA-aldehido saturado con respecto a la preparacién de materiales mas rigidos y mas tenaces
(mejor reticulados) adecuados para la ingenieria de tejidos.
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Reivindicaciones

1.Derivado de acido hialurénico modificado por un doble enlace en las posiciones 4 y 5 de la parte de glucosamina del
polisacarido y al mismo tiempo oxidada a un aldehido en la posicién 6 de la parte glucosamina del polisacarido, de
acuerdo con la formula estructural X, o una forma hidratada del mismo de acuerdo con la férmula estructural Y

OH
0 OH
e
COOR COOR
0] — 0 (0] — 0
Fox=2 o o FoxI=2 o o
oH N HO oH N
X CH,CO Y CH;CO

en la que R es hidrégeno, cualquier catién metélico o un catién organico.

2. El derivado de &cido hialurénico segun la reivindicacién 1, caracterizado porque tiene el peso molecular en el rango
de1a5,10° g.mol’1 y R es un cation de potasio, calcio, sodio o un cation organico que se selecciona del grupo que
comprende tetraalquilamonio C+-Cs, alquilamina C1-Cg protonizada, preferiblemente de tetrabutilamonio o trietilamina
protonizada.

3. Un método de preparacion del derivado de acido hialurénico definido en la reivindicacion 1 o 2 caracterizado porque
el acido hialurénico oxidado a un aldehido en la posicion 6 de la parte de glucosamina esta deshidratada en las
posiciones 4 y 5 de la parte de glucosamina en la mezcla de agua / disolvente polar aprotico, a la temperatura de 30 a
80°C, preferiblemente a la temperatura de 50 a 60°C.

4. El método de preparacion segun la reivindicacion 3 caracterizado porque la mezcla contiene, ademds, una base en
la cantidad de 0,01 a 20 equivalentes, preferiblemente 5 a 10 equivalentes, con respecto a un dimero de acido
hialurénico, en donde la base se selecciona de entre el grupo que comprende bases organicas, por ejemplo, trietilamina
o diisopropiletilamina, o bases inorganicas, por ejemplo, Ca (OH) ».

5. El método de preparacién segun la reivindicacion 3 caracterizado porque el disolvente aprético es miscible en agua
e incluye, por ejemplo, DMSO o sulfolano, y la relacion de volumen disolvente / agua esta dentro del rango de 3/1 a 1/2.

6. El método de la preparacion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, caracterizado porque la
reaccion contintia durante 12 a 150 horas.

7. Un método de preparacion del derivado de acido hialurénico definido en la reivindicacion 1 o 2 caracterizado porque
el acido hialurénico oxidado a un aldehido en la posicidn 6 de la parte de glucosamina se deshidrata en las posiciones 4
y 5 de la parte de glucosamina en fase sélida, sin el uso de disolventes u otros aditivos, por calentamiento a la
temperatura de 50 a 100°C, preferiblemente de 70 a 80°C durante 12 horas a 10 dias, preferiblemente de 4 a 5 dias.

8. El método de la preparacién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7 caracterizado porque el acido
hialurénico inicial tiene el peso molecular dentro del intervalo de 1.10* g.mol™ a 5.10° g.mol’

9. Un método de modificacion del derivado de acido hialurénico que se define en la reivindicacién 1 o 2 caracterizado
porque el derivado reacciona con una amina de la férmula general HoN-R? en donde R®es un alquilo C1 - Cao,
aromatico, heteroaromatico, de cadena lineal o ramificada, que opcionalmente contiene atomos N, S u O.

10. Un método de modificacién del derivado de acido hialurénico segun la reivindicacion 9 caracterizado porque el
derivado reacciona con un amino&cido o un péptido.

11. El método de modificacién del derivado de acido hialurénico segun la reivindicacién 9 caracterizado porque el
derivado reacciona con un polimero que contiene un grupo amino libre.

12. El método de modificacion del derivado de &cido hialurénico de acuerdo con la reivindicaciéon 11 caracterizado
porque el polimero es, por ejemplo, acido hialurénico desacetilado, acido hialurénico con un grupo amino unido a él a
través de un enlazador, o gelatina, u otro polimero biol6gicamente aceptable.

13. El método de modificacién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12 caracterizado porque la

cantidad de amina, aminodcido, péptido o grupos amino libres del polimero esta dentro del intervalo de 0,05 a 2
equivalentes con respecto a un dimero de &cido hialurénico.
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14. El método de modificacién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13, caracterizado porque la
reaccion con la amina, aminoacido, péptido o polimero que contiene un grupo amino libre se lleva a cabo en agua, en
tampadn de fosfato o en un sistema disolvente organico-agua a la temperatura dentro del intervalo de 20 a 60°C durante
10 minutos a 150 horas.

15. El método de modificacién segun la reivindicacion 14 caracterizado porque el disolvente organico se selecciona del
grupo que comprende alcoholes miscibles en agua, especialmente isopropanol o etanol, y disolventes apréticos polares
miscibles en agua, especialmente sulféxido de dimetilo, en el que el contenido de agua en la mezcla es al menos 50%
en volumen.

16. Un uso de los derivados definidos en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 para la preparacién de materiales que
tienen un efecto contra el cancer.

17. Un uso de los derivados definidos en cualquiera de las reivindicaciones 1-2 como portadores de sustancias
bioldgicamente activas en cosmética y farmacia o como portadores de sustancias biolégicamente activas con liberacion
controlada mediante el cambio del valor de pH.

18. Un uso de los derivados preparados por el método definido en cualquiera de las reivindicaciones 9 a 17 para la
preparacion de materiales e hidrogeles reticulados, para la preparacion de materiales para la ingenieria de tejidos o para
aplicaciones biomedicinales.
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Figura 1
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