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DESCRIPCION
Composicion que contiene glucosaminoglicanos y proteinas
Campo de la invencion

La invencion se refiere de manera general a composiciones que contienen glucosaminoglicanos, glucosaminoglicanos
parcialmente hidrolizados o glucosaminas, quimicamente modificados o no, y proteinas, proteinas parcialmente
hidrolizadas o péptidos, quimicamente modificados o no, tal como por ejemplo, colagenos.

Estado de la técnica

La formulacion de composiciones homogéneas que contienen glucosaminoglicanos altamente hidrofilicos,
glucosaminoglicanos parcialmente hidrolizados o glucosaminas, quimicamente modificados o no, y proteinas,
proteinas parcialmente hidrolizadas o péptidos, quimicamente modificados o no, proporciona sélidos viscoelasticos o
semisolidos con propiedades mecanicas limitadas y propiedades limitadas para usos bioldgicos, farmacolégicos o
medicinales.

La patente WO 97/19701 A2 describe un conjugado covalente que comprende un glucosaminoglicano unido a una
proteina mediante un enlace covalente en donde dicha proteina comprende al menos principalmente un grupo amino,
en donde dichas especies se unen covalentemente de manera directa mediante dicho grupo amino a un residuo de
aldosa terminal de dicho glucosaminoglicano. El enlace covalente se selecciona del grupo que consiste en: (a) un
grupo -HC=N- que se forma entre dicho grupo amino y el grupo carbonilo C1 de dicho residuo de aldosa terminal; y
(b) un grupo —CH2-NH- entre dicho grupo amino y el grupo carbonilo C1 de dicho residuo de aldosa terminal.

Descripcion general de la invencion

Los problemas que se mencionan en el capitulo anterior pueden resolverse con la composiciéon segun la presente
invencion.

A este efecto, la composicién segun la invencién comprende un polihidroxiuretano, un glucosaminoglicano, un
glucosaminoglicano parcialmente hidrolizado o glucosamina, quimicamente modificados o no, y proteinas, proteinas
parcialmente hidrolizadas o péptidos, quimicamente modificadas o no. El polihidroxiuretano se obtiene mediante un
acoplamiento covalente de funciones quimicas de carbonatos ciclicos (CC) y poliaminas (PA).

Preferiblemente, la composicidon que se obtiene mediante la polimerizacién o formaciéon de unién covalente de una
preparacion que contiene moléculas con grupos funcionales de policarbonatos ciclicos y glucosaminoglicanos,
glucosaminoglicanos parcialmente hidrolizados o glucosaminas, o quimicamente modificados o no con una
preparacion que contiene moléculas con grupos funcionales de poliaminas, proteinas, proteinas parcialmente
hidrolizadas o péptidos, quimicamente modificados o no. Los glucosaminoglicanos, glucosaminoglicanos parcialmente
hidrolizados o glucosaminas y las proteinas, parcialmente hidrolizadas o no, o los péptidos pueden modificarse
quimicamente con los constituyentes de los polihidroxiuretanos.

Los glucosaminoglicanos, glucosaminoglicanos parcialmente hidrolizados o glucosaminas, quimicamente modificados
con mondmeros o prepolimeros de los polihidroxiuretanos pueden unirse covalentemente a proteinas, proteinas
parcialmente hidrolizadas o péptidos, quimicamente modificadas o0 no con monémeros o prepolimeros de los
polihidroxiuretanos para dar nuevas composiciones con propiedades fisicas, bioldgicas, farmacoldgicas o medicinales
innovadoras.

En la presente descripcion, la composicion puede usarse en varias aplicaciones tal como la preparacion de microgel
o microparticulas para administrar sustancias farmacéuticas activas o para brindar apoyo a células vivas, o para el
tratamiento de superficies en contacto con materiales vivos, o para el tratamiento de superficies para proporcionarles
afinidades especificas con respecto a polisacaridos, proteinas, proteinas parcialmente hidrolizadas y péptidos, o con
respecto a proteinas quimicamente modificadas, proteinas parcialmente hidrolizadas y péptidos para proporcionarles
propiedades fisicas, bioldgicas, farmacoldgicas o medicinales nuevas o la reconstruccion y la sustitucion de matriz
extracelular in vitro o in vivo.

La matriz extracelular constituye la parte no celular que se presenta en todos los tejidos y 6rganos. Sus funciones se
relacionan esencialmente con su estructura y sus propiedades fisicas pero también lo hacen con su composicion
quimica y sus constituyentes esenciales y sus funciones biomecanicas.

Fundamentalmente, la matriz extracelular (ECM) se constituye de agua, proteinas y polisacaridos. Cada ECM procesa
una composiciéon bioguimica Unica que tiene en comun la presencia esencial de proteinas que exhiben diversas
conformaciones tales como la estructura fibrilar de colagenos, y glucosaminoglicanos que forman geles hidratados.
Los colagenos y las otras proteinas fibrilares son esencialmente hidrofébicas en las condiciones hemostaticas de la
ECM, mientras que los glucosaminoglicanos son fuertemente hidrofilicos. La reconstruccion in vitro e in vivo de una
ECM, sobre la base de aquellas dos familias de sustancias esenciales, con las caracteristicas mecanicas adecuadas
en condiciones biocompatibles constituye una de las aplicaciones de esta formulacién innovadora.
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Cuando la ECM se dafa o se destruye debido a diferentes afecciones o traumas, o cuando se ha deformado, o ha
desaparecido de manera parcial o total debido a procesos que se asocian con la edad, traumas, o erosion, existen
actualmente técnicas para reconstruirla o reemplazarla.

Aquellas técnicas pueden clasificarse en tres familias generales:

- El uso de implantes y protesis biocompatibles sin relacion con respecto a la composicién original de la ECM vy sin
células vivas.

- El uso de implantes y andamios mecanicos biocompatibles sobre la base de composiciones con relacion limitada con
respecto a la composicion original de la EMC, pero permitiendo que las células vivas proliferen en la EMC mimética.

- Injertos autdlogos sobre la base de la extraccion de ECM saludable y funcional del paciente para reconstruir las
partes danadas.

Aquellas técnicas se usan ampliamente pero todas conllevan sus propias desventajas bien conocidas tales como:
- Los traumas de operacion fuertes y las dificultades para reemplazar protesis sin células vivas.

- La integracion débil e incorporacion de andamios funcionalizados con ECM adyacente.

- La limitacion para encontrar ECM saludable adecuada en injertos autdlogos.

En la descripcion, la composicion permite la reconstruccion de una ECM biocompatible que se constituye de
polihidroxiuretanos y los constituyentes esenciales de la ECM original, las proteinas y los glucosaminoglicanos. Esta
ECM se forma in vitro e in vivo mediante la polimerizaciéon de los grupos funcionales de mondémeros o prepolimeros
de los polihidroxiuretanos que dan soporte a la solubilizacion y la creacion de contactos estrechos o enlaces covalentes
entre proteinas, proteinas parcialmente hidrolizadas o péptidos, quimicamente modificadas o no vy
glucosaminoglicanos, glucosaminoglicanos parcialmente hidrolizados o glucosaminas quimicamente modificados o no
en condiciones biocompatibles.

La composicion segun la invencion se obtiene mediante dos preparaciones, denominadas “preparacion a” y
“preparacién b” en el presente documento.

Preparacién a

Los constituyentes esenciales para su uso previsto en la preparacion a son los glucosaminoglicanos tales como los
condroitin sulfato; el acido hialurénico; los heparan sulfatos; los dermatan sulfatos; los queratan sulfatos; los
agrecanos; sus fracciones hidrolizadas o sus constituyentes de glucosaminas y poliglucosaminas; los constituyentes
anteriores pueden modificarse quimicamente con uno o mas de los monémeros o unidad de prepolimeros del
polihidroxiuretano y las mezclas de aquellas sustancias, denominados en la presente memoria la “mezcla GAG”.

La “mezcla GAG” de la preparacion a se dispersa o disuelve en el medio continuo que contiene un disolvente aceptable
a una concentracion por encima del 1% y, de manera opcional, mondémeros o prepolimeros del polihidroxiuretano no
unidos covalentemente a la “mezcla GAG”, por ejemplo, un policarbonato ciclico con ciclos de 5 a 8 atomos.

Mas particularmente, los policarbonatos ciclicos de moléculas polihidroxiladas que transportan al menos ftres,
funciones hidroxilo, primarias o secundarias, no aromaticas.

Por ejemplo, policarbonatos ciclicos de eritritol, xilitol, arabitol, ribitol, sorbitol, dulcitol, manitol, maltitol, isomaltitol,
lactitol o polioles poliéter y las mezclas de los anteriores asi como también carbonatos ciclicos y policarbonatos de
(1,2-dihidroxietil), o (2,3-dihidroxipropil) éter, éster, cetona, amida, fosfato, sulfato, sulfuro, disulfuro, alcanos,
cicloalcanos, alquenos, cicloalquenos, arilos, y heterociclos que contienen uno o mas atomos de oxigeno, o
heterociclos aromaticos que contienen uno o mas atomos de nitrégeno o azufre.

Los policarbonatos ciclicos no comerciales de la preparacion a se obtienen siguiendo métodos que se describen en la
bibliografia y la técnica anterior, por ejemplo, el método que se describe por Union Carbide Corporation en la patente
3,072,613 de fecha 8 de enero de 1963.

Por ejemplo, el policarbonato ciclico mondémero no comercial de Diglicerol se obtiene mediante calentamiento lento
hasta una temperatura de 130 ° Celsius de una mezcla que contiene Diglicerol, un exceso de carbonato de dietilo y
una cantidad catalitica de carbonato de sodio. El rendimiento es muy alto.

Los prepolimeros de los polihidroxiuretanos con un grado de polimerizaciéon de 3 a 200.000, preferiblemente de 3 a
20.000 se obtienen siguiendo métodos que se describen en la bibliografia y la técnica anterior, por ejemplo, el método
que se describe por Union Carbide Corporation en la patente 3,072,613 de fecha 8 de enero de 1963. El prepolimero
de los polihidroxiuretanos de la preparacion a se formula y prepara mediante formas que aseguran que sus extremos
terminales sean funciones de carbonato ciclico.
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Los glucosaminoglicanos quimicamente modificados con componentes del polihidroxiuretano se obtienen siguiendo
los métodos que se describen en la bibliografia y la técnica anterior. Por ejemplo, un acido hialurénico modificado de
la “mezcla GAG” se obtiene mediante su desacetilacion en medio caustico, continuando con su esterificacion con el
policarbonato ciclico de Diglicerol, continuando con su carbamacién con el mismo policarbonato ciclico u otro después
de ajuste de pH entre 8 y 5. El glucosaminoglicano quimicamente modificado con uno cualquiera de los policarbonatos
que se describen anteriormente puede modificarse ademas con una diamina o poliamina que se describe en la
presente invencion. La reaccién de carbamacion de la cadena lateral del acido hialurénico modificado se lleva a cabo
en la presencia de un disolvente aceptable, tal como, por ejemplo, pero no se limitan a, agua a una temperatura entre
cero y 150 ° Celsius, preferiblemente, entre 15 y 80 ° Celsius. El acido hialurénico quimicamente modificado resultante
puede someterse ademas a carbamacion con un policarbonato ciclico en la condicién que se describe anteriormente.
La carbamacién sucesiva del acido hialurénico modificado puede realizarse ademas para construir una cadena lateral
de polihidroxiuretano en el acido hialurénico modificado de 3 a 25 entidades de monémeros terminadas con carbonatos
ciclicos. El mismo procedimiento puede aplicarse a glucosaminoglicanos parcialmente hidrolizados o glucosaminas
que se describen en la invencion.

De manera adicional, la preparacion a puede contener proteinas, proteinas parcialmente hidrolizadas o péptidos, la
“mezcla de proteinas”, quimicamente modificada con prepolimeros de polihidroxiuretanos o polihidroxiuretanos,
terminados con funciones de carbonatos ciclicos.

La “mezcla de proteinas” quimicamente modificada se obtiene, por ejemplo, al disolver colageno en bis(1,4-
aminopropil) piperazina, continuando con su amidacion con una mezcla de carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida,
continuando con la precipitacion del colageno modificado en TBME (éter metil terbutilico), continuando con la
disolucién y neutralizacion del precipitado himedo en una solucion de etanol anhidro con 4% de acido acético,
continuando con una precipitacion del colageno modificado en acetato de etilo, centrifugacion y secado al vacio. De
manera similar a la modificacion quimica de la “mezcla GAG” que se describe anteriormente, esta “mezcla de
proteinas” quimicamente modificada puede, después de su amidacion, someterse ademas a carbamacién con uno de
los policarbonatos ciclicos que se describen en la presente invencién en la presencia de un disolvente aceptable a
una temperatura entre cero y 150 ° Celsius, preferiblemente, entre 15 y 80 ° Celsius. La proteina quimicamente
modificada resultante puede someterse ademas a carbamacion con una de la diamina o poliamina que se describe en
la presente invencion. La carbamacion sucesiva de la “mezcla de proteinas” puede realizarse ademas para construir
una cadena lateral de polihidroxiuretano de 2 a 26 entidades de mondémeros terminadas mediante funciones de
carbonatos ciclicos en la “mezcla de proteinas”.

La preparacion a contiene los constituyentes de la invencion que transportan carbonatos ciclicos de terminales que no
han reaccionado. La cantidad de funciones de carbonatos ciclicos que no han reaccionado de todos los constituyentes
de la preparacioén a resulta suficiente para polimerizar o unirse covalentemente con respecto a funciones de aminas
primarias o secundarias que no han reaccionado de todos los constituyentes de la preparacion b para obtener las
propiedades convenientes de la composicion que contiene polihidroxiuretanos y glucosaminoglicanos,
glucosaminoglicanos parcialmente hidrolizados y glucosaminas, quimicamente modificados o no y proteinas, proteinas
parcialmente hidrolizadas o péptidos, quimicamente modificadas o no.

Preparaciéon b

Los constituyentes esenciales para el uso previsto en la preparacion b son las proteinas, tales como, los colagenos,
las elastinas, las queratinas, las fibronectinas, las actinas, las miosinas, las lamininas, sus fracciones hidrolizadas o
péptidos; los constituyentes anteriores quimicamente modificados con uno o mas componentes de los
polihidroxiuretanos y las mezclas de aquellas sustancias, denominadas en la presente memoria la “mezcla de
proteinas”.

Las proteinas o péptidos quimicamente modificadas con componentes del polihidroxiuretano se obtienen siguiendo
métodos que se describen en la bibliografia y la técnica anterior. Por ejemplo, un colageno modificado para la “mezcla
de proteinas” se obtiene mediante la disolucion de colageno en bis(1,4-aminopropil)piperazina, continuando con su
amidacion con una mezcla de carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida, continuando con la precipitacion del
colageno modificado en TBME (éter metil terbutilico), continuando con la disolucién y neutralizacion del precipitado
himedo en una solucion de etanol anhidro con 4% de acido acético, continuando con una precipitacion del colageno
modificado en acetato de etilo, centrifugacion y secado al vacio. De manera similar a la modificacién quimica de la
“mezcla GAG” que se describe en la preparacion a, la proteina o péptido quimicamente modificada puede, después
de su amidacion, someterse ademas a carbamaciéon con uno de los policarbonatos ciclicos que se describen en la
presente invencion en la presencia de un disolvente aceptable a una temperatura entre cero y 150 ° Celsius,
preferiblemente, entre 15 y 80 ° Celsius. La proteina quimicamente modificada resultante puede someterse ademas a
carbamacién con una de la diamina que se describe en la presente invencion. La carbamacion sucesiva de la “mezcla
de proteinas” puede procesarse ademas para construir una cadena lateral de polihidroxiuretano de 1 a 25 entidades
de mondmeros terminadas mediante funciones de amina primaria y secundaria en la “mezcla de proteinas”.

La “mezcla de proteinas” se dispersa o disuelve en el medio continuo de la preparaciéon b que contiene un disolvente
aceptable, tal como, por ejemplo, pero no se limita a, agua, a una concentracion por encima del 1% y, de manera
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opcional, monémeros o prepolimeros del polihidroxiuretano no unidos covalentemente a la “mezcla de proteinas”, por
ejemplo, una poliamina primaria o secundaria.

Las poliaminas primarias o secundarias Utiles en la presente invencién son poliaminas primarias o secundarias de
éter, éster, cetona, amida, fosfato, sulfato, sulfuro, disulfuro, alcanos, cicloalcanos, alquenos, cicloalquenos, arilos,
sustituidos o no con funciones hidroxilo; o poliaminas primaria o secundaria y polialquilaminas primarias o secundarias
de heterociclos que contienen uno o mas atomos de oxigeno, nitrégeno o azufre; o polieteraminas simples o que se
mezclan con etilenglicol y propilenglicol; o una mezcla de estos compuestos.

Los prepolimeros de los polihidroxiuretanos con un grado de polimerizacién de 3 a 200.000, preferiblemente, de 3 a
20.000 se obtienen siguiendo métodos que se describen en la bibliografia y la técnica anterior, por ejemplo, el método
que se describe por Union Carbide Corporation en la patente 3,072,613 de fecha 8 de enero de 1963. El prepolimero
de los polihidroxiuretanos de la preparacion b se formula y prepara mediante formas que aseguran que sus extremos
terminales sean funciones de amina primaria o secundaria.

De manera adicional, la preparacion a puede contener glucosaminoglicanos, glucosaminoglicanos parcialmente
hidrolizados o glucosaminas, la “mezcla GAG”, quimicamente modificados con prepolimeros de polihidroxiuretanos o
polihidroxiuretanos, terminados con funciones de amina primaria o secundaria.

De manera adicional, la preparacion a puede contener glucosaminoglicanos, glucosaminoglicanos parcialmente
hidrolizados o glucosaminas, la “mezcla GAG”, quimicamente modificados con monémeros o prepolimeros de
polihidroxiuretanos o polihidroxiuretanos, terminados con funciones de amina primaria o secundaria que se obtienen,
de manera alternativa, mediante amidacion. Por ejemplo, un condroitin sulfato modificado de la “mezcla GAG” se
obtiene mediante amidacién con una diamina o poliamina, tal como, pero no se limita a, 1,3-diamino,2-propanol
catalizado por una carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida a temperatura ambiente. El grado de amidacion se
controla mediante la cantidad de catalizador. Un condroitin sulfato parcialmente o completamente amidado que se
obtiene se purifica mediante lavado sucesivo, precipitacion y resuspension en disolventes polares y menos polares. El
condroitin sulfato parcialmente amidado puede amidarse ademas con prepolimeros de polihidroxiuretanos o
polihidroxiuretanos, terminados con funciones de amina primaria o secundaria. La reaccién se lleva a cabo a
temperatura entre cero y 80 ° Celsius, preferiblemente, 20 y 60 ° Celsius con sistema catalizador de carbodiimida y N-
hidroxisuccinimida. El glucosaminoglicano modificado se aisla mediante lavado sucesivo, precipitacion y resuspension
en disolventes polares y menos polares.

La preparacion b contiene los constituyentes de la invencién que transportan funciones de amina primaria o secundaria
terminales que no han reaccionado de las di y poliaminas. La cantidad de funciones de amina primaria o secundaria
que no han reaccionado de las di y poliaminas de todos los constituyentes de la preparacion b resulta suficiente para
polimerizar o unirse covalentemente con respecto a funciones de carbonato ciclico que no han reaccionado de todos
los constituyentes de la preparacion a para obtener las funciones convenientes de la composicion que contiene
polihidroxiuretanos y glucosaminoglicanos, glucosaminoglicanos parcialmente hidrolizados o glucosaminas,
quimicamente modificados o no y proteinas, proteinas parcialmente hidrolizadas o péptidos, quimicamente
modificadas o no.

Composicion de preparaciones ay b

La mezcla de las preparaciones a y b permite la creacién de una composicion homogénea que contiene los
constituyentes de la presente invencion, denominados la “mezcla GAG”, la “mezcla de proteinas” en combinacién con
polihidroxiuretanos o unidos covalentemente con polihidroxiuretanos.

Las proporciones Uutiles de las preparaciones a y b para la composicion mezclada se relacionan con la aplicacion final
conveniente. La proporcion molar de carbonatos ciclicos con respecto a funciones de amina se configura entre 0,02 y
50. En el ejemplo de la sustitucion o reconstruccion de la ECM, aquellas proporciones se calculan de manera tal que
el numero de funciones de carbonato ciclico que surgen de la preparacion a o b resultan equivalentes o ligeramente
mayores que el nimero de funciones de amina primaria y secundaria que surgen de la preparacién b o a.

Las funciones de carbonato ciclico de la preparacién a o b reaccionan con las funciones de amina primaria o
secundaria de la preparacion b o a mediante polimerizaciéon o uniones covalentes para formar diversos
polihidroxiuretanos. Durante esta mezcla de las dos preparaciones, la temperatura puede aumentar a temperatura
entre 15y 150 ° Celsius dependiendo de los constituyentes de fase a y b, su concentracion y el tipo de tecnologia de
mezclado que se elige de las tecnologias conocidas. La polimerizacidon o enlaces covalentes para formar diversos
polihidroxiuretanos puede controlarse de manera adicional mediante catalizadores tales como, pero no se limitan a,
cinc, magnesio, bismuto, sales de aluminio o compuestos covalentes o fuentes fotonicas de luz infrarroja para controlar
la velocidad de polimerizacion y formacion de enlaces covalentes.

La composicidon que se obtiene que comprende polihidroxiuretanos, glucosaminoglicanos y proteinas resulta, por
ejemplo, util para la preparacion de microgel o microparticulas para administrar sustancias farmacéuticas activas o
para brindar apoyo a células vivas, o para el tratamiento de superficies en contacto con materiales vivos, o para el
tratamiento de superficies para proporcionarles afinidades especificas con respecto a polisacaridos, proteinas,
proteinas parcialmente hidrolizadas y péptidos, o con respecto a proteinas quimicamente modificadas y proteinas
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parcialmente hidrolizadas y péptidos para proporcionarles propiedades fisicas, biolégicas, farmacolégicas o
medicinales nuevas o para la reconstruccion y la sustitucién de matriz extracelular in vitro o in vivo.

La composicién innovadora que se obtiene mediante la mezcla de las preparaciones a y b puede complementarse
mediante solucion fisioldgica, células y sus reguladores de factor de crecimiento, minerales, particularmente, sales de
fosfato y cualquier otro componente que se presenta normalmente en el ambiente de la EMC o para el propdsito de la
aplicacion.

Esta composicion innovadora resulta, por ejemplo, util para la sustitucion y la reconstruccion de matriz extracelular
conectiva, epitelial, nerviosa, muscular, ésea, cartilaginosa, o dérmica, animal o humana.

Esta composicion innovadora resulta ademas util para recubrir las superficies de materiales foraneos que se implantan
en organismos vivos durante periodos permanentes o transitorios.

Descripcion detallada de la invencién
La invencion se comprendera mejor en el presente capitulo, con algunos ejemplos y las siguientes figuras:

La Figura 1 muestra las propiedades reoldgicas viscoelasticas de una composicion segun un primer ejemplo de la
invencion.

La Figura 2 muestra las propiedades reoldgicas viscoelasticas de una composicion segun un segundo ejemplo de la
invencion.

La Figura 3 muestra las propiedades reoldgicas viscoelasticas de una composicién segun un tercer ejemplo de la
invencion.

Ejemplo 1
Preparacién a

En un reactor equipado con un agitador mecanico se agregan 20 partes de Triglicerol (Poliglicerol-3; Solvay), 50 partes
de carbonato de dietilo y 0,5 partes de carbonato de sodio finamente triturados.

La mezcla en agitacion se calienta durante un periodo de una hora a 90 ° Celsius, hasta que la mezcla aparece
homogénea. Es entonces cuando se calienta lentamente hasta 130 ° Celsius en una a dos horas y se mantiene luego
a la temperatura durante una a dos horas mas. El alcohol etilico que se forma durante la reaccién se elimina mediante
destilacion. Después de tres horas, la mezcla se coloca al vacio de aproximadamente 15 mbar para retirar residuos
de alcohol etilico y carbonato de dietilo.

La mezcla de filtra en caliente para retirar el catalizador y se agregan 1,5 partes de sal de sodio de condroitin-4-sulfato
(Sigma-Aldrich).

Preparaciéon b

Se agregan 1,5 partes de colageno tipo Il hidrolizado quimicamente de origen porcino (Meitek Technology Qingdao
Co. Ltd) a 20 partes de 1,3-diamino-2-propanol. La preparacion b se mantiene en agitacion a temperatura ambiente
para obtener un liquido homogéneo viscoso.

Composicion de las preparaciones ay b

20 partes de la preparacion a se precalientan a aproximadamente 50 ° Celsius. 6,5 partes de preparacion b se agregan
y se mezclan con un equipo de mezclador de alta cizalla convencional. La temperatura de la composicion aumenta
rapidamente a 80 ° Celsius. La composicion se enfria a alrededor de 45 ° Celsius y 4,8 partes de una solucién de acido
hialurénico al 5% (Sigma-Aldrich) en un regulador de PBS se agrega y se mezcla con el mismo equipo como se
menciona anteriormente.

La composicion que se obtiene resulta util como un sustituto de matriz extracelular, y muestra propiedades reolégicas
viscoelasticas como se muestra en la figura 1.

Ejemplo 2
Preparacion a

En un reactor equipado con un agitador mecanico se agregan 20 partes de Triglicerol (Poliglicerol-3; Solvay), 12 partes
de sorbitol (Sigma-Aldrich), 100 partes de carbonato de dietilo y 1 parte de carbonato de sodio finamente triturados.

La mezcla en agitacion se calienta durante un periodo de una hora a 115 ° Celsius, hasta que la mezcla aparece
homogénea. Es entonces cuando se calienta lentamente hasta 130 ° Celsius en aproximadamente una hora y se
mantiene luego a la temperatura durante una a dos horas mas. El alcohol etilico que se forma durante la reaccién se
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elimina mediante destilacion. Después de tres horas, la mezcla se coloca al vacio de aproximadamente 15 mbar para
retirar residuos de alcohol etilico y carbonato de dietilo.

La mezcla de filtra en caliente para retirar el catalizador y se agregan 3,2 partes de sal de sodio de condroitin-4-sulfato
(Sigma-Aldrich).

Preparaciéon b

Se disuelven 0,7 parte de colageno tipo | insoluble de tendén de Aquiles de ternera (Sigma-Aldrich) en 7 partes de
1,3-diamino-2-propanol, 4,9 partes de 3,6-dioxaoctametilendiamina (JEFFAMIN EDR 148, Huntsman), y 2,1 partes de
hexametilendiamina. Se agregan 2,1 partes de colageno tipo Il quimicamente hidrolizado de origen porcino (Meitek
Technology Qingdao Co. Ltd) en la mezcla precalentada a aproximadamente 40 ° Celsius para obtener la preparacion
b.

Composicion de las preparaciones ay b

20 partes de la preparacion a se precalientan a aproximadamente 50 ° Celsius. 15,8 partes de la preparacién b se
agregan y se mezclan con un equipo de mezclador de alta cizalla convencional. La temperatura de la composicion
aumenta rapidamente por encima de 80 ° Celsius.

La composicidon que se obtiene resulta Util, por ejemplo, para recubrir superficies de materiales foraneos que se
implantan en organismos vivos durante periodos permanentes o transitorios. La composicién 2 muestra propiedades
reoldgicas viscoelasticas como se muestra en la figura 2.

Ejemplo 3
Preparacién a

En un reactor equipado con un agitador mecanico se agregan 23,3 partes de Triglicerol (Poliglicerol-3; Solvay), 6,7
partes de Diglicerol (TCI Europe N.V), 75 partes de carbonato de dietilo y 1,5 partes de carbonato de sodio finamente
triturados. La mezcla en agitacion se calienta durante un periodo de una hora a 90 ° Celsius, hasta que la mezcla
aparece homogénea. Es entonces cuando se calienta lentamente hasta 130 ° Celsius en aproximadamente una hora
y se mantiene luego a la temperatura durante una a dos horas mas. El alcohol etilico que se forma durante la reaccion
se elimina mediante destilacion. Después de tres horas, la mezcla se coloca al vacio de aproximadamente 15 mbar
para retirar residuos de alcohol etilico y carbonato de dietilo. La mezcla de filtra en caliente para retirar el catalizador
y se agregan 2 partes de sal de sodio de condroitin-4-sulfato (Sigma-Aldrich).

Preparaciéon b

Se disuelven 1 parte de colageno tipo | insoluble de tendon de Aquiles de ternera (Sigma-Aldrich) en 10 partes de 1,3-
diamino-2-propanol. Se agrega 1 parte de colageno tipo Il quimicamente hidrolizado de origen porcino (Meitek
Technology Qingdao Co. Ltd) en la mezcla precalentada a aproximadamente 50 ° Celsius para obtener la preparacion
b.

Composicion de las preparaciones ay b

15 partes de preparacion a se precalientan a aproximadamente 50 ° Celsius. 7,25 partes de preparacion b se agregan
y se mezclan con un equipo de mezclador de alta cizalla convencional. La temperatura de la composicién aumenta
rapidamente por encima de 80 ° Celsius. La composicidon que se obtiene resulta util, por ejemplo, como sustituto de
matriz extracelular, o para recubrir superficies de materiales foraneos que se implantan en organismos vivos durante
periodos permanentes o transitorios. La composicién 3 muestra propiedades reoldgicas viscoelasticas como se
muestra en la figura 3.

Ejemplo 4
Preparacién a

En agua con NaOH 0,25 M se introduce 5% en peso de acido hialurénico (Sigma-Aldrich), el producto se desacetila a
temperatura ambiente durante 12 h. Se agrega dicarbonato de diglicerol que se prepara como se describe
anteriormente en solucién de acetona al 50% con respecto a la mezcla. La cantidad que se agrega se calcula como la
cantidad de acido carboxilico libre del acido hialurénico. Después de 1 a 12 horas a una temperatura entre 20 °y 75 °
Celsius, el medio de reaccioén se neutraliza con HCI 1 M acuoso lo que conduce al escape de CO». Se agrega a la
composicion la misma cantidad de dicarbonato de diglicerol en acetona al 50% como anteriormente a una temperatura
entre 20 °y 75 ° Celsius. La mezcla se agita durante 10 minutos a 10 horas y se concentra al vacio para proporcionar
un glucosaminoglicano quimicamente modificado.

Preparaciéon b
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En acetato de etilo se agrega 5% en peso de 1,4-bis(3-aminopropil)piperazina y 6% en peso de dicarbonato de
diglicerol ciclico. El medio de reaccion se calienta a entre 50 y el punto de ebulliciéon durante 2 a 15 horas para producir
el polihidroxiuretano correspondiente terminado mediante funciones de amina. El acetato de etilo se retira mediante
destilacion al vacio y el polihidroxiuretano se redisuelve en un disolvente aceptable tal como, por ejemplo, pero sin
limitarse a, agua. Se agrega 1% de colageno tipo Il quimicamente hidrolizado de origen porcino (Meitek Technology
Qingdao Co. Ltd) al prepolimero de polihidroxiuretano.

Mezcladeayb

Las preparaciones a y b se mezclan en proporciones para asegurar que las funciones de carbonato ciclico sean
equivalentes a o ligeramente por encima de las funciones de amina. La composicion resultante es un producto
transparente solido.

Ejemplo 5
Preparacion b

Se agregan a 400 ml de 1,4-bis(3-aminopropil)piperazina 10 g de colageno tipo Il quimicamente hidrolizado de origen
porcino (Meitek Technology Qinqdao Co. Ltd). La mezcla se agita a temperatura ambiente hasta disolucion. Se
agregan, ademas, 17,5 g de N-hidroxisuccinimida y 26,75 g de carbodiimida (EDC) en pequefia porcion y se agita
durante 12 horas a temperatura ambiente para amidar la proteina.

La proteina amidada se precipita de la mezcla de reaccion con dos veces el volumen de éter metil terbutilico (TBME).

El precipitado himedo de 90 ml de la fase de TBME se neutraliza con seis veces el volumen de EtOH anhidro/acido
aceético al 4%. El colageno amidado re-disuelto en solucion organica neutralizada se precipita con 2,5 veces el volumen
de acetato de etilo, se centrifuga y se seca al vacio.

Mezcla de preparacion a de ejemplo 4 y preparacion b

La preparacion a de ejemplo 4 y b se mezclan an proporciones para asegurar que las funciones de carbonato ciclico
sean equivalentes a o ligeramente por encima de las funciones de amina. La composicion resultante es un producto
transparente viscoelastico.

Ejemplo 6
Preparacion b

Se toman 10 partes de preparacion b de ejemplo 5 (la “mezcla de proteinas”) que es una proteina modificada, 5 partes
de preparacion b de ejemplo 4 que es un prepolimero de polihidroxiuretano terminado con funciones de amina y
colageno con y 35 partes de preparacion b de ejemplo 3. Esta premezcla es la composiciéon que contiene las funciones
de amina.

Preparacion a

A 20 partes de la preparacion a de ejemplo 4 (la “mezcla GAG”) que es un glucosaminoglicano modificado, se agregan
y disuelven a una temperatura entre 45 y 65 ° Celsius, 15 partes de bis-(carbonato ciclico) de Triglicerol que se prepara
como se describe en el ejemplo 1. Esto proporciona una composicion con las funciones de carbonato ciclico.

Mezcladeayb

Aquellas dos premezclas se mezclan para dar una composicion que contiene polihidroxiuretano, glucosaminoglicanos
modificados, proteinas y proteinas modificadas, que dan como resultado una espuma blanca semisoélida elastica.

Ejemplo 7

Preparacién a

Preparacion a de ejemplo 4
Preparaciéon b

Se disuelven 0,7 partes de colageno tipo | insoluble de tendén de Aquiles de ternera (Sigma-Aldrich) en 7 partes de
1,3-diamino-2-propanol, 4,9 partes de 3,6-dioxaoctametilendiamina (JEFFAMIN EDR 148, Huntsman), y 2,1 partes de
hexametilendiamina. Se agregan 2,1 partes de colageno tipo Il quimicamente hidrolizado de origen porcino (Meitek
Technology Qingdao Co. Ltd) a la mezcla precalentada a aproximadamente 40 ° Celsius para obtener la preparacion
b.
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Se agregan a 10 partes de esta preparacion b de colageno en mondmero de polihidroxiuretanos, 5 partes de
prepolimero de polihidroxiuretanos terminadas con funciones de amina como se preparan en la preparacion b del
ejemplo 4.

Mezcladeayb

A aquellas 15 partes de preparacion b que contienen las funciones de amina, se agregan y mezclan 20 partes de
preparacion a de ejemplo 4 para dar un hidrogel transparente a 37 ° Celsius con polihidroxiuretanos,
glucosaminoglicanos quimicamente modificados y proteinas.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion que comprende un primer, segundo y tercer constituyentes, en la que

- dicho primer constituyente es un glucosaminoglicano, un glucosaminoglicano parcialmente hidrolizado, una
glucosamina, quimicamente modificado o no, o una mezcla de diferentes glucosaminoglicanos, glucosaminoglicanos
parcialmente hidrolizados, glucosaminas, quimicamente modificados o no;

- dicho segundo constituyente es una proteina, un péptido o una mezcla de diferentes proteinas o péptidos;

- dicho tercer constituyente es un polihidroxiuretano (PHU) que se obtiene mediante el acoplamiento covalente de bis
o policarbonatos ciclicos (CC) y moléculas de di o poliaminas (PA).

2. La composicion de la reivindicacion 1, en donde dicha proteina es un colageno, elastina, queratina, fibronectina,
actina, miosina, laminina, o péptido o una mezcla de aquellas proteinas o péptidos, hidrolizadas, quimicamente
modificadas, fibriladas o no.

3. La composicion de la reivindicaciéon 1 o 2 que se obtiene mediante la polimerizacién o formacion de enlace covalente
entre los constituyentes de dos preparaciones a 'y b, en la que:

- la preparacion a tiene al menos 1% de glucosaminoglicanos, glucosaminoglicanos parcialmente hidrolizados,
glucosaminas, o glucosaminoglicanos quimicamente modificados, glucosaminoglicanos hidrolizados, glucosaminas
con policarbonatos ciclicos o con prepolimero de polihidroxiuretano terminado en funciones de carbonatos ciclicos
(PRE-CC) o una mezcla de aquellos constituyentes diferentes en una mezcla que contiene disolventes aceptables y,
de manera opcional, monémeros de CC de PHU o PRE-CC o una mezcla de PRE-CC y CC para asegurar que la
preparacion a contiene funciones de carbonato ciclico, y

- la preparacion b tiene al menos 1% de colagenos, elastinas, queratinas, fibronectinas, actinas, miosinas, lamininas,
péptidos, hidrolizadas, fibriladas o no, o colagenos, elastinas, queratinas, fibronectinas, actinas, miosinas, lamininas,
péptidos, quimicamente modificadas, hidrolizadas, fibriladas o no con PA o con prepolimero de polihidroxiuretano
terminado mediante funciones de amina (PRE-PA) o una mezcla de aquellos constituyentes en una mezcla que
contiene disolventes aceptables y, de manera opcional, monémeros de PA de PHU o PRE-PA o una mezcla de PRE-
PA y PA para asegurar que la preparacion b contiene funciones de amina de poliaminas.

4. La composicién de la reivindicacién 1 o 2 que se obtiene mediante la polimerizacion o formacién de enlace covalente
entre los constituyentes de dos preparaciones a 'y b, en la que,

- La preparacion a tiene al menos 1% de glucosaminoglicanos, glucosaminoglicanos hidrolizados, glucosaminas, o
glucosaminoglicanos quimicamente modificados, glucosaminoglicanos hidrolizados, glucosaminas con CC o con PRE-
CC o una mezcla de aquellos constituyentes diferentes y colagenos, elastinas, queratinas, fibronectinas, actinas,
miosinas, lamininas, péptidos quimicamente modificadas, o una mezcla de aquellos constituyentes hidrolizados,
fibrilados o no terminados mediante funciones de CC en una mezcla que contiene disolventes aceptables y, de manera
opcional, mondémeros de CC de PHU o un PRE-CC o una mezcla de PRE-CC y CC para asegurar que la preparacion
a contiene funciones de CC, y

- la preparacion b contiene monémeros de PA PHU o PRE-PA o una mezcla de PRE-PA y PA, de manera opcional,
en disolventes aceptables para asegurar que la preparacion b contiene funciones de amina de poliaminas,

5. La composicion de la reivindicaciéon 1 o 2 que se obtiene mediante la polimerizacién o formacion de enlace covalente
entre los constituyentes de dos preparaciones a 'y b, en la que,

- la preparacion a contiene monémeros de CC de PHU o PRE-CC de PHU o una mezcla de PRE-CC y CC, de manera
opcional, en disolventes aceptables para asegurar que la preparacion a contiene funciones de CC y,

- la preparacion b contiene glucosaminoglicanos quimicamente modificados, glucosaminoglicanos hidrolizados,
glucosaminas, o una mezcla de aquellos constituyentes, terminados mediante funciones de amina y al menos el 1%
de colagenos, elastinas, queratinas, fibronectinas, actinas, miosinas, lamininas, péptidos, hidrolizadas, fibriladas o no,
o colagenos, elastinas, queratinas, fibronectinas, actinas, miosinas, lamininas, péptidos, quimicamente modificadas,
hidrolizadas, fibriladas o no con PA o con PRE-PA o una mezcla de aquellos constituyentes en una mezcla que
contiene disolventes aceptables y, de manera opcional, monémeros de PA PHU o PRE-PA o una mezcla de PRE-PA
y PA para asegurar que la preparacion b contiene funciones de amina de PA.

6. La composiciéon de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en la que los monémeros de CC son policarbonatos
ciclicos de ciclos de 5 a 8 atomos que se obtienen de moléculas polihidroxiladas que contienen al menos tres,
funciones hidroxilo, primarias o secundarias, no aromaticas, y los monémeros de PA son PA primarias o secundarias.

7. La composicion de la reivindicacion 5, en la que la PRE-CC es PHU de 1 a 200.000, preferiblemente, 1 a 20.000,
monoémeros de CC y PA, terminados mediante mondmeros de CC, y el PRE-PA es un PHU de 1 a 200.000,
preferiblemente 1 a 20.000, mondmeros de CC y PA, terminados mediante mondmeros de PA.
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8. La composicion de la reivindicacion 1, 3 o 4 en la que la modificacion quimica de los glucosaminoglicanos, los
glucosaminoglicanos hidrolizados, las glucosaminas de glucosaminoglicanos, o la mezcla de los diferentes
glucosaminoglicanos, glucosaminoglicanos hidrolizados, glucosaminas de glucosaminoglicanos es una esterificacion,
o una desacetilacion que continia con una esterificacion y una carbamacion, o una desacetilacion que contintia con
una carbamacion con CC o PRE-CC.

9. La composicion de la reivindicacion 1 o 5, en la que el primer constituyente se modifica quimicamente a través de
una amidacion con el monémero de PA o PRE-PA o una combinacion de ambos.

10. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3-4 u 8 en la que el primer constituyente se modifica
quimicamente y se somete a carbamacion con el monémero de PA o PRE-PA.

11. La composiciéon de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3-5 u 8-10 en la que la se somete ademas a
carbamacion de manera sucesiva con CC y PA para obtener PHU terminado mediante CC o PA que se injerta
quimicamente en glucosaminoglicanos, glucosaminoglicanos hidrolizados, glucosaminas de glucosaminoglicanos, o
la mezcla de los diferentes glucosaminoglicanos, glucosaminoglicanos hidrolizados, glucosaminas de
glucosaminoglicanos.

12. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3 a 8 o 10-11 en la que los monémeros de CC son
policarbonatos ciclicos de eritritol, xilitol, arabitol, ribitol, sorbitol, dulcitol, manitol, maltitol, isomaltitol, lactitol o polioles
poliéter y sus mezclas.

13. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3 a 8 0 10-11, en la que en la que los monémeros de
CC son policarbonatos ciclicos de (1,2-dihidroxietil), o (2,3-dihidroxipropil) éter, éster, cetona, amida, fosfato, sulfato,
sulfuro, disulfuro, alcanos, cicloalcanos, alquenos, cicloalquenos, arilos, y heterociclos que contienen uno o mas
atomos de oxigeno, o heterociclos aromaticos que contienen uno o mas atomos de nitrégeno o azufre.

14. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3a 8 o 10 a 11, en la que en la que los monémeros
de policarbonatos ciclicos (CC) son una mezcla de policarbonatos ciclicos de las reivindicaciones 12y 13.

15. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en la que el constituyente (A) es un
glucosaminoglicano, un glucosaminoglicano hidrolizado, una glucosamina de glucosaminoglicano, quimicamente
modificado o no, o una mezcla de diferentes glucosaminoglicanos, glucosaminoglicanos hidrolizados, glucosaminas
de glucosaminoglicanos quimicamente modificados o no que se toman de la lista de las siguientes sustancias:

- Condroitin sulfatos;
- Acido hialurénico;

- Heparan sulfatos;

- Dermatan sulfatos;
- Queratan sulfatos;

- Agrecanos;

16. La composiciéon de una cualquiera de las reivindicaciones 2 o 3 a 5 en la que las modificaciones quimicas de
colagenos, elastinas, queratinas, fibronectinas, actinas, miosinas, lamininas, péptidos, o una mezcla de aquellas
proteinas o péptidos, hidrolizadas, fibriladas o no, constituyen amidaciones con PA o PRE-PA o una mezcla de PA'y
PRE-PA o amidacion sucesiva con PA y PRE-PA.

17. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 2, 3-5 0 16 en la que los colagenos, elastinas, queratinas,
fibronectinas, actinas, miosinas, lamininas, péptidos, quimicamente modificadas o una mezcla de aquellas proteinas
o péptidos, hidrolizadas, fibriladas o no, se someten a carbamacion con el monémero de CC o Prepolimero PRE-CC.

18. La composicidon de una cualquiera de las reivindicaciones 2, 3-5, 16 o 17, en la que se somete ademas a
carbamacion de manera sucesiva con PA y CC para obtener PHU terminado mediante PA o CC que se injerta
quimicamente en colagenos, elastinas, queratinas, fibronectinas, actinas, miosinas, lamininas, péptidos o una mezcla
de aquellas proteinas o péptidos, hidrolizadas, fibriladas o no.

19. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 o0 16 a 18, en la que los monémeros de PA
primaria y secundaria son poliaminas primarias o secundarias de éter, éster, cetona, amida, fosfato, sulfato, sulfuro,
disulfuro, alcanos, cicloalcanos, alquenos, cicloalquenos, arilos, sustituidos o no con funciones hidroxilo; o poliaminas
primarias o secundarias y polialquilaminas primarias o secundarias de heterociclos que contienen uno o mas atomos
de oxigeno, nitrdgeno o azufre, sustituidos o no con funciones hidroxilo; o polieteraminas simples o que se mezclan
con etilenglicol y propilenglicol; o una mezcla de aquellos compuestos.
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20. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1y 3 a 5 en la que proporcién del niumero de funciones
de carbonato ciclico no polimerizado o unido covalentemente de monémeros de CC, PRE-CC y constituyentes
primarios y secundarios quimicamente modificados, y el niumero de funciones de amina primaria y secundaria no
polimerizada o unida covalentemente de mondémeros de PA, el PRE-PA y los constituyentes primarios y secundarios
quimicamente modificados es entre 50 y 0,02.

21. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, en la que un catalizador o una mezcla de
catalizadores que se toman de la forma i6énica o covalente de Li, Na, K, Mg, Zn, B y Al o una fuente foténica de luz
infrarroja se usa para controlar la polimerizacién o formacién de uniones covalentes entre carbonatos ciclicos y
funciones de aminas primarias o secundarias.

22. Una composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3 a 14, o 16 a 21 para la sustitucién o la
reconstruccion de matriz extracelular conectiva, epitelial, nerviosa, muscular, dsea, cartilaginosa, o dérmica, animal o
humana para la que la proporcion del nimero de funciones de carbonato ciclico no polimerizado, o unido
covalentemente de monémeros de CC, PRE-CC y constituyentes primarios y secundarios quimicamente modificados,
y el nimero de funciones de amina primaria y secundaria no polimerizada, o unida covalentemente de monémeros de
PA, el PRE-PA y los constituyentes primarios y secundarios quimicamente modificados es entre 2y 0,5.

23. Una composicidon de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21 para recubrimiento de las superficies de
materiales foraneos en organismos vivos durante periodos permanentes o transitorios.

24. Una composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21 como transportador, modificador o protector de
células vivas, sustancias y materiales bioldgicos y farmacolégicos.
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