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DESCRIPCION

Sulfato de condroitina biotecnoldgico sulfatado en la posicion 4 o 6 en la misma cadena de polisacarido y proceso para
la preparacion del mismo

Campo técnico de la invencién

La presente invencién se refiere a un método para la produccion de sulfato de condroitina por sulfataciéon quimica a
partir de un esqueleto de condroitina sin sulfato. El proceso de acuerdo con la invencién permite la sulfatacion
simultanea, dentro de la misma cadena de polisacarido, de la posiciéon 4 o la posicion 6 del residuo de N-acetil-D-
galactosamina. El sulfato de condroitina asi obtenido presenta el mismo patrén de sulfatacion que se observa en el
sulfato de condroitina natural, a diferencia del obtenido con los métodos de sintesis descritos hasta ahora.

La invencion también describe un sulfato de condroitina que tiene un peso molecular promedio determinado por SEC
(Mw) de 4-9 kDa, y una distribucién de grupos monosulfatados que van desde 90% de 4-sulfato y 10% de 6-sulfato
hasta 10% de 4-dulfato y 90% de 6-sulfato.

Antecedentes técnicos

El sulfato de condroitina (CS) es un polisacarido natural complejo perteneciente a la clase del glicosaminoglicano
(GAG), que consiste en secuencias de disacaridos formadas por residuos de acido glucurénico (GlcA) y N-acetil-D-
galactosamina (GalNAc) sulfatadas en diferentes posiciones y unidas por enlaces beta 1-3.

El CS esta presente en tejidos animales, con funciones estructurales y fisioldgicas. Dependiendo de su origen, el CS
consiste principalmente en porcentajes variables de dos tipos de unidades de disacaridos monosulfatados en la
posicion 4 o en la posicion 6 de GalNAc (disacaridos A 'y C, respectivamente). Sin embargo, los disacaridos en los que
los grupos sulfato estan presentes en diferentes numeros y diferentes posiciones pueden estar presentes en varios
porcentajes en las cadenas de polisacaridos. El esqueleto de CS también contiene disacarido sin sulfato, generalmente
en pequefas cantidades. Disacaridos disulfatados que tienen dos grupos sulfato unidos a través del atomo de oxigeno
en varias posiciones, como la posicion 2 de GIcA y 6 de GalNAc (disacarido D), posicion 2 de GIcA y 4 de GalNac, o
posiciones 4 y 6 de GalNAc (disacarido E), pueden estar presentes en el esqueleto de CS en porcentajes variables,
dependiendo de las fuentes animales especificas (Volpi N. J PharmPharmacol 61, 1271, 2009. Volpi N. J Pharm Sci
96, 3168, 2007. Volpi N. Curr Pharm Des 12, 639, 2006).

La unidad de disacaridos de repeticién que se encuentra en CS tiene la siguiente formula quimica:

i
O
o
Q

OR, NHAC

en donde Ry, R4 y Rg son independientemente H o SO3-.

Las cargas negativas de los grupos carboxilato y sulfato en la unidad de disacaridos de repeticién son neutralizadas
por iones de sodio.

Los significados de los acronimos mas comunmente utilizados para identificar los disacaridos sulfatados son los
siguientes:

Di-0S (R2=H; R4=H; R6=H)

Di-6S (C) (R2=H; R4=H; R6=S03-)

Di-4S (A) (R2=H; R4=S03-; R6=H)

Di-4,6diS (E) (R2=H; R4=S03-; R6=S03-)
Di-2,6diS (D) (R2 = SO3-; R4 = H; R6 = SO3-)
Di-2,4diS (B) (R2 = SO3-; R4 = SO3-; R6 = H)
Di-2,4,6 triS (R2 = SO3-; R4 = SO3-; R6 = SO3-)
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Las muestras de CS procedentes de diferentes fuentes animales también se caracterizan por diferentes pesos
moleculares y densidades de carga, estando correlacionado este ultimo parametro directamente con los grupos
sulfatados especificos.

La Tabla 1 muestra los principales disacaridos encontrados en el CS natural extraido de cartilago y otros tejidos de
diversas especies animales:

Tabla 1 - Mn = peso molecular promedio en nimero; Mw = peso molecular promedio en peso; indice de polidispersidad
= Mw/Mn; la densidad de carga es el niumero de grupos sulfato por unidad de disacarido; ND = no identificado

CS Bovino | CS Porcino | CS Pollo | CS Tiburén | CS Raya | CS Calamar

Mn (kDa) 12-17 9-14 8-13 25-40 27-34 60-80
Mw (kDa) 20-26 14-20 16-21 50-70 50-70 80-120

indice de polidispersidad | 1.8-2.2 1.4-1.8 1.6-2.0 1.0-2.0 1.2-2.5 0.8-1.3

Di-0S 6 6 8 3 3 13
Di-6S 33 14 20 44 39 15
Di-4S 61 80 72 32 43 50
Di-2,6diS ND ND ND 18 13 0
Di-4,6diS ND ND ND 2 1 22
Di-2,4diS ND ND ND 1 1 0

Densidad de carga 0.90-0.96 | 0.92-0.96 |0.90-0.94 | 1.15-1.25 |1.08-1.20 | 1.00-1.20

Proporcién 4S/6S 1.50-2.00 | 4.50-7.00 |3.00-4.00 | 0.45-0.90 |1.00-1.40  2.50-4.00

Como se muestra en la Tabla 1, el CS derivado de animales terrestres tiene parametros de masa molecular similares
(Mn y Mw), mientras que es diferente del que se origina en especies de peces, que tiene valores de masa molecular
mas altos. Las muestras de CS terrestres también se caracterizan por valores de densidad de carga (CD) por debajo
de 1.0, mientras que las muestras de CS marino siempre tienen valores de CD que superan 1.0. Esta caracteristica
se debe a la diferente distribucién de los disacaridos sulfatados. En general, los disacaridos disulfatados se encuentran
en cantidades traza en CS terrestres, y no se observan disacaridos polisulfatados (tri- y tetra-sulfatos) en CS natural.

La ausencia de disacaridos tri y tetra-sulfatados se puede evidenciar faciimente mediante analisis después de la
digestion del polisacarido con condroitinasa ABC, una enzima litica especifica para disacaridos monosulfatados (Di-
4S y Di-6S) y para disacaridos sin sulfato (Di-0S), que es capaz de digerir disacaridos disulfatados pero no pueden
hidrolizar la cadena de polisacarido en correspondencia con los disacaridos polisulfatados. El analisis FACE
(Electroforesis de Carbohidratos Asistida por Fluoréforo) de CS natural digerido con condroitinasa ABC no detecta las
bandas de electroforesis caracteristicas de los oligosacaridos parcialmente sin digerir que se encuentran en CS
sintéticos o semisintéticos derivados de la técnica anterior.

También es bien sabido que, debido a los procesos de biosintesis, todos los CS naturales siempre muestran la
presencia simultanea de disacaridos monosulfatados en la posicién 4 o 6 de GalNAc en las mismas cadenas de
polisacaridos (D'Arcy SM et al., Carbohydr Res. 1994 Mar 4;255:41-59. Hardingham TE et al., Carbohydr Res. 1994
Mar 4;255:241-54. Cheng F, et al., Glycobiology. 1992 Dec; 2(6):553-61. Chai W et al., Anal Biochem. 1996 May
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15;237(1):88-102. Zaia J et al., Anal Chem. 2001 Dec 15;73(24):6030-9. Desaire H et al., Anal Chem. 2001 Aug
1;73(15):3513-20).

Se han reportado diferentes actividades para CS en relacion con su estructura molecular (Kimata K et al., Mol Cell
Biochem 1, 211, 1963. Volpi N. Biomaterials 23, 3015, 2002. Volpi N, Tarugi P. Biochimie 81, 955, 1999. Volpi N.
Biomaterials 20, 1359, 1999. Suzuki S et al., J Biol Chem 243, 7, 1968).

El CS tiene actividad antiinflamatoria y actualmente se recomienda en el tratamiento de la osteoartritis (OA) como un
farmaco sintomatico de accion lenta para la osteoartritis (SYSADOA) en Europa, en particular para el tratamiento de
la osteoartritis de rodilla (Jordan KM et al., Ann Rheum Dis 62, 1145, 2003), cadera (Jordan KM et al. Ann Rheum Dis
62, 1145, 2003) y mano (Zhang W et al., Ann Rheum Dis 66, 377, 2007) sobre la base de evidencia clinica y
metaanalisis correspondientes de numerosos ensayos clinicos. El CS también se usa ampliamente como nutracéutico
en Europa y los Estados Unidos, ya sea solo o en combinacion con otros ingredientes (McAlindon TE et al., JAMA
283, 1469, 2000. Volpi N et al., Food Anal Meth 1, 195, 2008 Volpi N et al., Separation Sc 1, 22, 2009).

El CS comercial se obtiene por extraccion de tejido animal, como tejido bovino y porcino (Fuentes EP et al., Acta Farm
Bonaerense 17, 135, 1998), tejido de aves (Luo XM et al., PoultSci 81, 1086-1089, 2002) y cartilago de pescado
(Sugahara K et al., Eur J Biochem 239, 871, 1996. Lignot B et al., J Biotechnol 103, 281, 2003).

El origen animal del CS comercial implica problemas de seguridad asociados con agentes infecciosos transmisibles
que causan enfermedades como la encefalopatia espongiforme bovina (EEB) y restringe las posibles fuentes
disponibles para satisfacer la creciente demanda mundial. Estos factores han estimulado la investigacién de métodos
alternativos para producir CS.

Se han realizado esfuerzos intensos para encontrar un método biotecnolégico para producir CS, utilizando un
microorganismo como fuente de un polisacarido precursor que tiene una estructura parcialmente similar ala de CSy
dirige la sulfatacién quimica para producir un CS similar al natural.

Un ejemplo de esta estrategia es la produccion de CS biotecnolégico a partir del polisacarido capsular K4 de E. coli
05:K4:H4, como se describe en el documento EP 1304338 B1. Dicha patente describe un proceso en donde el
polisacarido K4 producido en cultivos liquidos se extrae y se purifica, y luego se vuelve a disolver y se somete a
hidrélisis acida para eliminar los residuos de fructosa unidos a los residuos GIcA del polimero. ElI polimero
desfructosilado, idéntico al esqueleto no sulfatado de CS (CH), se sulfata en la posicién 4 o en la posicion 6 del residuo
de GalNAc de acuerdo con dos métodos de sintesis quimica diferentes. Dicha patente también describe un tercer
método mediante el cual se obtiene un CS disulfatado en ambas posiciones 4 y 6. El CS descrito en el presente
documento tiene un contenido de al menos 70% de polisacaridos sulfatados que consisten en mono- y/o disulfatados
en la posicion 4 y 6 del residuo de GalNAc, estando la posicion 2' del residuo de GIcA sin sulfatar, y tiene un peso
molecular (Mw) de 6-25 kDa y una densidad de carga (CD) de 0.7-2.0.

En el documento EP 1304338 B1, los autores revelan y afirman, segun la estrategia de sintesis utilizada, la posibilidad
de:

a) sintetizar CS 4S protegiendo selectivamente la posicién 6 de todos los residuos de N-acetilgalactosamina (GalNAc)
presentes, obteniendo asi un polimero sulfatado selectivamente solo en la posicién 4 de todos los residuos de N-
acetilgalactosamina (GalNAc)

b) obtener un polimero en el cual, de manera similar, los grupos hidroxilo en la posicién 6 de todos los residuos de
GalNAc estan sulfatados, protegiendo adecuadamente los residuos hidroxilo presentes en la posicion 4.

En el proceso descrito en el documento EP 1304338 B1, la sulfatacion simultanea nunca tiene lugar en las posiciones
4 0 6 en la misma cadena, a diferencia de la situacién con CS natural.

Una publicacion reciente (Bedini E et al., Angew Chem Int Ed Engl. 2011 May 18) describe un proceso en donde el
polisacarido K4 producido se sulfata en la posicién 4 y/o la posicion 6 del residuo de GalNAc en la misma cadena. Sin
embargo, el CS biotecnoldgico descrito por Bedini et al. tiene un peso molecular similar al del CS natural, es decir,
alrededor de 17 kDa, lo que lleva a la baja biodisponibilidad tipica de los productos naturales extraidos. Bedini et al.
no reportan ninguna caracterizacion farmacolégica del producto que obtuvieron.

Lista de Figuras

La Figura 1 se refiere al sulfato de condroitina natural de origen bovino tratado con condroitinasa C. Se forman diversos
oligosacaridos de diferente longitud que demuestran la presencia de grupos sulfato en la posicién 4 o 6 del residuo
GalNAc en la misma cadena de polisacarido. El cromatograma se obtuvo por separacion en gradiente en una columna
de intercambio aniodnico fuerte (SAX-HPLC) y deteccion UV a 232 nm. El gradiente se obtuvo mediante NaCl 50 mM
hasta NaCl 1.2 M de 0 a 60 minutos.

La Figura 2 se refiere al sulfato de condroitina natural de origen porcino tratado con condroitinasa C. Se forman
diversos oligosacaridos de diferente longitud que demuestran la presencia de grupos sulfato en la posicion 4 o 6 del
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residuo GalNAc en la misma cadena de polisacarido. El cromatograma se obtuvo por separacion en gradiente en una
columna de intercambio aniénico fuerte (SAX-HPLC) y deteccion UV a 232 nm.

La Figura 3 se refiere al sulfato de condroitina biotecnolégico de acuerdo con la presente invencion tratado con
condroitinasa C. También para este polisacarido, se forman diversos oligosacaridos de diferente longitud que
demuestran la presencia de grupos sulfato en la posicion 4 o 6 del residuo GalNAc en la misma cadena de polisacarido.
El cromatograma se obtuvo por separacion en gradiente en una columna de intercambio anidnico fuerte (SAX-HPLC)
y deteccion UV a 232 nm.

Descripcion de la invencion

La presente invencién describe un método para la produccién de CS después de la sulfatacion quimica a partir de un
esqueleto de condroitina sin sulfato (CH), obteniéndose este CH por hidrodlisis acida de un polisacarido microbiano
natural i.l. (K4), o producido directamente a partir de una E. coli modificada genéticamente, como la cepa DSM23644
de E. coli, descrita en las solicitudes de patente MI2010A001300 y MI2010A001264. La cepa bacteriana descrita en
este documento conlleva una mutacién que causa la inactivacion del gen KfoE para la fructosilacion de K4.

El CS obtenido por el proceso de acuerdo con la invencién presenta las caracteristicas de un CS natural con un titulo
superior al 95% sobre la base de los métodos analiticos descritos en la Farmacopea Europea.

El CS obtenido con el proceso de acuerdo con la invencion tiene un peso molecular promedio (Mw), medido por SEC,
de 10-30 kDa, preferiblemente de 20-30 kDa, y presenta una distribucion de grupos monosulfatados que va desde
90% de 4-sulfato y 10% de 6-sulfato a 10% de 4-sulfato y 90% de 6-sulfato (Tabla 2).

Tabla 2

Caracteristicas del CS descrito en esta invencion

Mw (kDa) 10-30

Digestibilidad con condroitinasa ABC | > 95%

Di-0S <10%
Di-6S 10 - 90%
Di-4S 90 - 10%
Di-2,6diS <5%
Di-4,6diS <5%
Di-2,4diS <5%
Di-triS ND
Di-tetraS ND
Titulo (p/p) > 95% (o0.d.b.)*
Densidad de carga 0.8-1.0
Ratio 4S/6S 0.1-9.0

* - 0.d.b .: sobre base seca
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El CS obtenido con el proceso de acuerdo con la invencién contiene una pequefia cantidad (<10%) de disacarido no
sulfatado y porcentajes muy bajos (<5%) de disacaridos disulfatados; no se pueden identificar disacaridos trisulfatados.

El CS obtenido con el proceso de acuerdo con la invencion se caracteriza por valores de densidad de carga de 0.8-
1.0.

En algunas formas de implementacion de la presente invencion, el CS obtenido muestra una relacion entre el
disacarido sulfatado en la posicion 4 (Di-4S) y el disacarido sulfatado en la posicion 6 (Di-6S) menor que 1, mientras
que en otras formas muestra una relacion entre el disacarido (4S) y el disacarido (6S) mayor que 1.

El proceso de acuerdo con la presente invencién permite modular la sulfatacién especifica del sitio para producir un
CS con una relacion 4S/6S especifica dentro del rango especificado anteriormente.

La presente invencion también se refiere a la produccién de sulfato de condroitina (CS) con bajo peso molecular (LMW-
CS BIOTEC, 4000-9000 daltons) por sulfatacion quimica a partir de un esqueleto de condroitina no sulfatada, que a
su vez se obtiene por hidrélisis acida del polisacarido capsular K4 producido por la cepa O5: K4: H4 de E. coli, o
producido directamente a partir de una E. coli modificada genéticamente. El sulfato de condroitina obtenido con bajo
peso molecular se caracteriza por un intervalo de peso molecular de 4000-9000 daltons, que es mucho menor que el
de los sulfatos de condroitina de origen natural, ya sea terrestre, en particular de origen bovino, porcino o aviar (14000-
26000 daltons) o de origen marino, por ejemplo, obtenidos de tiburones, calamares, rayas o peces 0seos
(generalmente > 40000 daltons). En vista de estas caracteristicas, el sulfato de condroitina obtenido por el proceso de
la invencion presenta una mayor absorcion después de la administracion oral y, por lo tanto, una mejor
biodisponibilidad en humanos que el sulfato de condroitina natural o sulfato de condroitina altamente puro producido
por procesos biotecnoldgicos/quimicos. El sulfato de condroitina obtenido por el proceso de la invencién posee una
actividad antiinflamatoria y antiartritica comparable con la del sulfato de condroitina natural altamente puro. El sulfato
de condroitina obtenido por el proceso de la invencion es adecuado para su uso en el tratamiento de procesos
inflamatorios y artriticos o artrosicos.

ElI LMW-CS BIOTEC obtenido por el proceso de la invencion tiene un peso molecular promedio, medido por SEC (Mw),
de 4-9 kDa, y una distribucion de grupos monosulfatados que van desde 90% de 4-sulfato y 10% de 6-sulfato al 10%
de 4-sulfato y 90% de 6-sulfato. Las caracteristicas del CS de bajo peso molecular son sustancialmente idénticas a
las de los derivados de mayor peso molecular que se indican en la Tabla 2 anterior.

El LMW-CS BIOTEC tiene una pequefa cantidad (<10%) de disacaridos no sulfatados y porcentajes muy bajos (<5%)
de disacaridos disulfatados, mientras que no se pueden identificar disacaridos trisulfatados.

LMW-CS BIOTEC se caracteriza por valores de densidad de carga de 0.8-1.0, que son comparables con los de CS
natural de origen terrestre (ver Tabla 1).

El proceso de acuerdo con la invencion también permite modular la sulfatacion especifica del sitio para suministrar un
CS con una relacién 4S/6S especifica dentro de los limites especificados anteriormente, que son similares a los
presentes en CS de origen natural.

El LMW-CS BIOTEC es reconocido y digerido por la condroitinasa ABC, una enzima litica que tiene la tarea de
catabolizar el CS natural en organismos especificos, demostrando asi que las cadenas de polisacaridos de la LMW-
CS biotecnologica no han sufrido modificaciones estructurales susceptibles de perjudicar el reconocimiento altamente
sensible de enzimas naturales.

Finalmente, el LMW-CS BIOTEC digerido con condroitinasa C, una endoliasa que hidroliza el polisacarido en residuos
sulfatados en la posicion 6, pero no en la posicion 4, produce secuencias de oligosacaridos tipicas de la presencia de
unidades Di-4S que alternan con unidades Di-6S la misma cadena de polisacarido, como ocurre en el CS natural
(Figuras 1, 2 y 3). La Figura 1 describe en particular sulfato de condroitina natural de origen bovino tratado con
condroitinasa C. Se pueden ver oligosacaridos de diferentes longitudes que indican la presencia de grupos sulfato en
la posicion 4 o 6 del residuo GalNAc en la misma cadena de polisacarido. El cromatograma se obtuvo por separacion
en gradiente en una columna de intercambio aniénico fuerte (SAX-HPLC) y deteccion UV a 232 nm. El gradiente se
obtuvo con NaCl 50 mM a NaCl 1.2 M de 0 a 60 minutos; la Figura 2 describe sulfato de condroitina natural de origen
porcino tratado con condroitinasa C. Se pueden ver oligosacaridos de diferentes longitudes que indican la presencia
de grupos sulfato en la posicién 4 o 6 del residuo GalNAc en la misma cadena de polisacarido. El cromatograma se
obtuvo por separacién en gradiente en una columna de intercambio aniénico fuerte (SAX-HPLC) y deteccion UV a 232
nm; la Figura 3 describe el LMW-CS BIOTEC, tratado con condroitinasa C. Una vez mas, son visibles oligosacaridos
de diferentes longitudes que indican la presencia de grupos sulfato en la posicién 4 o 6 del residuo GalNAc en la
misma cadena de polisacarido.

El cromatograma se obtuvo por separacion en gradiente en una columna de intercambio anidnico fuerte (SAX-HPLC)
y deteccion UV a 232 nm.
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El LMW-CS BIOTEC ha sido evaluado para determinar la absorcion oral y la biodisponibilidad en humanos en
comparacion con el CS natural altamente puro de origen bovino, el primer estandar de la Farmacopea Europea. Esto
es particularmente importante porque la presencia de una bacteria capaz de biosintetizar una enzima litica especifica
para la descomposicion de CS (y derivados con bajo peso molecular) se ha descrito en flora bacteriana humana pero
no animal (Ahn MY, et al., Can J Microbiol 1998; 44: 423-9).

La absorcion oral y la biodisponibilidad de LMW-CS BIOTEC se han evaluado en seres humanos mediante técnicas
conocidas.

EI LMW-CS BIOTEC se evalud en busca de una posible actividad antiinflamatoria mediante pruebas especificas como:
la capacidad de inhibir una enzima proteolitica producida durante los procesos inflamatorios por los leucocitos, a saber,
la elastasa de leucocitos humanos (Kostoulas G. et al., Biol Chem 378, 1481, 1997; Volpi N. Chem Biol Interact 105,
157, 1997; Ying QL et al., Am J Physiol. 272, L533, 1997); la capacidad de inhibir la actividad antiquimiotactica,
fagocitica, liberacion de lisozima y dafios a la membrana bioldgica por radicales libres en neutréfilos humanos (Matzner
Y. et al.,, Thromb Haemost 52, 134, 1984; Ronca F, Palmieri L et al., Osteoartritis, Cartilago 6 Suppl A, 14, 1998).

Estas pruebas se realizaron sobre el LMW-CS BIOTEC en comparaciéon con un compuesto de referencia, un CS
natural altamente puro de origen bovino que es el primer estandar de la Farmacopea Europea.

El LMW-CS BIOTEC también se evalué por sus propiedades antiartriticas en un modelo animal, el "Modelo de Artritis
Adyuvante (AA)", que es ampliamente reconocido por la comunidad cientifica y ha sido publicado en numerosos
articulos cientificos. Una vez mas, los resultados se compararon con los obtenidos previamente con la molécula de
referencia: el estandar de la Farmacopea Europea, un CS natural altamente puro de origen bovino (Volpi N. J Pharm
Sci 96, 3168, 2007). De hecho, los modelos animales de OA y la artritis reumatoide (AR) son herramientas utiles para
el estudio de estos procesos patdgenos. La "artritis adyuvante" (AA) es uno de los modelos mas utilizados. La AA en
la rata es un modelo experimental de poliartritis que se ha utilizado ampliamente para probar numerosos agentes y
medicamentos antiartriticos antes y después de ensayos clinicos completos (Bendele A et al., Toxicol Pathol 27, 134,
1999; Rovensky J et al., Rheumatolint. 31, 507, 2011; Bauerova K et al., Interdisc Toxicol 4, 101, 2011). También se
han realizado numerosos estudios en los que los datos sobre animales obtenidos con la prueba de AA se compararon
con los resultados en humanos (Kannan K et al., Pathophysiology 12, 167, 2005).

La monosulfatacion simultanea en la posicion 4 o 6 de la cadena del polimero, la pureza y el bajo peso molecular le
dan al LMW-CS BIOTEC una mayor absorcion oral y una mejor biodisponibilidad.

Las composiciones del CS obtenidos de acuerdo con el proceso de la invencién que incluye un vehiculo aceptable en
el campo farmacéutico o nutracéutico pueden formularse en diversas formas sélidas, como tabletas, capsulas rigidas,
capsulas de gelatina blanda o mezclas en polvo para bebidas, o en forma liquida (soluciones), preferiblemente en
forma de preparaciones farmacéuticas o nutracéuticas para administraciéon parenteral u oral. La composicién puede
contener otros ingredientes activos o inactivos.

La composicion también puede contener, preferiblemente, al menos una de las siguientes sustancias: clorhidrato de
glucosamina, sulfato de glucosamina, N-acetil glucosamina, acido hialurénico, heparina, queratina, dermatina,
metilsulfonil metano, folatos y folatos reducidos, vitaminas del grupo B, S-adenosilmetionina (SAMe), acido ascorbico
0 ascorbato de manganeso. La composicion se puede administrar a pacientes en cantidades efectivas segun sus
necesidades.

Por ejemplo, el CS o la composicion descrita en la presente invencion se pueden administrar en una cantidad de entre
100 y 3000 mg por dia, preferiblemente entre 1000 y 2000 mg por dia, y mas preferiblemente entre 1250 y 1750 mg
por dia, divididos en dos dosis de aproximadamente 600 mg o tres dosis de 400 mg al dia.

Por ejemplo, el CS descrito o una composicion del mismo se puede usar para hacer una preparacion farmacéutica, un
aditivo dietético o un suplemento nutricional para la prevencion y/o el tratamiento de osteoartritis de cadera, mano o
rodilla y sus principales sintomas (dolor, inflamacion de las articulaciones, inflamacion), enfermedad de Alzheimer,
infecciones microbianas, arteriosclerosis y osteoporosis, y como adyuvante en el tratamiento antitumoral y la
regeneracion de tejidos, incluido el tejido nervioso.

Una caracteristica ventajosa del proceso de acuerdo con la invencion es que la sulfatacion en la posicion 4 o 6 del
residuo GalNAc tiene lugar simultdneamente en la misma cadena de polisacarido, simulando el patrén de sulfatacion
observado en CS natural, a diferencia del obtenido con los métodos de sintesis descritos hasta ahora. Este aspecto
se confirma con los datos obtenidos con el uso de dos sistemas enzimaticos diferentes, a saber, condroitinasa ABC,
que es capaz de digerir unidades sulfatadas en la posicion 6 y posicion 4 y unidades no sulfatadas, y condroitinasa C,
una endoliasa que es capaz de hidrolizarse en correspondencia con los residuos sulfatados en la posicion 6 y residuos
no sulfatados, pero incapaz de realizar una escision litica similar a la de los residuos sulfatados en la posiciéon 4. Los
productos de la digestién, obtenidos con la condroitinasa ABC y con la condroitinasa C sola, se analizan con técnicas
de cromatografia de HPLC, segun lo descrito por Joon-Soo Sim et al. (J. Chromatography B, 2005 vol. 818, 133-139),
indicando cualitativamente y cuantitativamente la presencia de disacaridos Di-0S, Di-4S y Di-6S y cualquier
oligosacarido no digerido por las enzimas.
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El analisis de los productos de la digestion con condroitinasa ABC demuestra una digestion casi total del producto con
la formacion del disacarido no sulfatado Di-0S, los disacaridos monosulfatados Di-4S y Di-6S, y trazas de disacarido
disulfatado Di-4,6S.

Sin embargo, el mismo andlisis realizado en los productos de digestion con condroitinasa C muestra claramente la
presencia de secuencias de disacaridos, y sobre todo de secuencias de oligosacaridos, lo que indica la incapacidad
de la enzima para descomponer el polisacarido completamente debido a la presencia en las mismas cadenas de
GalNAc sulfatado en 4. Esto se debe a que cuando un residuo sulfatado esta presente en 4, la enzima es incapaz de
actuar y, en consecuencia, deja residuos de oligosacaridos. Dichos residuos también se detectan claramente mediante
técnicas de cromatografia y electroforesis, como la cromatografia en gel y la electroforesis capilar (CE), como se
muestra, por ejemplo, en los registros cromatograficos de las Figuras 1, 2 y 3 relacionados con la digestion con
condroitinasa C de CS natural (bovina y porcina) y CS biotecnoldgica obtenida de acuerdo con la presente invencion.
Contienen diversos oligosacaridos de diferentes longitudes en los que los grupos sulfato estan presentes en la posicion
4 0 6 del residuo GalNAc en la misma cadena de polisacarido.

Todas estas propiedades dan al CS obtenido con el proceso segun la presente invencion la estructura de un CS natural
que tiene las siguientes caracteristicas:

a) todos o casi todos los residuos de GalNAc estan monosulfatados en la posicién 6 o 4;
b) dependiendo de las condiciones de sintesis utilizadas, la relacion entre los residuos 4S y 6S (4S/6S) es
completamente analoga a la encontrada en CS de origen tanto terrestre como piscicola.

Tipicamente, el CS se puede obtener utilizando como sustrato de partida el polisacarido capsular K4 producido
naturalmente por la cepa O5:K4:H4 de E. coli (EP 1304338 B1) u otro polisacarido que tiene la estructura de la
condroitina sin sulfato (CH).

En el primer caso, el polisacarido K4, obtenido a partir de un caldo de cultivo de la cepa O5:K4:H4 de E. coli, se
desfigura al final de la fermentacion mediante hidrolisis termoacida, y la condroitina se purifica de acuerdo con una
adaptacion de los métodos descritos por Rodriguez y Jann (Eur. J. Biochem. 117, 117-124, FEBS 1988).

Alternativamente, el polisacarido de partida se obtiene, por ejemplo, del cultivo de la cepa DSM23644 de E. coli descrito
en MI2010A001300 que, debido a una mutacion inducida en el gen KfoE responsable de la fructosilacion de K4,
produce un polisacarido idéntico al CH sin sulfato natural. La desfructosilacién no es necesaria en este caso; sin
embargo, la etapa de hidrolisis termoacida se mantiene para eliminar algunas impurezas, incluidas las endotoxinas
bacterianas que precipitan como resultado del tratamiento. La condroitina (CH) se purifica luego por centrifugacion,
didlisis y secado por pulverizacion.

La hidrolisis se lleva a cabo en el sobrenadante del cultivo, separado de la biomasa por centrifugacion continua. La
hidrdlisis parcial y la desfructosilacion de K4 se realizan por incubacién a 90-95°C durante 30-50 min a pH 2.8-3.0.

Después del periodo de incubacién, la suspension resultante se enfria a una temperatura inferior a 40°C,
preferiblemente 20-30°C, para detener la reaccion de hidrdlisis, y el pH se ajusta simultdneamente a 4-4.5. La
suspension resultante se somete, en secuencia, a una clarificacién por centrifugacion continua, ultrafiltracién vy,
finalmente, didlisis con agua a través de una membrana de 30 kDa.

El retenido dializado (aproximadamente 1/10 del volumen del caldo de cultivo inicial) se filtra y finalmente se seca con
un secador de pulverizacién para obtener un polisacarido que tiene la estructura de CH, para someterlo al proceso de
sulfatacion. EI CH obtenido tiene un titulo del 80-90% en base seca (p/p), segun lo determinado por electroforesis
capilar (CE) o HPLC.

El CH asi obtenido toma la forma de la sal de sodio, y para ser sulfatado necesita convertirse en acido libre o una sal
del mismo.

El proceso de sulfatacion de acuerdo con la presente invencion, que permite que las posiciones 4 o 6 del residuo
GalNAc de la misma cadena de polisacarido se monosulfaten al azar, comprende la formacién de un ortoéster que
involucra simultaneamente las posiciones 4 y 6 de GalNAc y su posterior reordenamiento a un éster que,
sorprendentemente, se puede modular para liberar principalmente el hidroxilo en 4 o en 6, permitiendo asi la
sulfatacion selectiva de esos hidroxilos. El proceso de acuerdo con la invencién comprende los siguientes pasos:

a) Conversion de la sal sédica de condroitina en acido libre o, alternativamente, en una sal del mismo con un ion de
amonio cuaternario, como tetrametil, tetraetil o tetrabutilamonio, o con piridina. Preferiblemente se usa sal de
tetrabutilamonio (TBA).

Alternativamente, la condroitina (CH) en forma acida se convierte en su éster metilico después de la reaccion en
metanol y cloruro de acetilo.

b) Reaccidn de la sal de condroitina, o éster metilico de condroitina, con un ortoéster de formula RC(OR1)s, en donde
R se selecciona de hidrégeno, metilo, etilo o fenilo, y Ry se selecciona de metilo o etilo, en presencia de catalisis acida,
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obteniendo asi un ortoéster ciclico formado por el movimiento de dos alcoxilos del ortoéster de partida por las funciones
alcohdlicas 4 y 6 del residuo de GalNAc. En el compuesto obtenido en esta etapa, todas o casi todas las unidades de
disacaridos presentes poseen una estructura ortoéster ciclica representada por la féormula I,

OR

NHAC

en donde R, Ry son como se definen mas arriba.

Ejemplos de ortoésteres que pueden usarse son ortoacetato de trimetilo, ortoacetato de trietilo, ortoformiato de
trimetilo, ortoformiato de trimetilo, ortopropionato de trimetilo, ortopropionato de trietilo u ortobenzoato de trimetilo. Se
usa preferiblemente ortoacetato de trimetilo o ortoacetato de trietilo. El uso de ortoacetato de trimetilo es
particularmente preferido.

Se utiliza como catalizador acido un acido seleccionado de acido canforsulfénico, acido paratoluenosulfénico, acido
metanosulfénico o una resina sulfona, preferiblemente acido canforsulfénico o una resina sulfénica, mas
preferiblemente acido canforsulfénico.

c) Proteccién de los grupos alcohol en las posiciones 2' y 3' del residuo GIcA por acilacion con un anhidrido de un
acido carboxilico de formula (R2CO).0, en donde R se selecciona preferiblemente de metilo, etilo o propilo en
presencia de piridina o una base organica terciaria, como trietilamina o triisopropiletilamina, y de cantidades cataliticas
de 4-dimetilaminopiridina (DMAP), para dar un producto en donde la unidad de disacaridos repetida encontrada en la
condroitina tiene una estructura ortoéster ciclica acilada en 2'y 3', la cual esta representado por la formula Il

OR

&%@w

R2 \< NHAc
R2‘<

II
en donde R, R1 y Rz son como se definen mas arriba.
Se usa preferiblemente anhidrido acético.

d) Reordenamiento del ortoéster ciclico a éster, una reaccidon que se realiza en una mezcla de un acido organico
soluble en agua y agua, o solo en agua. Este reordenamiento, que tiene lugar aleatoriamente en las distintas unidades
de GalNAc de la secuencia de polisacaridos, puede modularse para promover la liberacién de uno u otro hidroxilo (en
4 o 6 respectivamente), con la formacion simultanea del éster con el acido organico soluble usado en la posicion
restante (6 o 4 respectivamente). El resultado es la formacion, en la misma cadena de polisacaridos, de dos unidades
de disacaridos diferentes, a saber:

e aquellos con una estructura en donde los hidroxilos en las posiciones 6, 2'y 4' estan acilados y el hidroxilo en 4
esta libre, dichas unidades estan representadas por la formula llla;
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0 o OH o
~to O o Q oL
R2~\<O 0 NHAG
5 R2~<
0]
Ml

en donde R y R, son como se definen mas arriba; o

e aquellos con una estructura en donde los hidroxilos en las posiciones 4, 2'y 4' estan acilados y el hidroxilo en 6
esta libre, dichas unidades estan representadas por la férmula Illb

R

R? \< NHAc

IIIb

en donde R y R, son como se definen mas arriba.

Al realizar la reaccién a una temperatura de entre 20 y 40°C, preferiblemente a temperatura ambiente durante un
tiempo de entre 1y 48 horas, preferiblemente entre 3 y 38 horas, y mas preferiblemente durante 38 horas, se observa
sorprendentemente una mayor cantidad de compuesto que tiene el hidroxilo libre en 6, mientras que cuando la reaccion
se realiza a una temperatura de entre 40 y 70°C, preferiblemente 60°C, durante un tiempo de entre 1 y 48 horas,
preferiblemente entre 3 y 38 horas, y mas preferiblemente durante 18 horas, prevalece el producto con el hidroxilo
libre en la posicién 4. El acido organico soluble en agua se selecciona entre acido citrico acético, férmico, propidnico,
tartarico o una resina cationica tal como, por ejemplo, Sepra SCX 50 um 65A, preferiblemente acido acético o acido
propionico, y mas preferiblemente acido acético.

d) A esto le sigue la sulfatacion con triéxido de azufre piridina en DMF de acuerdo con el método ya descrito en el
documento EP 1304338 B1, o con el complejo de triéxido de azufre de DMF, para obtener un CS que, de acuerdo con
las condiciones de reordenamiento utilizadas y, en consecuencia, el porcentaje de las estructuras llla y llIb presentes
en las mismas, se sulfataran simultaneamente y de manera diversa en la posicion 4 del disacarido Illa o en la posicion
6 del disacarido lllb. La reaccion de sulfatacion es seguida por la eliminacion, por tratamiento basico, de los grupos
acilo presentes en las posiciones 2' y 3' del residuo GIcA y las posiciones 4 o 6 del residuo GalNAc, de acuerdo con
los procedimientos descritos en el documento EP 1304338 B1, dando CS sal sddica parcialmente sulfatada en 4 y 6.

Algunas técnicas utilizadas durante el proceso conducen a la despolimerizacion de la cadena de polisacarido para
producir un CS sulfatado en la posicion 4 o 6 del residuo de GalNAc caracterizado por un bajo peso molecular (LMW).

La condroitina también puede ser despolimerizada en la etapa de reordenamiento ortoéster, utilizando el acido como
solvente o cosolvente de la reaccién. La alta concentracién de acido en esta etapa conduce a la ruptura de la cadena
de polisacarido, con la consiguiente produccion de cadenas de bajo peso molecular, en el rango de 4-9 kD.

El LMW-CS BIOTEC, 4000-9000 daltons, obtenido por el proceso descrito, se evalué para determinar su eficacia en
un modelo experimental de artritis animal (artritis adyuvante AA) en ratas, y los resultados se compararon con los de
CS natural de grado farmacéutico de origen extraido utilizado en el mismo modelo experimental (Bauerova K. et al.,
Osteoarthritis Cartilage 2011, E pub. ahead of print) después de tratamiento oral diario con 900 mg/kg.

La AA fue inducida por una sola inyeccion intradérmica de Mycobacterium butyricumen en adyuvante incompleto de
Freund. Los experimentos incluyeron animales sanos, animales artriticos no tratados y animales artriticos tratados.
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Entre los animales tratados, un grupo de animales se sometid a un tratamiento previo que consistio en la administracion
de 900 mg/kg de LMW-CS BIOTEC al dia durante 14 dias antes de que se indujera la artritis, continuando durante 28
dias después de la induccién con AA. Otro grupo de animales se traté con 900 mg/kg de LMW-CS BIOTEC al dia
Unicamente durante los 28 dias posteriores a la induccion con AA.

El edema que se desarroll6 en la pata trasera se redujo significativamente en los animales pretratados. El tratamiento
previo con LMW-CS BIOTEC (900mg/kg/dia) redujo significativamente el edema a lo largo del experimento en
comparaciéon con los controles no tratados. El tratamiento previo con LMW-CS BIOTEC también restaura el peso
corporal en aproximadamente 8-15% en comparacion con el control artritico no tratado.

La gravedad de la artritis se cuantificd sobre la base del aumento de los niveles de inflamacion y eritema periarticular.
900 mg/kg/dia de LMW-CS BIOTEC, administrado como pretratamiento y como tratamiento, es significativamente
efectivo para reducir el nivel de la artritis. Ademas, el tratamiento previo es efectivo en toda la etapa subaguda (desde
el dia 14 hasta el dia 28 después de la induccién con AA), mientras que el tratamiento solo es efectivo a medio-largo
plazo, en los dias 21-28 después de la induccion con AA, no en la fase aguda (los primeros 14 dias después de la
induccion con AA).

El estrés oxidativo, una consecuencia de los procesos inflamatorios cronicos que tienen lugar en los procesos
artriticos/osteoartriticos, aumenta significativamente en el modelo animal tanto en la fase aguda como en la
subcronica. El aumento del estrés oxidativo induce un alto consumo de antioxidantes endoégenos en el plasma 'y, en
consecuencia, provoca una reduccién en la capacidad antioxidante del plasma, medida como el estado antioxidante
total. El tratamiento previo con LMW-CS BIOTEC es eficaz para corregir el estado total de antioxidantes en el modelo
animal, reduciendo significativamente el consumo de antioxidantes enddgenos. La actividad de la y-glutamil
transferasa, que aumenta la correspondencia con el estrés oxidativo y por lo tanto se considera un buen marcador
para el estrés oxidativo, medido en homogeneizados de tejidos articulares, demostré ser considerablemente mayor en
animales con poliartritis inducida experimentalmente, y considerablemente menor en los animales tratados con LMW-
CS BIOTEC, en comparacién con los animales no tratados.

La interleugina-1B (IL-1B e interleuquina-6 (IL-6), citoquinas proinflamatorias, aumentaron significativamente en el
modelo animal de artritis inducida experimentalmente, con un aumento dramatico de IL-6 en la fase aguda,
presentando un nivel 10 veces mas alto que los controles sanos. El efecto terapéutico de LMW-CS BIOTEC ya era
evidente desde el dia 14, en la fase aguda, reduciendo la concentracion de IL-6 en aproximadamente un 30-40% en
comparacion con los animales que sufren AA.

El marcador basico para las proteinas inflamatorias, a saber, la proteina C reactiva (CRP), tiene un perfil de tiempo
muy similar al de la IL-6. El aumento en la fase aguda fue de aproximadamente 7.5 veces mayor en el modelo de
artritis experimental que en los controles sanos. El efecto de LMW-CS BIOTEC en la PCR, al igual que su efecto en
el nivel de IL-6, se observa en la fase aguda, con una reduccion significativa en la concentracion plasmatica de PCR.

En lo que respecta a la actividad fagocitica y al aumento oxidativo intracelular de los neutrdfilos, las diferencias
observadas entre el control sano y el control que padecen AA experimental inducida fueron significativas en el caso
de una mayor actividad fagocitica. La administracion de LMW-CS BIOTEC sobre una base de tratamiento previo indujo
una reduccion significativa en la fagocitosis y la explosion oxidativa.

El LMW-CS BIOTEC reduce significativamente la gravedad de los procesos artriticos y el estrés oxidativo generado
como resultado de procesos inflamatorios crénicos. El tratamiento previo con LMW-CS BIOTEC es efectivo en toda la
etapa subaguda, mientras que el tratamiento desde el primer dia de inicio de AA solo es efectivo durante el periodo
cronico. Los efectos se confirman por una mejora en el estado total de antioxidantes y la actividad de la y-glutamil
transferasa. EI LMW-CS BIOTEC, administrado como tratamiento previo, también reduce la produccion de citoquinas
proinflamatorias, la proteina C reactiva en el plasma, la actividad fagocitica y el estallido oxidativo intracelular de los
neutrofilos. Finalmente, el LMW-CS BIOTEC ha demostrado ser eficaz para retardar el desarrollo de artritis/osteoartritis
experimental tanto en la etapa aguda como en la subcronica, y en la reduccion de los marcadores de la enfermedad,
apoyando asi su actividad beneficiosa, a la par con la del compuesto de referencia.

La invencion se ilustrara adicionalmente mediante los siguientes ejemplos.
Ejemplo 1: Preparacion de una sal de tetraalquilamonio o piridinio de condroitina

La sal sodica de CH obtenida después de la hidrdlisis, purificacion y secado por los métodos descritos anteriormente,
a partir del polisacarido K4 o el polisacarido obtenido de la fermentacion de E. coli cepa DSM23644, se disuelve en un
medio acuoso. Después de la disolucién completa, la solucién se introduce en una columna rellena con una resina de
intercambio catidnico, como Amberjet 1200 H, Rohm and Haas, o equivalente.

Se recolectan las fracciones eluidas a pH 1.5-4.0, o preferiblemente a pH 1.5-2.0, y se agrega una solucion acuosa de
un ion seleccionado de tetrametil, tetraetil y tetrabutil-amonio o piridinio hasta que se obtiene un pH de 6.0-8.0, o
preferentemente de 6.5 a 7.0. La solucion se evapora luego para completar la sequedad mediante liofilizacion o secado
por pulverizacién para obtener la sal correspondiente.
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Ejemplo 2: Proteccion de las funciones hidroxiladas (4 y 6) de la porcion GalNAc con la formacion del correspondiente
ortoéster metilo ciclico CH (CH-cMOE)

La sal obtenida de la condroitina, como la sal de tetrabutilamonio (TBA), se mezcla con dimetilformamida (DMF) en un
matraz en cantidades de 5.2 g y 130 ml, respectivamente. Se aplican por goteo 8.49 g de ortoacetato de trimetilo en
el matraz, seguido de la adicion de 300 mg de acido canforsulfénico y la mezcla de reaccién se mantiene a 70°C
durante 72 horas. La reaccion se evapora luego al vacio hasta sequedad, y se seca adicionalmente al horno a 40°C
durante 20 horas para obtener 6.1 g de condroitina-MOE TBA en forma de un sdlido.

Los analisis sobre el producto de la reaccion se realizaron para confirmar que la protecciéon habia tenido lugar. La
desaparicion del producto de partida y la aparicién de un nuevo producto con un peso molecular mas alto (48 KDa) se
establecid con SEC-HPLC. Los analisis realizados por digestion con condroitinasa ABC, una enzima capaz de
hidrolizar el CH libre pero no protegido, demostraron que el porcentaje desprotegido de moléculas CH iniciales era
inferior al 15%.

Ejemplo 3: Acetilacion en 2',3' de ortoéster ciclico de condroitina (2',3' diacetil CH-cMOE)

La condroitina que se origina en la etapa anterior, protegida como ortoéster de metilo ciclico (CH-cMOE) (4.79 g), se
introduce en un matraz de reaccion con 23.95 ml de acetonitrilo, 15.69 ml de trietilamina (TEA), 6.21 ml de anhidrido
acético y 78.96. mg de 4-dimetilaminopiridina (DMAP). Después de 2 horas de agitacion a 25-26°C, se agregan 94 ml
de diisopropil éter para obtener un sélido viscoso, que luego se filtra a través de papel de filtro y se seca al vacio a
45°C durante 24 horas. El ortoéster ciclico intermedio asi obtenido tiene la apariencia de un sélido rosa.

Ejemplo 4: Reordenamiento del ortoéster de metilo ciclico a éster con formacion prevalente de acetato en la posicion
4, y con el hidroxilo libre en la posicién 6 (ver figura 111B)

El intermedio obtenido de la etapa anterior (2.42 g) se introduce en un matraz de reaccion, al que se agregan 18.8 ml
de acido acético al 96% y 2.35 ml de agua desmineralizada. La mezcla se agita durante 38 horas a temperatura
ambiente, después de lo cual se agregan 100 ml de una solucién 0.6 M de NaCl y la mezcla se ultrafiltra a través de
una membrana de 5 kDa y se dializa, para recuperar un retenido con un pH de 3.32.

La solucién se evapora al vacio a 45-50°C; después de un secado adicional al horno durante la noche, se obtienen
1.38 g de un producto con la apariencia de un solido vitreo.

Ejemplo 5: Reordenamiento del ortoéster de metilo ciclico a éster con formacién prevalente del acetato en la posicion
6 y con el hidroxilo libre en la posicion 4 (ver Figura Il1A)

2.42 g de ortoéster ciclico intermedio obtenido de la etapa anterior se introducen en un matraz de reaccion con 14.52
ml de acido acético al 96% y 9.8 ml de agua desmineralizada y se calientan a 60°C durante 17.5 horas, luego se
agregan 100 ml de NaCl 0.6 My la solucién (pH 2.27) se ultrafiltra y se dializa para recuperar un retenido con un pH
de 3.56.

La soluciéon se evapora al vacio a 45-50°C, y después de un posterior secado al horno durante toda la noche, se
obtienen 1.12 g de un producto con la apariencia de un sélido vitreo.

Ejemplo 6: Preparacion de sulfato de condroitina con complejo de trioxido de azufre piridinio

El producto intermedio obtenido como se describe en el ejemplo 4 (0.76 g) se introduce en un matraz con 46.0 ml de
DMF agitando la mezcla a 30°C durante 10 min. Se afiaden 0.72 g de triéxido de azufre piridinio y, cuando el material
de partida se ha disuelto (aproximadamente 10 min), la solucién se deja en agitacion a 30°C durante 1 hora. Luego se
afiaden otros 0.72 g de trioxido de azufre piridinio, seguido de otros 0.72 g de tridxido de azufre piridinio. La solucion
se agita durante una hora mas a 30°C.

La reaccion se detiene al verter la mezcla en 50 ml de NaHCOs al 10% en agua a temperatura ambiente (pH 7.81).
Después de la filtracion, la solucién se evapora al vacio (10 mBar) hasta sequedad, el residuo se redisuelve con 150
ml de NaCl 0.6 My, finalmente, la solucién se ultrafiltra.

Después de 6 cambios de volumen, el retenido tiene un pH de 9.22; El pH se ajusta a 6.7 con HCI IN y la ultrafiltracion
continda, reemplazando la solucidon de 0.6N NaCl con agua desmineralizada.

La solucion resultante se ultrafiltra de nuevo para obtener 2 volimenes y luego se dializa a un volumen de 20 ml. La
solucion dializada se concentra a sequedad al vacio (10 mBar, 45°C).

El producto asi obtenido (0.88 g) se disuelve con 34.0 ml de sosa 0.2 N (NaOH) y se calienta a 40°C bajo agitacion
durante 2 horas. Finalmente, la solucién se diluye con una solucién acuosa 0.6 M de cloruro de sodio, se ultrafiltra a
través de una membrana de 5 kDa y se dializa con agua desmineralizada. El retenido se concentra a sequedad al
vacio (45°C, 10 mBar), para obtener 0.67 g de sulfato de condroitina. El producto final, que tiene un peso molecular
de 29 kDa, determinado por HPLC-SEC, muestra:
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digestibilidad con condroitinasa ABC superior al 95%;

una relacion 4S/6S de 18/82;

un valor de densidad de carga total de aprox. 0.9;

solo digestibilidad parcial con condroitinasa C, demostrada por la presencia de oligosacaridos debido a la presencia
en la misma cadena de polisacarido de unidades tanto 4-sulfatadas como 6-sulfatadas, caracteristica de la presente
invencion.

Ejemplo 7: Preparacion de sulfato de condroitina con complejo de triéxido de azufre piridinio

El intermedio obtenido como se describe en el ejemplo 5 (1.12 g) se introduce en un matraz con 67.2 ml de DMF,
agitando la mezcla a 50°C durante 10 min. Se afiaden 1.05 g de trioxido de azufre piridinio, y cuando el material de
partida se ha disuelto (aproximadamente 10 min), la solucién se deja en agitacion a 50°C durante 1 hora. Luego se
afiaden otros 1.05 g de tridxido de azufre piridinio. La solucion se agita durante una hora mas a 50°C.

La reaccion se detiene al verter la mezcla en 60 ml de NaHCO3 al 10% en agua a temperatura ambiente (RT) (pH
7.81). Después de la filtracion, la solucion se evapora al vacio (10 mBar) hasta sequedad, y el residuo se redisuelve
con 30 ml de NaCl 0.6M. Finalmente, la solucién es ultrafiltrada.

Después de 6 cambios de volumen, el retenido tiene un pH de 9.22; el pH se ajusta a la neutralidad (7.5) con HCI 1 N
y la microfiltracion continta, reemplazando la solucion de NaCl 0.6 N con agua desmineralizada.

La solucidn resultante se ultrafiltra de nuevo para 2 volimenes y luego se dializa a un volumen de 20 ml. La solucion
dializada se concentra a sequedad al vacio (10 mBar, 45°C), para obtener 1.53 g de producto.

Este residuo se disuelve en 59.6 ml de sosa 0.2 N (NaOH) y se calienta a 60°C durante 2 horas. Finalmente, la solucion
se diluye con una solucién acuosa 0.6 M de cloruro de sodio, se ultrafiltra a través de una membrana de 3 kDa y se
dializa con agua desmineralizada. El retenido se concentra a sequedad al vacio (45°C, 10 mBar), para obtener 0.76 g
de sulfato de condroitina.

El producto asi obtenido tiene un peso molecular de 15.4 kDa, determinado por HPLC-SEC; digestibilidad con
condroitinasa ABC superior al 95%; una relacion 4S/6S de 82/18; y un valor de densidad de carga total de aprox. 1.09.
La digestion casi completa obtenida con la condroitinasa ABC (mas del 95% del producto se descompone), junto con
una digestibilidad reducida con la condroitinasa C, que son caracteristicas de la presente invencion, demuestran la
existencia de unidades tanto 4-sulfatadas como 6-sulfatadas en la misma cadena de polisacarido.

Mas del 95% de digestibilidad con condroitinasa ABC también demuestra la ausencia de disacaridos polisulfatados
(tri- y tetra-sulfatados) en la cadena de polisacaridos CS a la que se refiere la presente invencion.

Ejemplo 8: Preparacion de condroitina (CH) metil éster

Se agregan 10.0 g de CH en forma acida a una solucién de 1.3 L de metanol y 14.43 g de cloruro de acetilo colocados
bajo agitacion a temperatura ambiente durante 2 horas en un matraz de 3 litros, y la suspension obtenida se deja bajo
agitacion durante 20 horas.

Cuando haya transcurrido ese tiempo, la suspension se filtra y el sélido se lava con 100 ml de metanol (2 x 50 ml) y
se seca a 50°C al vacio para recuperar 9.4 g de solido seco.

La reaccion se repite una segunda vez con el mismo procedimiento, y cuando el segundo periodo ha transcurrido, la
suspension se enfria entre 0 y 5°C durante 60 minutos antes de la filtracion. El sélido obtenido se lava con metanol
frio (0-5°C) y se seca al vacio durante 3 horas a 50°C para recuperar 6.3 g de solido.

Ejemplo 9: Proteccion de las funciones hidroxiladas (4 y 6) de la porcion GalNAc de CH metil éster por formacion de
ortoéster

Se introducen 150 ml de dimetilformamida (DMF) y 6.0 g del producto obtenido en la etapa anterior en un matraz de
500 ml con una valvula de cloruro de calcio y flujo de nitrégeno. Luego se agregan 20.06 g de ortoacetato de trimetilo
y 0.71 g de acido canforsulfénico. La solucidon obtenida se calienta a 50°C (temperatura interna) durante 18 horas.

Al final de ese periodo, se deja enfriar a temperatura ambiente y se concentra al vacio para obtener 8.5 g de producto.
Ejemplo 10: Acetilacion de los hidroxilos 2',3' del producto derivado del Ejemplo 9

Se introducen 8.0 g del producto obtenido en la etapa anterior, 40 ml de DMF, 28.6 g de trietilamina, 17.15 g de
anhidrido acético y 96 mg de dimetilaminopiridina en un matraz de 250 ml con una valvula de cloruro de calcio y flujo
de nitrégeno a temperatura ambiente.

La solucion obtenida se deja en agitacion durante 3 horas; cuando haya transcurrido ese tiempo, se afiaden 150 ml
de éter isopropilico al matraz y precipita un sélido amorfo. Las aguas se eliminan por decantacién y se agregan 100
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ml de éter isopropilico al solido y se dejan bajo agitacion durante 1 hora. El sélido se filtra y se lava con 50 ml de éter
isopropilico y se seca al vacio a 40°C para recuperar 8.52 g de producto.

Ejemplo 11: Reordenamiento del ortoéster derivado del ejemplo 10

Se introducen 7.0 g del producto obtenido en el paso anterior, 72.8 g de acido acético glacial y 8.7 ml de agua en un
matraz de 250 ml para obtener una solucién que se deja en agitacion a temperatura ambiente durante 3 horas. La
solucion se diluye luego a 150 ml con cloruro de sodio 0.6 M y la solucién resultante se purifica mediante ultrafiltracion
a través de una membrana de 5 KD. Después de la dialisis, la solucion obtenida se concentra al vacio y se recuperan
6.7 g de producto sdlido.

Ejemplo 12: Sulfatacion de triacetilmetil éster

Se introducen 670 mg del producto obtenido en la etapa anterior en un matraz de 250 ml con flujo de nitrégeno y una
valvula de cloruro de calcio con 40 ml de DMF.

Se afiaden 630.44 g de complejo de tridxido de azufre piridinio a la solucién obtenida y la solucion resultante se calienta
a 50°C (temperatura interna) durante 1 hora. Luego se afiaden 630.44 g de complejo de triéxido de azufre piridinio al
matraz a la misma temperatura y se dejan nuevamente en agitacion durante 1 hora.

Cuando haya transcurrido ese tiempo, la solucion se enfria a temperatura ambiente y se agregan al matraz 40 ml de
NaHCOj3; al 3% a la misma temperatura para producir una solucién que se concentra al vacio para obtener 2.3 g de un
so6lido mezclado con sales inorganicas. El producto obtenido se diluye a 150 ml de cloruro de sodio 0.6 M y se ultrafiltra
a través de una membrana de 5 KDa.

Después de la dialisis, la solucién obtenida se concentra al vacio y se recuperan 1.32 g de producto soélido.
Ejemplo 13: Para obtener sulfato de condroitina.

El producto obtenido en el paso anterior se introduce en un matraz de 100 ml con 33 ml de soda 0.2 M. La solucién se
calienta a 40°C (temperatura interna) durante 2 horas, después de lo cual se enfria a temperatura ambiente y se
neutraliza con HCI 1M.

La solucion se diluye a 150 ml de cloruro de sodio 0.6 M y se ultrafiltra a través de una membrana de 5 KDa. Después
de la didlisis y la concentracion de la solucién al vacio, se obtienen 350 mg de sélido.

El producto obtenido en este ejemplo tiene un peso molecular de 11 KDa, una relacion 4S/6S de 47/53 y un valor de
densidad de carga de 0.9.

Ejemplo 14: formacion de ortoéster ciclico sobre las funciones hidroxilo en 4 y 6 de la porcion de GalNAc, con
despolimerizacién simultanea de la cadena de polisacarido

Una suspension de sal de tetrabutilamonio de condroitina, obtenido como se describe anteriormente (4.07 g; 6.535
mmoles), en dimetilformamida (101 ml), se mantuvo bajo agitacion y bajo flujo de nitrégeno a temperatura ambiente
(20-25°C). Se anadieron ortoacetato de trimetilo (9.03 ml, 71.89 mmoles) y acido canforsulfénico (1.82 g; 7.84
mmoles). La suspension se calenté a 70°C (temperatura interna) y se observé una disolucién completa después de
unos pocos minutos. La reaccion se mantuvo bajo agitacion a la misma temperatura durante 18-20 horas. Al dia
siguiente, la reaccion se concentro eliminando el disolvente por evaporacion al vacio, proporcionando 13.67 g del
producto en forma de un residuo de goma amarillo brillante.

El contenido residual de condroitina desprotegida después de la digestion es de 4.6%. La presencia del ortoéster se
demuestra mediante la sefal correspondiente en FTIR.

El producto asi obtenido se uso en los pasos subsiguientes como se describio anteriormente, hasta que se obtuvo un
LOTO-CS BIOTEC sulfatado en la posicion 4 o 6 en el residuo de GalNAc.

Ejemplo 15: Apertura del ortoéster ciclico de la condroitina al éster con formacién prevalente de acetato en la posicion
4 0 6 de la porcion de GalNAc, y despolimerizacion simultanea de la cadena de polisacarido

Se introdujo ortoéster de condroitina (3.00 g), agua (3.14 ml) y acido acético (26.25 g; 437 mmoles) en un matraz de
tres bocas de 250 ml. La suspension obtenida se calenté durante 36 h a temperatura ambiente (20-25°C). Luego se
afadié agua para completar la solucion hasta un volumen total de 100 ml. La solucién asi obtenida fue ultrafiltrada
(membrana 5 KD). El retenido recogido se dializé a un pequefio volumen (20 ml) y luego se concentrd hasta sequedad
por evaporacion al vacio, proporcionando 1.55 g de un residuo sélido correspondiente al producto deseado (triacetil
condroitina).

El producto asi obtenido se uso en los pasos subsiguientes como se describio anteriormente, hasta que se obtuvo un
LOTO-CS BIOTEC sulfatado en la posicion 4 o 6 en el residuo de GalNAc.
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Ejemplo 16: induccion de artritis (Artritis Adyuvante, AA) en ratas y tratamiento con LMW-CS BIOTEC

Se asignaron al azar 40 ratas Lewis macho que pesaban entre 150 y 190 g, a cuatro grupos de 10 animales cada uno,
se alojaron en jaulas de polipropileno en un entorno mantenido a la temperatura de 22 + 2°C y se alimentaron con una
dieta estandar de laboratorio con acceso ilimitado al agua.

Los grupos experimentales fueron los siguientes:

1) Un grupo de control sano no tratado.

2) Un grupo de control no tratado con artritis inducida por adyuvante (AA).

3) Un grupo de ratas artriticas tratadas por via oral con LMW-CS BIOTEC a la dosis de 900 mg/dia por kg de peso
corporal durante 28 dias después de la induccion con AA (dias 0-28 del experimento).

4) Un grupo pretratado por via oral con LMW-CS BIOTEC a la dosis de 900 mg/dia por kg de peso corporal durante
los 14 dias anteriores a la induccién de los articulos de asociacion, y durante los 28 dias posteriores a la induccion
con AA (dias -14 a +28 del experimento).

La artritis se indujo experimentalmente en ratas en el dia 0 mediante una inyeccién intradérmica unica de 1 ml de una
mezcla que consiste en Mycobacterium butyricum inactivado por calor en adyuvante incompleto de Freund.

El LMW-CS BIOTEC se disolvié en agua destilada a una concentracién de 20 mg/ml y se administré por via oral como
una dosis diaria Unica por sonda.

Al final del tratamiento de 28 dias, las ratas se sacrificaron bajo anestesia y se recogieron y analizaron la sangre y los
tejidos correspondientes para evaluar los parametros observados en el estudio.

Ejemplo 17: efectos de LMW-CS BIOTEC en la evaluacion de AA en ratas registrando el edema desarrollado, el peso
corporal y el nivel de la artritis

El edema que se desarrolld como consecuencia de la artritis se midié observando el aumento en el volumen de la pata
trasera con un calibre adecuado para la medicion. Las mediciones se realizaron antes de la induccién con AA 'y en el
dia 28 del estudio.

El peso corporal de las ratas se midié antes de la induccidon con AA y al final del tratamiento (dia 28). El efecto del
tratamiento en este parametro se evalué comparando los distintos aumentos de peso de los diferentes grupos durante
el periodo de tratamiento.

El nivel de la artritis se evalud atribuyendo un nivel a la inflamacién de la articulacion de la pata y la extension del
eritema periarticular. El nivel de artritis o artrograma se midié como la suma total de edema (en ml, maximo 8 puntos),
mas el diametro de la pata delantera (en mm, maximo 5 puntos), mas el diametro de la costra en el sitio de aplicacion
de Mycobacterium butyricum medido en paralelo a la columna vertebral (en mm, maximo 5 puntos), para cada animal.

Ejemplo 18: Efecto de LMW-CS BIOTEC sobre la actividad de la y-glutamil transferasa como marcador del estrés
oxidativo inducido por AA

El estrés oxidativo se evalué midiendo la actividad de la y-glutamil transferasa en homogeneizados de tejido articular
extraido de ratas al final de los tratamientos con LMW-CS BIOTEC. La y-glutamil transferasa se considera un marcador
para el estrés oxidativo.

La actividad de la y-glutamil transferasa celular se determiné en homogeneizados de tejido tomados de la pata trasera
y se evalué mediante el método de Orlowski y Meister (Orlowski M, Meister A. The gamma-glutamylcycle: a posible
transport system for amino acids. Proc Natl Acad Sci USA 1970; 67: 1248-1255) modificado por Ondrejickova et al.
(Cardioscience 1993; 4: 225-230). Las muestras se homogeneizaron en un regulador (2.6 mM NaH,PO,, 50 mM
Naz;HPO4, 15 mM EDTA, 68 mM NaCl, pH 8.1) en una solucién 1:9 (p/v) con UltraTurax TP 18/10 (Janke & Kunkel,
Alemania) durante 1 minuto a 0°C. Los sustratos, 8.7 mM de y-glutamil p-nitroanilida y 44 mM de metionina, se
agregaron al 65% de alcohol isopropilico en concentraciones finales de 2.5 mM y 12.6 mM respectivamente. Después
de la incubacion durante 60 minutos a 37°C, la reaccion se detuvo agregando 2.3 ml de metanol frio y los tubos de
ensayo se centrifugaron durante 20 minutos a 5000 rpm. La absorbancia del sobrenadante se midié con un
espectrofotdmetro Specord 40 (Jena, Alemania) en cubetas de 0.5 cm a 406 nm. Las mezclas de reaccion en ausencia
de sustrato o aceptor se utilizaron como muestras de referencia.

Ejemplo 19: Efecto de LMW-CS BIOTEC en el estado inflamatorio inducido por AA mediante la evaluacion de los
niveles de citoquinas proinflamatorias (1-1, IL-6) y proteina C reactiva (CRP) en el plasma

Las muestras de sangre se extrajeron de las ratas al final del experimento y se colocaron en tubos de ensayo que
contenian heparina como anticoagulante; el plasma se separé de la parte corpuscular que consiste en células
sanguineas por centrifugacion y las citoquinas inflamatorias (IL-1, IL-6) se analizaron con la técnica ELISA utilizando
kits comerciales especificos.
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La proteina C reactiva se analizé en el plasma de rata con un kit ELISA (Immunology Consultant Laboratories, Inc.,
ICL). La reaccion del anticuerpo secundario conjugado con biotina con anticuerpos de proteina C reactiva anti-rata se
evalud mediante la actividad de la estreptavidina-peroxidasa de rabano picante (HRP). La reaccién de la metilbencidina
con HRP unida a complejos inmunes se midié a 450 nm utilizando un lector de microplacas Labsystems Multiskan RC.
Los resultados se calcularon utilizando la curva de calibracion estandar de acuerdo con las instrucciones del kit ELISA.

Ejemplo 20: Efecto de LMW-CS BIOTEC sobre la actividad fagocitica y sobre la explosion oxidativa de neutréfilos
inducido por AA

La poblacion de neutréfilos se extrajo de la sangre de las ratas al final de la evaluaciéon de su actividad fagocitica y
explosidon oxidativa. La medicion de la fagocitosis, a saber, la ingestion de bacterias, se realizé en condiciones
controladas utilizando Staphylococcus aureus opsonizado marcado con fluoresceina (SPA-FITC) (Invitrogen Molecular
Probes, Estados Unidos). Las partes alicuotas de sangre periférica en heparina de litio se incubaron luego con
hidroetidina (Invitrogen Molecular Probes, Estados Unidos) (15.75 mg en 5 ml de dimetilformamida, Merck, Alemania)
durante 15 minutos a 37°C. Después del tratamiento con SPA-FITC durante 15 minutos a 37°C, la reaccion se
interrumpié colocando los tubos de ensayo en hielo. La subsiguiente lisis de los eritrocitos se realizé durante 15
minutos con una solucién de lisis consistente en cloruro de amonio frio/cloruro de potasio (200 ml de agua desionizada,
1.658 g de NH4Cl, 0.2 g de KHCO3 y 7.4 mg de Na;EDTA, pH 7.2-7.4). El porcentaje promedio de células fagocitarias
representa el porcentaje de granulocitos que ingirieron al menos una particula de SPA-FITC, y el porcentaje promedio
de la explosion respiratoria representa el porcentaje de granulocitos marcados con etidio.
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REIVINDICACIONES
1. Proceso para la preparacion de sal de sodio de sulfato de condroitina en donde todas las unidades de N-acetil-D-
galactosamina en la misma cadena de polisacarido estan monosulfatadas ya sea al azar o en la posicion 4 o 6,
comprendiendo dicho proceso los siguientes pasos:
a. transformacion de la sal de sodio de condroitina en su acido libre o una de sus sales con un catién de amonio
cuaternario seleccionado de tetrametilamonio, tetraetilamonio o tetrabutilamonio, o en la sal de piridinio o el éster
metilico;

b. reaccion del compuesto obtenido en la etapa a) con un ortoéster de formula RC(OR+)3, en donde R se selecciona
entre hidrogeno, metilo, etilo o fenilo y R¢ se selecciona entre metilo o etilo, en presencia de catalisis acida, para dar
un compuesto en donde la unidad de disacaridos presente en la condroitina tiene la formula |

OR

N HAc

en donde R y R1 son como se definen mas arriba;

c. proteccion de los grupos hidroxi en las posiciones 2'- y 3'- de las unidades de acido glucurénico del compuesto
obtenido en el paso anterior por reaccion con un anhidrido de férmula (R2CO),0 en donde R; se selecciona de metilo,
etilo o propilo, en presencia de piridina o una base terciaria organica seleccionada de trietilamina o triisopropilamina y

de 4-dimetilaminopiridina (DMAP), para dar un compuesto en el cual la unidad de disacaridos repetitiva presente en
la condroitina tiene la férmula Il

OR

%@w

R2~< NHAc
R2‘<

X

en donde R, R1 y Rz son como se definen mas arriba;
d. reordenamiento de la funcionalidad ortoéster presente en el producto obtenido en la etapa c) con un acido organico

soluble en agua para dar un derivado éster en donde las unidades de GalNAc repetidas en el polisacarido consisten
en derivados de triacilo que tienen la férmula llla o llib
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o )\o OH

O— O
~+- O o2 o

OO
R2 o) NHAc
o R2—<
o)

I1ib

en donde R y R, son como se definen mas arriba;

e. monosulfatacion del compuesto obtenido en la etapa d) seguido de la eliminacién de los grupos O-acilo presentes
en los compuestos llla y llIb obtenidos en la etapa anterior.

2. El proceso de la reivindicacion 1, en donde la sal de sodio de condroitina de la etapa a) se obtiene a partir del
polisacarido capsular K4 producido por un caldo de cultivo de E. Coli cepa O5:K4:H4, o del polisacarido producido por
un caldo de cultivo de E. Coli cepa DSM23644.

3. El proceso de la reivindicacion 1, en donde la etapa b) se lleva a cabo con un ortoéster seleccionado de ortoacetato
de trimetilo, ortoacetato de ftrietilo, ortoformiato de trimetilo, ortoformiato de trimetilo, ortopropionato de trimetilo,
ortopropionato de trietilo o ortobenzoato de trimetilo, preferiblemente con ortoacetato de trimetilo o ortoacetato de
trietilo. Con ortoacetato de trimetilo.

4. El proceso de la reivindicacion 1, en donde la catalisis acida de la etapa b) se lleva a cabo con un acido seleccionado
de acido canforsulfénico, acido para-toluensulfénico, acido metanosulfénico o con una resina de sulfona,
preferiblemente con acido canforsulfénico o con una resina sulfénica, mas preferiblemente con acido canforsulfénico.

5. El proceso de la reivindicacion 1, en donde la etapa c) se efectda con anhidrido acético.

6. El proceso de la reivindicacion 1, en donde la etapa d) se efectua de 20 a 40°C, preferiblemente a temperatura
ambiente.

7. El proceso de la reivindicacion 1, en donde la etapa d) se efectda a una temperatura de 40 a 70°C, preferiblemente
a 60°C.

8. El proceso de la reivindicacion 1, en donde la etapa d) se efectia en una mezcla agua/acido organico soluble en
agua o en agua sola.

9. El proceso de la reivindicacion 8, en donde el acido organico se selecciona de acido acético, formico, propidnico,
tartarico, citrico o una resina propionica, preferiblemente acido acético o acido propiénico, mas preferiblemente acido
acético.

10. El proceso de la reivindicacién 1, en donde la sal sédica de sulfato de condroitina obtenida tiene un peso molecular
promedio (Mw) de 10-30 kDa.

11. El proceso de la reivindicacion 10, en donde la sal sddica de sulfato de condroitina tiene una distribucion de grupos
monosulfato cuya relacién varia de 90/10 4S/6S a 10/90 4S/6S.
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12. El proceso de la reivindicacion 1, en donde la relacion entre las unidades sulfatadas de N-acetil-D-galactosamina
en la posicion 4 y la posicion 6 en la sal sédica de sulfato de condroitina obtenida es inferior a 1.

13. El proceso de la reivindicacion 1, en donde la relacion entre las unidades sulfatadas de N-acetil-D-galactosamina
en la posicién 4 y la posicion 6 en la sal sddica de sulfato de condroitina obtenida es mayor que 1.
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Figura 1
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