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DESCRIPCION
Derivados de polisacaridos acidos

Esta invencion se refiere a polisacaridos acidos autoreticulados caracterizados por la presencia concomitante de ésteres
de formiato, de ésteres con acidos carboxilicos no polisacaridos y de ésteres entre los grupos acidos del mismo
polisacarido y los grupos alcohdlicos de las unidades repetitivas, en donde el polisacarido de partida es un polisacarido
glicosaminoglicano seleccionado de hialuronano, sulfato de condroitina, heparan sulfato, dermatan sulfato, queratan
sulfato.

Técnica anterior

En vista de sus caracteristicas quimico-fisioldgicas y biologicas-bioquimicas, los polisacaridos carboxilados, ya sea
naturales o semisintéticos, constituyen materias primas de considerable interés para una amplia variedad de
aplicaciones en las industrias farmacéutica y cosmética. Algunos de ellos, tales como el acido hialurénico (HA), son
particularmente valorados por su alto nivel de biotolerabilidad e hidratabilidad. La eleccién del material suele estar
relacionada con aspectos de costos basados en el valor y la importancia de la aplicacion final.

Se han realizado muchos cambios estructurales en estos polisacaridos en los Ultimos afios para optimizar sus
caracteristicas y hacerlos lo mas apropiados posible para las aplicaciones deseadas. Estos cambios implican
usualmente los grupos alcohdlicos de las unidades repetitivas, los grupos carboxilo y, si estan presentes, los grupos
amino.

La técnica anterior en su conjunto describe dos soluciones estructurales especificas:

1) monoesterificacion simple de los hidroxilos alcohdlicos de las unidades repetitivas de polisacaridos,
independientemente de su naturaleza y origen, con acidos organicos, sin reticulacion intermolecular;

2) formacién de ésteres de autoreticulacién entre los hidroxilos de las unidades repetitivas de polisacarido y los
carboxilos presentes en el polisacarido.

El documento EP 0941253 describe la sintesis de derivados de HA con anhidrido butirico en un entorno basico, para
obtener un producto no reticulado que tiene grupos hidroxi esterificados y que no experimenta ninguna modificacion
significativa de sus propiedades viscoelasticas en solucién acuosa. El procedimiento implica el uso de la sal de amonio
cuaternario de HA y dimetilformamida (DMF) como solvente aprotico.

En el documento EP 341745, partiendo de HA o de HA, en el que los carboxilos estan parcialmente esterificados con
alcoholes de diversos tipos incluyendo alcoholes biolégicamente activos, la funcion carboxilo de HA (o de sus derivados
éster, definidos como "externos") se implica en la formacion de ésteres intra o intermoleculares con los hidroxilos
alcohdlicos de las unidades repetitivas, con reticulacion consecuente (definida como "autoreticulacién") e induccién de
caracteristicas viscoelasticas que no existian en el polisacarido de partida. El documento EP 341745 muestra que la
autoreticulacién se obtiene "activando" el carboxilo sustituyendo el grupo -OH por un grupo electro-atractor X que
permite que el carbono carbonilo sea unido por un nucledfilo (tal como el grupo -OH de las unidades monosacarido), con
desprendimiento simultaneo de X. Los reactivos descritos que son capaces de activar el carboxilo son los reactivos
tipicos, bien conocidos que suministran ésteres activados en la sintesis de péptidos, tales como carbodiimidas solubles
en agua, carbonildiimidazol, carboniltriazol, N-hidroxisuccinimida, p-nitrofenol, p-nitrofeniltrifluoracetato, y sales de 2-
halégeno-N-alquilpiridina [T. Mukaiyama, Ang. Chem., 10 (18) 1979, 707-808]; la reaccion se cataliza con trietilamina
(TEA). Los polisacaridos carboxilados de partida se salifican como sales de tetrabutilamonio (TBA) solubles en
solventes apréticos, tales como dimetilsulfoxido (DMSO), para obtener una Unica fase de reaccién. La misma patente
reivindica también el uso de sales de sodio en los mismos solventes organicos aproticos para llevar a cabo la misma
reaccion. Sin embargo, este conflicto con el conocimiento del experto y con el ejemplo dado en la patente, ya que es
bien sabido que esta sal no es soluble en solventes tales como DMF o DMSO. Dado que la modulacién de las
caracteristicas quimicofisicas, reoldgicas y biolégicas (en sentido amplio) de los productos basados en polisacaridos
carboxilados es crucial para el propésito de la(s) aplicacion(es) final(es) deseada(s), y el problema no parece haberse
resuelto hasta la fecha, al menos en el campo de esta invencién, existe una fuerte necesidad de productos con
caracteristicas ajustables, reproducibles, ventajosas, especialmente sus propiedades reolégicas en términos de
viscosidad de soluciones a diferentes concentraciones, viscoelasticidad y biotolerabilidad.

Descripcion de la invencion

Se ha descubierto ahora que los objetivos mencionados anteriormente se pueden conseguir con derivados de
polisacéaridos autoreticulados, caracterizados por la presencia concomitante de ésteres de formiato, de ésteres con
acidos carboxilicos no polisacaridos y de ésteres entre los grupos &acidos del mismo polisacarido y los grupos
alcohdlicos de sus unidades repetitivas, en donde el polisacarido de partida es un glicosaminoglicano seleccionado
entre hialuronano, sulfato de condroitina, heparan sulfato, dermatan sulfato, queratan sulfato. Los compuestos que
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presentan simultdneamente las caracteristicas de esterificacién a los grupos hidroxilo y la autoreticulacion no se han
descrito en la técnica anterior.

La invencién se refiere a derivados naturales o semisintéticos de polisacaridos acidos en los que los grupos alcohdélicos
de las unidades repetitivas se presentan mas o menos extensamente, en forma de ésteres con acidos carboxilicos no
polisacaridos, y los grupos de acido urénico estan esterificados, en diferente medida, con otros grupos alcohdlicos libres
presentes en las cadenas de polisacaridos. Este ultimo tipo de enlace induce la autoreticulacién del polisacarido,
influyendo de este modo en el comportamiento viscoelastico de los productos finales; una eleccion apropiada del
residuo acilo usado para esterificar los hidroxilos alcohélicos permite que sean moduladas otras propiedades quimico-
fisicas, tales como hidrofilia/lipofilia y viscosidad. El grado de autoreticulacion, que es ajustable y reproducible, influye en
las caracteristicas de los productos finales (geles rigidos, geles débiles, productos con mayor viscosidad). En vista de
sus caracteristicas quimicofisicas y reoldgicas, los derivados de acuerdo con la invenciéon se pueden utilizar como
constituyentes de dispositivos médicos de diversos grados (I, Il y Ill), tales como agentes de carga dérmicos inyectables,
materiales de antiadherencia postquirtrgica, dispositivos para la cicatrizacién de llagas y heridas, etc., en formulaciones
galénicas de liberacion lenta, etc..

Los ensayos reoldgicos demuestran que los derivados de acuerdo con la invencién poseen propiedades reoldgicas
caracterizadas por un comportamiento viscoelastico que se puede modular de acuerdo con el grado de autoreticulacion
del sistema, que varia desde una solucién a la caracteristica de un gel fuerte. Se encontré que la viscosidad a bajas
velocidades de cizallamiento y la resistencia a la fuerza aplicada podrian ser moduladas facilmente. Finalmente, se
encontré que las mezclas de polimeros de la invencién tienen una buena capacidad para recuperar sus propiedades
viscoelasticas después de una historia reolégica de tensiones impuestas (propiedades pseudoplasticas).

La invencion se refiere también al procedimiento para la preparacion de estos derivados que comprende la reaccion, en
fase homogénea en el solvente protico, polar, formamida, de la sal de un catién inorganico monovalente, tal como sodio
o potasio, del polisacarido carboxilado seleccionado con un anhidrido de un acido alquilcarboxilico, tal como anhidrido
acético, butirico, isobutirico, valérico, isovalérico o croténico, etc., en presencia de un catalizador basico que contiene un
atomo de nitr6geno trisustituido, o una base inorganica tal sal sddica o potasio de acido fosférico o una sal de un acido
organico con sodio o potasio. El intervalo de los residuos hidroxilo implicados en los enlaces éster con el residuo acilo
que deriva del anhidrido esta entre 0.01 y 0.9xN, donde N es el nimero de hidroxilos en la unidad de repeticion.
Ademas, el éster de formiato formado por la hidrélisis de la formamida en el entorno de reaccion particular no puede ser
superior a 0.2.

Los polisacaridos de partida pueden estar en forma nativa o modificados de forma diferente de acuerdo con las
funciones quimicas presentes.

La ventaja del uso directo de una sal catidnica inorganica es obvia porque, como se describe mas adelante, elimina la
necesidad de transformacién preliminar del polisacarido en la sal de una base organica (tal como TBA) soluble en
solventes aproticos tales como DMF, DMSO, N-metilpirrolidona, etc., una operacion larga y costosa que implica el riesgo
de despolimerizacion.

Todas las pruebas confirman la capacidad de modulaciéon y reproduccion del procedimiento de acuerdo con la
invencion. Utilizando dicho procedimiento, es posible elegir qué aspecto reoldgico debe darse prioridad con el fin
obtener productos que presenten un simple aumento de su viscosidad en solucion (bajo grado de autoreticulacion y
diferente grado de esterificacion) o derivados con propiedades viscoelasticas variables que oscilan desde geles débiles
a geles fuertes.

Los polisacéaridos acidos, ya sea en forma acida o en forma de sus sales inorganicas, de acuerdo con la invencién son
glicosaminoglicanos seleccionados entre: hialuronano, sulfato de condroitina, heparan sulfato, dermatan sulfato,
gueratan sulfato. Se prefiere particularmente el acido hialurénico.

Los productos de acuerdo con la invencion se pueden utilizar como agentes (dermo-)cosméticos hidratantes,
dispositivos médicos, agentes de viscosuplementacion intraarticulares, agentes de carga postquirdrgicos de anti-
adherencia y materiales para cubrir heridas o llagas.

Los productos de acuerdo con la invencién también se pueden utilizar ventajosamente como un portador para la
liberacion o absorcion controlada de farmacos activos.

Los siguientes ejemplos ilustran la invenciéon con mayor detalle.
Ejemplos
Los analisis de *H RMN se realizan en D;O con un espectrémetro Bruker Advance 400 equipado con una sonda

multinuclear de 5 mm con un gradiente z a 300 K. Los analisis también utilizan experimentos ordenados por difusion
(DOSY: espectroscopia de difusion ordenada).
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Los ensayos reoldgicos se realizaron con un reémetro rotacional de estrés controlado Rheostress Haake RS150.

La determinacién del porcentaje de grupos éster de los hidroxilos alcohdlicos polisacaridos con los distintos acidos
carboxilicos no polisacaridos (DE) y con los carboxilos polisacaridos (AUC) se expres6d como la relacion molar entre los
moles de éster y polisacarido por medio de analisis espectroscépico 'H RMN.

Una muestra de polisacarido reticulado esterificado hinchado en formamida que contiene exceso de propilamina se deja
bajo agitacion magnética a temperatura ambiente durante 16 horas. El polisacarido se recupera por precipitacion en
acetona, se lava con acetona y se seca. El sélido se analiza por 'H RMN. La reaccion de acilacién de la amina con
ésteres carboxilicos (Michael B. Simth and Jerry March — March’'s Advanced Organic Chemistry, 5 ed., Wiley
Interscience, pagina 510) se aprovecha para determinar los ésteres utilizados anteriormente en la reticulacion; esta
metodologia es selectiva, porque las condiciones blandas utilizadas s6lo implican ésteres inestables. Se analizan los
ésteres a los hidroxilos, de nuevo con H RMN, aprovechando la diferente resonancia de los metilos y metilenos de los
residuos acilo unidos a los hidroxilos en comparacién con las otras sefiales poliméricas. Estos andlisis se realizan
después de la adicion de pocos microlitros de una solucion de NaOD directamente dentro del tubo de RMN que contiene
el gel hinchado en D,0, induciendo de este modo la hidrélisis completa tanto de los ésteres de reticulacion como de los
ésteres con los &cidos no sacaridos.

Los siguientes ejemplos describen los detalles de la sintesis de algunos polisacaridos acidos autoreticulados de acuerdo
con la invencion.

Ejemplo 1: Sintesis de acido hialurénico reticulado, sal sédica, éster de acetato; grado de autoreticulacién (AUC): 0.07;
grado de esterificacion (DE): 0.19 (acetato), 0.12 (formiato)

1.0 g de &cido hialurénico en forma de sal sddica, con un peso molecular de aprox. 300 kD, igual a 2.49 mmol de
unidades monomeéricas, se disolvié en 33 mL de formamida a 95°C, bajo flujo de nitrégeno, con agitacion mecanica. A
continuacion, la solucién se enfri6 a temperatura ambiente y se adicionaron 352 pL de anhidrido acético (3.73 mmol) y
312 pL de trietilamina (2.24 mmol). Después de 16 horas de reaccion, se adicionaron otros 521 pL de trietilamina (3,74
mmol), y se dejo agitar el sistema durante otras 6 horas.

A continuacion, el gel se transfirié lentamente y bajo agitacion constante, en 100 mL de una solucién 0.2 M de NaCl, se
transfirid a una membrana de didlisis (corte 12,000 D) y se dializd, en primer lugar, contra NaCl 0.2 M y en segundo
lugar contra agua desmineralizada. Finalmente, se congel6 y se liofilizé.

Se obtuvieron 0.94 g de liofilizado de color blanco.

El producto, analizado de acuerdo con el método descrito anteriormente, presenté AUC: 0.07; DE: 0.19 (acetato), 0.12
(formiato).

Ejemplo 2: Sintesis de acido hialurénico reticulado, sal sédica, éster de acetato; grado de autoreticulacién (AUC): 0.05;
grado de esterificacion (DE): 0.16 (acetato), 0.01 (formiato)

1.0 g de &cido hialurénico en forma de sal sddica, con un peso molecular de aprox. 300 kD, igual a 2.49 mmol de
unidades monoméricas, se disolvié en 33 mL de formamida a 80°C, bajo flujo de nitrégeno, con agitacion mecanica. A
continuacién, la solucion se enfrid a temperatura ambiente y se adicionaron 235 pL de anhidrido acético (2.49 mmol) y
311 pL de trietilamina (2.23 mmol). Después de 16 horas, se adicionaron 320 L adicionales de trietilamina (2.29 mmol)
y el sistema se dejo en agitacion durante 6 horas mas.

A continuacion, el gel se transfirié lentamente y bajo agitacion constante en 70 mL de una solucién 0.2 M de NaCl y se
neutralizé con KH,PO,4. Después de aprox. 16 horas de agitacion, el sistema se transfiri6 a una membrana de didlisis
(corte 12000 D) y se dializd, en primer lugar, contra NaCl 0.2 M y en segundo lugar contra agua desmineralizada.
Finalmente, se congelo y se liofilizo.

Se obtuvieron 0.9 g de liofilizado de color blanco.

El producto, analizado de acuerdo con el método descrito anteriormente, presenté AUC: 0.05; DE: 0.16 (acetato), 0.01
(formiato).

Ejemplo 3: Sintesis de sal sddica de acetato de acido hialurénico reticulado, grado de autoreticulacién (AUC): 0.05;
grado de esterificacion (DE): 0.15 (acetato), 0.05 (formiato)

1.0 g de &cido hialurénico en forma de sal sddica, con un peso molecular de aprox. 300 kD, igual a 2.49 mmol de
unidades monomeéricas, se disolvié en 33 mL de formamida a 95°C, bajo flujo de nitrégeno, con agitacion mecanica. A
continuacion, la solucién se enfri6 a temperatura ambiente y se adicionaron 235 pL de anhidrido acético (2.49 mmol) y



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2633712713

277 pL de trietilamina (1.99 mmol). Después de 16 horas de reaccion, se adicionaron 417 pL adicionales de trietilamina
(3.00 mmol) y el sistema se dej6 en agitacion durante 6 horas mas.

A continuacién, el gel se transfirié lentamente y bajo agitacién constante en 70 mL de una solucién 0.2 M de NaCl y a
continuacién a una membrana de didlisis (corte 12000 D) y se dializé, en primer lugar, contra NaCl 0.2 M y en segundo
lugar contra agua desmineralizada. Finalmente, se congel6 y se liofilizé.

Se obtuvieron 0.98 g de liofilizado de color blanco.

El producto, analizado de acuerdo con el método descrito anteriormente, presenté AUC: 0.05; DE: 0.15 (acetato), 0.05
(formiato).

Ejemplo 4: Sintesis de sal sédica de acetato de acido hialurénico reticulado, grado de autoreticulacién (AUC): 0.03;
grado de esterificacion (DE): 0.12 (acetato), 0.03 (formiato)

1.02 g de &acido hialurénico en forma de sal sédica, con un peso molecular de aprox. 300 kD, igual a 2.54 mmol de
unidades monomeéricas, se disolvieron en 33 mL de formamida a 95°C, bajo flujo de nitrégeno, con agitacion mecanica.
A continuacion, la solucién se enfrié a temperatura ambiente y se adicionaron 120 pL de anhidrido acético (1.27 mmol) y
140 pL de trietilamina (1.01 mmol). Después de 22 horas se adicionaron 140 uL adicionales de trietilamina (1.01 mmol)
y la masa gelatinosa obtenida se dej6 en agitacién durante 6 horas mas.

A continuacion, la mezcla de reaccion se transfiri6 en 100 mL de una solucién 0.2 M de NaCl, se verti6 en una
membrana de didlisis (corte 12,000 D) y se dializé, en primer lugar, contra una solucién 0.2 M de NaCl y en segundo
lugar contra agua desmineralizada. Finalmente, la muestra se congel6 y se liofilizo, y se obtuvo 1.00 g de liofilizado de
color blanco.

El producto, analizado de acuerdo con el método descrito anteriormente, presenté AUC: 0.03; DE: 0.12 (acetato), 0.03
(formiato).

Ejemplo 5: Sintesis de sal sédica de acetato de acido hialurénico reticulado, grado de autoreticulacién (AUC): 0.01;
grado de esterificacion (DE): 0.05 (acetato), 0.01 (formiato)

1.00 g de &acido hialurénico en forma de sal sédica, con un peso molecular de aprox. 300 kD, igual a 2.49 mmol de
unidades monoméricas, se disolvio en 33 mL de formamida a 95°C, bajo flujo de nitrégeno, con agitacion mecanica. A
continuacidn, la solucion se enfrié a temperatura ambiente y se adicionaron 82 L de anhidrido acético (0.87 mmol) y 87
pL de trietilamina (0.63 mmol). Después de 19 horas se adicionaron 348 pL adicionales de trietilamina (2.52 mmol) y la
masa gelatinosa obtenida se dejé en agitacion durante 6 horas mas.

A continuacion, la mezcla de reaccion se transfirié en 100 mL de agua desmineralizada, se vertié en una membrana de
dialisis (corte 12000 D) y se dializd en primer lugar contra NaCl 0.2 M y en segundo lugar contra una membrana de
dialisis y se dializ, en primer lugar, contra NaCl 0.2 M y en segundo lugar contra agua desmineralizada. Finalmente, la
muestra se congelé y se liofilizé, y se obtuvieron 0.89 g de liofilizado de color blanco.

El producto, analizado de acuerdo con el método descrito anteriormente, presenté AUC: 0.01; DE: 0.05 (acetato), 0.01
(formiato).

Ejemplo 6: Sintesis de sal sédica de acetato de acido hialurénico reticulado, grado de autoreticulacién (AUC): 0.03;
grado de esterificacion (DE): 0.08 (acetato), 0.18 (formiato)

2.00 g de acido hialurénico en forma de sal sodica, con un peso molecular de aprox. 300 kD, igual a 4.99 mmol de
unidades monoméricas, se solubilizaron en 67 mL de formamida a 80°C, bajo flujo de nitrégeno, con agitacién
mecanica. A continuacion, la solucion se enfrid a temperatura ambiente y se adicionaron 710 uL de anhidrido acético
(7.52 mmol) y 970 pL de trietilamina (6.97 mmol).

Después de 2 horas y 30 minutos, el gel se transfirié6 en 350 mL de una solucién 0.2 M de NaCl y la mezcla se transfirié
a una membrana de dialisis (corte 12000 D) y se dializ6, en primer lugar, contra NaCl 0.2 M y después de manera
exhaustiva contra agua desmineralizada. Finalmente, la muestra se congel6 y se liofilizé y se obtuvieron 2.10 g de
liofilizado de color blanco.

El producto, analizado de acuerdo con el método descrito anteriormente, presenté AUC: 0.03; DE: 0.08 (acetato), 0.18
(formiato).

Ejemplo 7: Sintesis de sal sddica de acetato de acido hialurénico reticulado, grado de autoreticulacién (AUC): 0.03;
grado de esterificacion (DE): 0.23 (acetato), 0.19 (formiato)
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1.01 g de &cido hialurénico en forma de sal sédica, con un peso molecular de aprox. 300 kD, igual a 2.49 mmol de
unidades monomeéricas, se disolvié en 33 mL de formamida a 95°C, bajo flujo de nitrégeno, con agitacion mecanica. A
continuacion, la solucion se enfrid a temperatura ambiente y se adicionaron 240 pL de anhidrido acético (2.54 mmol) y
una solucion de 0.28 g de dimetilaminopiridina (2.29 mmol), disueltos en 2 mL de formamida. Después de 19 horas, se
adicionaron 0.56 g adicionales de dimetilaminopiridina (4.58 mmol), disueltos en 4 mL de formamida, y el sistema se
dejo en agitacion durante 5 horas mas.

A continuacion, el gel se transfirid lentamente y bajo agitacién constante en 150 mL de una solucion 0.2 M de NaCl y se
neutralizé con KH2PO4. A continuacion, se transfiri6 a una membrana de dialisis (corte 12000 D) y se dializ6, en primer
lugar, contra NaCl 0.2 M y en segundo lugar contra agua desmineralizada. Finalmente, se congel6 y se liofilizo.

Se obtuvieron 1.09 g de liofilizado de color blanco.

El producto, analizado de acuerdo con el método descrito anteriormente, presenté AUC: 0.03; DE: 0.23 (acetato), 0.19
(formiato).

Ejemplo 8: Sintesis de sal sodica de propionato de acido hialurénico reticulado, grado de autoreticulacion (AUC): 0.05;
grado de esterificacion (DE): 0.06 (propionato), 0.07 (formiato).

1.02 g de &cido hialurénico en forma de sal sédica, con un peso molecular de aprox. 300 kD, igual a 2.54 mmol de
unidades monomeéricas, se disolvié en 33 mL de formamida a 95°C, bajo flujo de nitrégeno, con agitacion mecanica. A
continuacion, la solucion se enfrid a temperatura ambiente y se adicionaron 330 L de anhidrido propiénico (2.57 mmol)
y 320 uL de trietilamina (2.30 mmol).

A continuacién, la mezcla de reaccion se mantuvo bajo agitaciéon durante aproximadamente 3 horas, y se adicionaron
otros 320 pL de trietilamina (2.30 mmol). Después de 2 horas, el gel se transfirié en 100 mL de agua desmineralizada y
se neutralizé6 con KH2PO4. A continuacion, se transfiri6 a una membrana de dialisis (corte 12000 D) y se dializo, en
primer lugar, contra NaCl 0.2 M y en segundo lugar contra agua desmineralizada.

Finalmente, la muestra se congeld y se liofilizé y se obtuvieron 0.96 g de liofilizado de color blanco.

El producto, analizado de acuerdo con el método descrito anteriormente, presenté AUC: 0.05; DE: 0.06 (propionato),
0.07 (formiato).

Ejemplo 9: Sintesis de sal sédica de butirato de acido hialurénico reticulado, grado de autoreticulacion (AUC): 0.06;
grado de esterificacion (DE): 0.18 (butirato), 0.08 (formiato)

1.00 g de &acido hialurénico en forma de sal sédica, con un peso molecular de aprox. 300 kD, igual a 2.52 mmol de
unidades monoméricas, se disolvio en 33 mL de formamida a 95°C, bajo flujo de nitrégeno, con agitacion mecanica. A
continuacion, la soluciéon se enfrié a temperatura ambiente y se adicionaron 610 uL de anhidrido butirico (3.73 mmol) y
310 pL de trietilamina (2.23 mmol).

A continuacién, la mezcla de reaccion se mantuvo bajo agitacion durante aproximadamente 20 horas, y se adicionaron
otros 550 pL de trietilamina (3.95 mmol). Después de 6 horas, el gel se transfiri6 en 150 mL de agua ultrapura, se
transfirid a una membrana de didlisis (corte 12000 D) y se dializd, en primer lugar, contra 0.2 M de NaCl y en segundo
lugar contra agua ultrapura.

Finalmente, la muestra se congeld y se liofilizé, y se obtuvieron 0.95 g de liofilizado de color blanco.

El producto, analizado de acuerdo con el método descrito anteriormente, presentdé AUC: 0.06; DE: 0.18 (butirato), 0.08
(formiato).

Ejemplo 10: Sintesis de sal sédica de butirato de acido hialurénico reticulado, grado de autoreticulacion (AUC): 0.05;
grado de esterificacion (DE): 0.15 (butirato), 0.15 (formiato)

1.01 g de &cido hialurénico en forma de sal sédica, con un peso molecular de aprox. 300 kD, igual a 2.52 mmol de
unidades monomeéricas, se disolvié en 33 mL de formamida a 95°C, bajo flujo de nitrégeno, con agitacion mecanica. A
continuacion, la solucién se enfrié a temperatura ambiente y se adicionaron 490 pL de anhidrido butirico (3.00 mmol) y
280 pL de trietilamina (2.01 mmol).

La mezcla de reaccién se mantuvo bajo agitacion durante aproximadamente 5 horas, y se adicionaron 280 puL
adicionales de trietilamina (2.01 mmol). Después de 16 horas, el gel se transfiri6 en 150 mL de agua ultrapura, se
transfirid a una membrana de dialisis (corte 12000 D) y se dializé, en primer lugar, contra NaCl 0.2 M y en segundo lugar
contra agua ultrapura.
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Finalmente, la muestra se congeld y se liofilizé, y se obtuvo 1.00 g de liofilizado de color blanco.

El producto, analizado de acuerdo con el método descrito anteriormente, presentdé AUC: 0.05; DE: 0.15 (butirato), 0.15
(formiato).

Ejemplo 11: Sintesis de sal sddica de butirato de acido hialurénico reticulado, grado de autoreticulacion (AUC): 0.03;
grado de esterificacion (DE): 0.08 (butirato), 0.02 (formiato)

1.00 g de &cido hialurénico en forma de sal sédica, con un peso molecular de aprox. 300 kD, igual a 2.49 mmol de
unidades monomeéricas, se disolvié en 33 mL de formamida a 80°C, bajo flujo de nitrégeno, con agitacion mecanica. A
continuacion, la solucién se enfrié a temperatura ambiente y se adicionaron 360 pL de anhidrido butirico (2.20 mmol) y
311 pL de trietilamina (2.23 mmol).

A continuacion, la mezcla de reaccion se mantuvo bajo agitacion durante aproximadamente 16 horas, y se adicionaron
otros 311 pL de trietilamina (2.23 mmol). Después de 6 horas y 30 minutos el gel se transfirié en aprox. 40 mL de una
solucién 0.2 M de NaCl, se transfiri6 a una membrana de didlisis (corte 12000 D) y se dializ6 exhaustivamente contra
agua desmineralizada. Finalmente, la muestra se congel6 y se liofilizd, y se obtuvieron 0.90 g de liofilizado de color
blanco.

El producto, analizado de acuerdo con el método descrito anteriormente, presentd AUC: 0.03; DE: 0.08 (butirato), 0.02
(formiato).

Ejemplo 12: Sintesis de sal sddica de butirato de acido hialurénico reticulado, grado de autoreticulacion (AUC): 0.03;
grado de esterificacion (DE): 0.10 (butirato), 0.08 (formiato)

1.00 g de &acido hialurénico en forma de sal sédica, con un peso molecular de aprox. 300 kD, igual a 2.52 mmol de
unidades monoméricas, se disolvio en 33 mL de formamida a 95°C, bajo flujo de nitrégeno, con agitacion mecanica. A
continuacion, la solucién se enfrié a temperatura ambiente y se adicionaron 244 uL de anhidrido butirico (1.49 mmol) y
173 pL de trietilamina (1.24 mmol).

A continuacién, la mezcla de reaccion se mantuvo bajo agitacion durante aproximadamente 16 horas, y se adicionaron
otros 208 pL de trietilamina (1.49 mmol). Después de 6 horas, el gel se transfiri6 en 100 mL de agua ultrapura, se
transfirio a una membrana de didlisis (corte 12000 D) y se dializé en primer lugar contra NaCl 0.2 M y en segundo lugar
contra agua ultrapura.

Finalmente, la muestra se congeld y se liofilizé, y se obtuvieron 0.95 g de liofilizado de color blanco.

El producto, analizado de acuerdo con el método descrito anteriormente, presenté AUC: 0.03; DE: 0.1 (butirato), 0.08
(formiato).

Ejemplo 13: Sintesis de sal sédica de butirato de acido hialurénico reticulado, grado de autoreticulacion (AUC): 0.02;
grado de esterificacion (DE): 0.06 (butirato), 0.05 (formiato).

1.00 g de &acido hialurénico en forma de sal sédica, con un peso molecular de aprox. 300 kD, igual a 2.49 mmol de
unidades monomeéricas, se disolvié en 33 mL de formamida a 95°C, bajo flujo de nitrégeno, con agitacion mecanica. A
continuacion, la solucién se enfrié a temperatura ambiente y se adicionaron 210 pL de anhidrido butirico (1.28 mmol) y
140 pL de trietilamina (1.0 mmol).

A continuacion, la mezcla de reaccién se mantuvo bajo agitacion durante 17 horas, y se adicionaron 320 pL adicionales
de trietilamina (3.00 mmol). Después de 6 horas y 30 minutos el gel se transfiri6 en 150 mL de agua ultrapura, se
transfirid a una membrana de dialisis (corte 12000 D) y se dializé, en primer lugar, contra NaCl 0.2 M y en segundo lugar
contra agua ultrapura.

Finalmente, la muestra se congeld y se liofilizo, y se obtuvieron 0.99 g de liofilizado de color blanco.

El producto, analizado de acuerdo con el método descrito anteriormente, presentd AUC: 0.02; DE: 0.06 (butirato), 0.05
(formiato).

Ejemplo 14: Sintesis de sal sédica de butirato de acido hialurénico reticulado, grado de autoreticulacion (AUC): 0.01;
grado de esterificacion (DE): 0.06 (butirato), 0.02 (formiato).

1.01 g de &cido hialurénico en forma de sal sédica, con un peso molecular de aprox. 300 kD, igual a 2.52 mmol de
unidades monomeéricas, se disolvieron en 33 mL de formamida a 95°C, bajo flujo de nitrégeno, con agitacion mecanica.
A continuacion, la solucion se enfrié a temperatura ambiente, y se adicionaron 125 pL de anhidrido butirico (0.76 mmol)
y 75 pL de trietilamina (0.5 mmol).
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A continuacion, la mezcla de reaccién se mantuvo bajo agitacién durante 18 horas, y se adicionaron 740 pL adicionales
de trietilamina (5.32 mmol). Después de 6 horas, el sistema se transfiri6 en 200 mL de agua desmineralizada, se
neutralizé con KH2PO4, se transfirid a una membrana de dialisis (corte 12000 D) y se dializé, en primer lugar, contra una
NaCl 0.2 My en segundo lugar contra agua.

Finalmente, la muestra se congeld y se liofilizd y se obtuvieron 0.82 g de liofilizado de color blanco.

El producto, analizado de acuerdo con el método descrito anteriormente, presentdé AUC: 0.01; DE: 0.06 (butirato), 0.02
(formiato).

Ejemplo 15: Sintesis de sal sodica de éster de formiato, acetato, butirato del acido hialurénico reticulado, grado de
autoreticulacion (AUC): 0.03; grado de esterificacion (DE): 0.12 (butirato), 0.14 (acetato), 0.06 (formiato)

1.65 g de acido hialurénico en forma de sal sédica, grado de inyeccion, con un peso molecular de aprox. 500 kD, igual a
4.11 mmol de unidades monomeéricas, Se disolvié en 33 mL de formamida a 95°C, bajo flujo de nitrégeno, con agitacion
mecanica. A continuacion, la solucion se enfri6 a temperatura ambiente y se adicionaron 670 pL de anhidrido butirico
(4.1 mmol).

La mezcla de reaccion se mantuvo bajo agitacién mecanica durante aproximadamente 30 minutos y se adicionaron 2
mL de una solucién de formamida que contenia 1.21 g de acetato de potasio (12.3 mmol). Después de 16 horas, el gel
se transfirid6 en 200 mL de agua ultrapura, se transfiri6 a una membrana de didlisis (corte 12000 D) y se dializo, en
primer lugar, contra NaCl 0.2 M y en segundo lugar contra agua ultrapura.

Todos los equipos de reaccién y purificacion fueron confinados bajo una vitrina de flujo laminar vertical para evitar la
contaminacion. La cristaleria y el agua estaban libres de pir6genos.

Finalmente, la muestra se congeld y se liofilizd, y se obtuvieron 1.60 g de liofilizado de color blanco.

El producto, analizado de acuerdo con el método descrito anteriormente, presentd AUC: 0.03; DE: 0.12 (butirato), 0.14
(acetato), 0.06 (formiato).

Ejemplo 16: Sintesis de sal sddica de butirato de acido hialurénico reticulado, grado de autoreticulacion (AUC): 0.03;
grado de esterificacion (DE): 0.55 (butirato), 0.15 (formiato)

Se disolvieron 0.50 g de butirato de acido hialurénico en forma de sal sddica (grado de butiracién, es decir, moles de
grupos butiricos sobre moles de polisacarido, igual a aproximadamente 0.54, PM = 439 g/mol, 1.14 mmol) en 17 mL de
formamida a 60°C, bajo flujo de nitrbgeno y con agitacion mecanica. A continuacion, la solucioén se enfrié a temperatura
ambiente y se adicionaron 186 pL de anhidrido butirico (1,14 mmol) y 143 pL de trietilamina (1.03 mmol).

A continuacion, la mezcla de reaccién se mantuvo bajo agitacién durante 19 horas, y se adicionaron 143 pL adicionales
de trietilamina (1.03 mmol). Después de 4% horas, el sistema se transfirid6 en 100 mL de una solucién 0.2 M de NaCl y
se neutralizé6 con KH2PO4. A continuacion, se transfiri6 a una membrana de dialisis (corte 12000 D) y se dializo, en
primer lugar, contra NaCl 0.2 M y en segundo lugar contra agua desmineralizada.

Finalmente, la muestra se congeld y se liofilizé, y se obtuvieron 0.45 g de liofilizado de color blanco.

El producto, analizado de acuerdo con el método descrito anteriormente, presentdé AUC: 0.03; DE: 0.55 (butirato), 0.15
(formiato).

Ejemplo 17: Sintesis de sal sddica de crotonato de acido hialurénico reticulado, grado de autoreticulacion (AUC): 0.05;
grado de esterificacion (DE): 0.08 (crotonato), 0.10 (formiato).

1.02 g de &cido hialurénico en forma de sal sédica, con un peso molecular de aprox. 300 kD, igual a 2.54 mmol de
unidades monomeéricas, se disolvieron en 32 mL de formamida a 95°C, bajo flujo de nitrégeno, con agitacion mecanica.
A continuacion, la solucion se enfri6 a temperatura ambiente y se adicionaron 380 pL de anhidrido crotonico (2.56
mmol) y 320 uL de trietilamina (2.30 mmol).

La mezcla de reaccién se mantuvo bajo agitacién durante 18 horas, y se adicionaron otros 320 pL de trietilamina (2.30
mmol). Después de 7 horas y 30 minutos el gel se transfiri6 a 150 mL de agua ultrapura, se transfirid6 a una membrana
de didlisis (corte 12000 D) y se dializd, en primer lugar, contra una solucién acuosa NaCl 0.2 M y en segundo lugar
contra agua ultrapura.

Finalmente, la muestra se congeld y se recuperé por liofilizacion.

Se obtuvieron 0.45 g de liofilizado de color blanco.
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El producto, analizado de acuerdo con el método descrito anteriormente, presentd AUC: 0.05; DE: 0.08 (crotonato), 0.10
(formiato).

Ejemplo 18: Sintesis de sal sodica de isovalerato (o 3-metil-butirato) de acido hialurénico reticulado, grado de
autoreticulacion (AUC): 0.03; grado de esterificacion (DE): 0.08 (isovalerato), 0.02 (formiato).

0,48 g de acido hialurénico en forma de sal sddica, con un peso molecular de aprox. 300 kD, igual a 1.21 mmol de
unidades monomeéricas, se disolvié en 16 mL de formamida a 95°C, bajo flujo de nitrégeno, con agitacion mecanica. A
continuacion, la solucién se enfrié a temperatura ambiente y se adicionaron 240 pL de anhidrido isovalérico (1.20 mmol)
y 150 pL de trietilamina (1.08 mmol).

La mezcla de reaccién se mantuvo bajo agitacién durante 16 horas, y se adicionaron otros 167 pL de trietilamina (1.20
mmol). Después de 6 horas, el gel se transfiri6 en 100 mL de agua desmineralizada y se neutralizé con KH;PO4, y se
adicionaron 2.5 g de NacCl. A continuacion, se transfirié6 a una membrana de didlisis (corte 12000 D) y se dializé, contra
agua.

Finalmente, la muestra se congeld y se recuperé por liofilizacion.
Se obtuvieron 0.89 g de liofilizado de color blanco.

El producto, analizado de acuerdo con el método descrito anteriormente, presenté AUC: 0.03; DE: 0.08 (isovalerato),
0.02 (formiato).

Ejemplo 19: Preparacion de una jeringa que contiene 1.5 ml de un hidrogel al 2% basado en polimero autoreticulado
como se obtiene de acuerdo con el ejemplo 15.

Se pesaron 30 mg del polimero autoreticulado liofilizado, como se obtuvo de acuerdo con el ejemplo 15, en una jeringa
de 2.0 mL y se adicionaron 1.47 g de una solucion acuosa que contenia 0.9% (p/v) de cloruro de sodio. Todos los
procedimientos experimentales se llevaron a cabo bajo una vitrina de flujo laminar vertical utilizando materiales libres de
pirégenos; La solucion fisiolégica mencionada anteriormente se preparé usando agua libre de pirégenos. El polimero se
dejo hinchar durante 24 horas a temperatura ambiente. Finalmente se esterilizé la jeringa por medio de un ciclo térmico
estandar a 121°C, durante 16 minutos.

Caracterizacion reoldgica de derivados esterificados y reticulados

Los estudios reoldgicos destacan como los sistemas poliméricos examinados exhiben una amplia variedad de
comportamientos reoldgicos dependiendo de la densidad de reticulacion de la red. De hecho, para diferentes grados de
reticulacion del sistema, la baja viscosidad de cizallamiento difiere de muchas décadas y las curvas de flujo varian
espectacularmente de un liquido viscoso a un perfil sélido elastico. EI comportamiento viscoelastico adicional varia
desde un tipo de solucién a un tipo de gel fuerte, confirmando la variabilidad de las propiedades de los productos objeto
de la presente invencion.

Método y resultados

Para las mediciones reoldgicas se utilizd un reémetro de esfuerzo controlado, un espectrometro mecanico capaz de
someter una muestra a ya sea un esfuerzo de cizallamiento dinamico (sinusoidal) o constante (lineal).

Un campo magnético genera un torque en el sensor de medicién movil superior, soportado por cojinete de aire, que se
convierte en tension aplicada sobre la muestra. Al mismo tiempo, el grado de rotacién resultante y la velocidad del
sistema de medicién mévil se detectan mediante un sistema laser 6ptico, y de este modo se calcula la tension gastada
por la muestra en respuesta a la tensién de cizallamiento y la velocidad de cizallamiento.

El redmetro utilizado fue Rheostress Haake RS150, equipado con sensores de superficies rugosas o lisas (tiles para
todos los tipos de mediciones en rotacién y oscilacion, respectivamente para sistemas de alta o baja estructura. Todas
las mediciones se realizaron a 25°C, utilizando un termocontrolador especifico.

Se realizaron tres tipos de mediciones con el fin de caracterizar los productos de acuerdo con la invencion:

- curvas de flujo: mediciones continuas/estables de viscosidad en una amplia gama de velocidad de cizallamiento o
tension de cizallamiento;

- barrido de frecuencia y tension: las mediciones dinamicas (oscilacién) para la determinacion de las muestras de
comportamiento viscoelastico. En particular, el barrido de tension se realiza con el fin de individualizar la extensién de
rango viscoelastico lineal y, de este modo, el valor de tension critico para la transicion lineal/no lineal. El barrido de
frecuencia proporciona los perfiles mecanicos de los sistemas, que son los perfiles del médulo de almacenamiento G'y
el médulo de pérdida G", en una amplia gama de frecuencias, en el campo de viscoelasticidad lineal
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- barrido de recuperacién: para evaluar la recuperacion de las propiedades viscoelasticas de una muestra sometida a
una determinada historia reoldgica: se aplican tres ciclos de medicién, cada uno compuesto por pasos oscilatorios, bajo
amplitud y frecuencia constantes de tension, antes y después de la aplicacion de una velocidad de cizallamiento
constante (respectivamente 100s™, 100s™, 500s™ durante cada ciclo)

Las pruebas se realizaron en muestras hinchadas en solucién salina a la concentracion de 1% p/p.

Ejemplos de curvas de flujo y espectros mecanicos en la figura 2, de una familia de ésteres de butirato de hialuronano
en solucién fisiologica al 1% p/p, con diferentes grados de reticulacion, preparados como se describe en los ejemplos
10, 13, 14 y de los patrones de referencia (sal de sodio de HA, Mw = 300KDa) se encuentran en las figuras 1y 2,
respectivamente.

Curvas de flujo-pruebas de estado estacionario contintio

La figura 1 muestra cdmo la viscosidad de cizallamiento cero varia entre 0,01 Pa*s y 100.000 Pa*s aumentando el grado
de reticulacién y cdmo ocurren cambios cualitativos y cuantitativos en las propiedades reoldgicas sobre el amplio rango
de tension de cizallamiento. Los compuestos que tienen un bajo grado de reticulaciéon se comportan como soluciones
mientras mas reticulados son, mas plastico se convierten. De hecho, sus perfiles varian desde un comportamiento casi
newtoniano al aparentemente plastico, caracterizado por una caida espectacular de la viscosidad de muchos érdenes
de magnitud sobre un estrecho rango de tension de cizallamiento.

Ensayos oscilatorios

La figura 2 muestra los espectros mecanicos de diferentes sistemas. No se pudo registrar espectros mecanicos para los
compuestos que tenian el grado de reticulacién mas bajo indicado como referencia y el ejemplo 14, ya que no se podia
reconocer un campo de viscoelasticidad lineal.

En cuanto a los otros dos compuestos, es posible observar la transiciéon de un comportamiento de solucién a un perfil de
gel fuerte. Las soluciones muestran un maédulo viscoso (G") mas alto que el elastico (G') a bajas frecuencias, mientras
que, a medida que aumenta la frecuencia, un médulo de cruce que toma. Los geles fuertes muestran un médulo de
almacenamiento mas alto que el viscoso en todo el rango experimental de frecuencias. Cuanto mas estructurados estén
los sistemas, mayores seran los valores del médulo.

Pruebas de recuperacion

El comportamiento de los compuestos descritos en el ejemplo 13 se muestra durante una prueba de recuperacién en las
figuras 3a, 3b, 3c: es posible observar una recuperacion completa tanto de componentes elasticos como viscosos en
cada paso.

Conclusiones

Estos estudios demostraron que algunos derivados representativos de acuerdo con la invencién, sometidos a
caracterizacion reoldgica, presentan diferentes comportamientos viscoelasticos dependiendo del grado de reticulacion,
que varian desde una solucidn viscosa hasta un comportamiento fuertemente similar al gel. Ademas, se demostro la alta
capacidad de recuperacion de las propiedades viscoelasticas después de aplicar un programa de trabajo reoldgico
completo.

Todos los resultados experimentales confirman la gran flexibilidad y reproducibilidad del procedimiento de la invencién
para la sintesis de los compuestos reivindicados.

Los resultados de la caracterizacion reolégica de algunas muestras representativas de los productos obtenidos se
exponen en la Tabla 1.

Ejemplo Viscosidad de Viscosidad de Mddulo de Mddulo de Ester | Enlaces
no. cizallamiento n0 cizallamiento n a almacenamiento G’ a | pérdida G” a D.S.
[Pa.s] velocidad de 1HZ [Pa] 1HZ [Pa] D.S.
cizallamiento 700s-1
[Pa.s]

Nativo 0.1 0.05 np np 0 0

lineal

Ester 0.008 0.007 np np 0.07 0
butirato

lineal

10
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Ejemplo Viscosidad de Viscosidad de Médulo de Médulo de Ester | Enlaces
no. cizallamiento n0 cizallamiento n a almacenamiento G’ a | pérdida G” a D.S.
[Pa.s] velocidad de 1HZ [Pa] 1HZ [Pa] D.S.
cizallamiento 700s-1
[Pa.s]
4 10.000,0 0.09 60 21 0.12 0.03
5 0.9 0.05 0.8 1.8 0.05 0.01
6 8.00,0 0.2 32 12 0.08 0.03
10 87.000,0 0.10 165 38 0.15 0.05
13 30.0 0.07 3.1 3.3 0.06 0.02
14 0.06 0.01 np Np 0.06 0.01
15(1) 180.000,0 15 777.3 173.8 0.06 0.01

(1) El gel se hincho6 en un NaCl al 0.9% a pH = 5.5 solucion acuosa; la concentraciéon de polimero fue 2% p/p.
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REIVINDICACIONES
1. Polisacéridos acidos autoreticulados, caracterizados por la presencia concomitante de ésteres de formiato, de ésteres
con acido carboxilico no polisacarido y de ésteres entre los grupos acidos del mismo polisacarido y los grupos
alcohdlicos de las unidades repetitivas, en donde el polisacarido de partida es un glicosaminoglicano seleccionado entre
hialuronano, sulfato de condroitina, heparan sulfato, dermatan sulfato, queratan sulfato.

2. Polisacaridos acidos autoreticulados segun la reivindicacion 1, en los que las funciones carboxilo estan presentes en
forma &cida o salificada.

3. Polisacaridos acidos autoreticulados segun la reivindicacion 2, en los que las funciones carboxilo son salificadas con
metales alcalinos.

4. Polisacaridos acidos autoreticulados segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en los que el acido carboxilico no
polisacéarido se selecciona en el grupo de acido acético, propionico, butirico, isobutirico, valérico, isovalérico y croténico
(grupo A) y férmico.

5. Polisacaridos acidos autoreticulados segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en los que los ésteres de acidos
del grupo A en los hidroxilos presentan un grado de sustitucidon que varia entre 0.01 y 0.9xN, siendo N el nimero de
hidroxilos presentes en la unidad repetitiva, Mientras que el éster de formiato no es superior a 0.2.

6. Polisacaridos acidos autoreticulados segun la reivindicacion 5, en los que los ésteres del grupo A en los hidroxilos
presentan un grado de sustitucién que varia entre 0.01 y 0.5 en relacién con la unidad repetitiva.

7. Procedimiento para la preparacién de los polisacaridos acidos autoreticulados como se describe en las
reivindicaciones 1-6, que comprende las siguientes etapas:

a) solubilizacién por calentamiento del polisacarido carboxilado en formamida;

b) adicion de un anhidrido del acido no polisacarido a temperatura ambiente durante un tiempo comprendido entre 10
minutos y 2 horas;

c¢) adicién de la base y dejar reaccionar a temperatura ambiente durante un periodo entre 4 horas y 24 horas;
d) adicion de una solucién acuosa de cloruro de sodio y neutralizacién a un pH entre 6 y 7.5;

e) purificacion de la mezcla de reacciéon por medio de dialisis;

f) recuperacién del polimero mediante liofilizacion.

8. Procedimiento segun la reivindicacion 7, en el que el anhidrido es el anhidrido elegido entre acético, propiénico,
butirico, isobutirico, valérico, isovalérico y crotonico.

9. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 8, en el que la base se elige entre una base organica
gue contiene un atomo de nitrégeno trisustituido, una base inorganica, una sal de un acido organico con sodio y potasio.

10. Procedimiento para la preparacion de polisacaridos acidos autoreticulados como se describe en la reivindicacién 7,
en el que el éster de formiato se forma a partir de la hidrdlisis de formamida en presencia de uno de los anhidridos como
se describe en la reivindicacion 8 y una de las bases como se describe en la reivindicacion 9.

11. Polisacéridos segun las reivindicaciones 1-6, para uso como dispositivos médicos, agentes hidratantes, agentes de

viscosuplementacion intraarticulares, agentes de carga de adherencia antitejido en cirugia y materiales para cubrir
heridas y llagas.
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