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DESCRIPCION
Derivados insaturados de polisacaridos, método de preparacion y uso de los mismos
Campo de la invencion

La invencién se refiere a derivados de polisacaridos que comprenden, en su estructura, un heterociclo que tiene un
doble enlace en las posiciones 4 y 5 segun la formula estructural X,

OH
0
polisacérido - o R \polisacérido

donde R representa -NH-CO-CHs o -OH.

Ademas, la invencion se refiere a la preparacion de los derivados de la formula X a partir de un polisacarido de partida
que comprende el fragmento estructural Y, donde la modificacion en si misma puede simplificarse en el siguiente
esquema:

OH
R1O OH
polisacarido =~ 0 N O~ polisacarido —_— polisacarido =~ = ~~polisacérido
Y X

donde R representa -NH-CO-CHs o -OH, y R' representa -SO2-ONa, -SO2-OH o -H, mientras que la configuracion
absoluta en el carbono 4 puede ser Ro S.

Ademas, la invencion se refiere al uso de estos derivados insaturados que, en contraste con los polisacaridos nativos,
muestran propiedades antioxidantes mejoradas, y algunos de ellos inhiben selectivamente la proliferacién de células
cancerosas.

Antecedentes de la invencion

Polisacaridos de formula general. Y

Los polisacaridos tienen una amplia gama de funciones en los organismos, como la construccién, el almacenamiento

o la funcién reguladora. Los polisacaridos de la férmula general Y También pertenecen a los polimeros que ocurren
naturalmente en los organismos.

1 OH

RO
o
polisacérido/o O”\polisacélrido
R

Y

donde R representa CHs-CO-NH- u -OH, y R' representa -SO2-ONa, -SO2-OH o -H. Esto comprende, por ejemplo,
sulfato de condroitina, sulfato de dermatan, carragenano, sulfato de queratan o acido hialurénico.

Sulfato de condroitina es un glicosaminoglicano lineal, sulfatado y cargado negativamente compuesto de unidades
monomeéricas repetitivas de N-acetil-D-galactosamina y acido D-glucurdnico, unidos entre si por enlaces O-
glucosidicos B(1—3) y B(1—4) (véase mas abajo la formula estructural del sulfato de condroitina),
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2 OR

R'00C R

0 (0] 0]

HO 0 n

2
OR NHAc
donde
R'es -H o -Na,

R2 es -H, -SO2-ONa o -SO2-OH.

Sulfato de condroitina se deriva de los tejidos conectivos animales donde se une a las proteinas y, por lo tanto, forma
parte de los proteoglicanos. La sulfatacion de la condroitina se realiza por medio de sulfotransferasas en varias
posiciones y por varios tipos. El patrdn Unico de sulfatacion en posiciones particulares en la cadena polimérica codifica
la actividad biol6gica especifica del sulfato de condroitina. El sulfato de condroitina es un importante bloque estructural
del cartilago en las articulaciones, proporcionandoles resistencia a la compresion y renovando el equilibrio de la
composicion del fluido lubricante de las articulaciones (Baeurle S. A. a kol. Polimero 50, 1805, 2009).

Sulfato de dermatan es un glicosaminoglicano lineal, sulfatado y cargado negativamente compuesto de unidades
monomeéricas repetitivas de N-acetil-D-galactosamina y acido L-idurénico, unidos entre si por enlaces O-glucosidicos
B(1—3) y B(1—4) (véase mas abajo la férmula estructural del dermatan sulfato),

O
HO

R OOC NHAc

donde
R'es-H o -Na,
R2 es -H, -SO2-OH o0 -SO2-ONa.

El sulfato de dermatan difiere del sulfato de condroitina por la presencia de acido L-idurénico, que es el epimero C-5
del acido D-glucurdnico. La configuracién inversa del acido idurénico confiere una mayor flexibilidad a las cadenas de
sulfato de dermatan y garantiza su interaccion especifica de glicosaminoglicanos y proteinas en el area circundante.
Estas interacciones contribuyen a la regulacién de varios procesos celulares, como la migracion, la proliferacion, la
diferenciacion o la angiogénesis. La conversién de sulfato de condroitina en sulfato de dermatan se garantiza mediante
tres enzimas, denominadas, dermatan sulfato epimerasa 1 (DS-epi1), dermatan sulfato epimerasa 2 (DS-epi2) y el
dermatan 4-O-sulfotransferasa (D4ST1) (Thelin M. y col. FEBS Journal 280, 2431, 2013).

Sulfato de Keratan pertenece al grupo de polisacaridos sulfatados lineales que comprenden D-galactosa, N-
acetilglucosamina y galactosa-6-sulfato unidos con enlaces B (1 — 3) y B (1 — 4), que tienen la estructura y enlaces
similares al sulfato de condroitina. Se puede encontrar en la cornea, los cartilagos, los huesos y el tejido conectivo
(véase mas abajo la formula estructural del sulfato de queratan),

NHAc

donde R2 es -H, -S02-OH 0 -SO2-ONa.

Los carragenanos pertenecen al grupo de los polisacaridos sulfatados lineales que se obtienen mediante la extraccion
de algas del mar rojo. La galactosa y su derivado 3,6-anhidro son sus unidades estructurales basicas, unidas entre si
por enlaces O-glucosidicos 3(1—3) y B(1—4) . Existen tres grupos principales de carragenanos que difieren en el
grado de sulfatacién y solubilidad en agua. Kappa-carragenano tiene un grupo sulfato en dimero y forma geles rigidos
en ambiente acuoso. El lota-carragenano contiene dos sulfatos y forma geles blandos, mientras que el lambda-
carragenano que tiene tres sulfatos no presenta propiedades gelificantes.

Acido hilaurénico es un glicosaminoglicano no sulfatado compuesto por dos unidades repetitivas de &cido D-
glucurénico y N-acetil-D-glucosamina.
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1 OH
R 00OC
\[o 0 Ho 0
HO (0] n
OH NHAc
donde

R'es Ho Na

El peso molecular del 4cido hialurénico nativo esta en el intervalo de 5.10* a 5.10% g.mol"'. Este polisacarido muy
hidrofilico es parte de los tejidos conectivos, la piel, el liquido sinovial de las articulaciones; desempefia un papel
importante en muchos procesos bioldgicos, como la organizacién de los proteoglicanos, la hidratacion y diferenciacion
celular. Como este polimero se produce naturalmente en el cuerpo y, por lo tanto, es biodegradable, es Gtil como un
sustrato en el campo de la ingenieria de tejidos 0 como portador de sustancias biol6gicamente activas.

Polisacaridos que contienen enlaces multiples

Los polisacaridos que tienen un enlace multiple -C=C- que forma parte del ciclo de sacarido y no esta situado al final
de la cadena, son muy raros. Como ejemplo de polisacaridos comunes, se describen derivados de celulosa 5,6-
insaturados, conocidos como celulosos (Vigo T. L. et al. Polymers for Advanced Technologies, 10, 6, 311-320, 1999)
o sus analogos 2,3-insaturados. El método de la preparacién de derivados 5,6-insaturados se basa en la reaccion de
eliminacion del grupo saliente en la posicion 6 y el hidrégeno en la posicién 5 bajo condiciones basicas para producir
enol éter (el enlace mdltiple -C=C- se conjuga con oxigeno heterociclico). La preparacion de derivados 2,3-insaturados
de celulosa, amilosa o xilano (D. Horton y col. Carbohydrate Research, 40, 2, 345-352, 1975) requiere, ademas de la
presencia de grupos salientes, un agente reductor, normalmente zinc, para producir un alqueno estandar (sin la
conjugacioén de enlaces multiples y oxigeno).

Utilizacion de polisacaridos que contienen enlaces multiples.

Las aplicaciones estan dirigidas principalmente a la modificacion del enlace multiple -C = C- que no es una parte
directa del ciclo del sacéarido. Estos métodos se basan en unir una nueva sustancia al esqueleto del polimero, donde
la estructura se cambia de manera importante, es decir, se pierde el caracter nativo del polisacarido. En tales casos,
el enlace multiple se usa normalmente en la polimerizacion (Bellini D. WO96/37519), adicion (Khetan S. et al. Soft
Matter, 5, 1601-1606, 2009) o reacciones de cicloadicién (Nimmo Ch. M.y col. Biomacromolecules, 12, 824-830, 2011;
Bobula, T. y col. Carbohydrate. Polymers, 125, 153-160, 2015) Estos métodos pueden conducir a la reticulacion
efectiva de polisacaridos (Collins M. N. y col. Carbohydrate Polymers, 92, 1262-1279, 2013; Hacker M. C. y col., Inter.
J. ofMol. Sc., 16, 27677-706, 2015), y la unién selectiva de sustancias activas al polimero (Mero A. y col. Polymers, 6,
346-369, 2014) El enlace mdltiple del grupo metacrilato también se usa muy cominmente para realizar una reaccién
de polimerizacién (Granstrom M. a kol. EP2899214).

Solo hay unos pocos métodos para introducir el enlace multiple -C=C- directamente en el ciclo de sacéarido en una
cadena de polimero. Uno de ellos es una escision enzimatica de polimeros por liasa, donde el doble enlace se forma
en el extremo no reductor del polimero (Kelly S. J. a kol. Glycobiology, 11, 4, 294-304, 2001), que es, en este caso,
acido hialurénico (ver el esquema a continuacion).

OH NaOOC

NaOOC
o] O Ilasa NaOOC
o HOo / o Ho- /y&gg
OH NHAC NHAC

Significa que la aparicion de esta modificacion depende en gran medida del peso molecular; por ejemplo, para el peso
molecular de 4.10* g.mol"! solo se modifica uno de los cien disacaridos, si el peso molecular es 4.105 g.mol', se
modifica uno de los mil disacaridos. Por lo tanto, es obvio que, a excepcién de los oligdmeros de polisacaridos, este
tipo de modificacion es menor y en realidad no hay diferencia entre el polimero de alto peso molecular inicial y el
resultante.

El segundo método permite incorporar el doble enlace en la estructura del polisacérido en las posiciones 4y 5 a lo
largo de toda la longitud de la cadena, por lo que los polimeros que tienen un peso molecular mas alto pueden
modificarse eficientemente (Buffa R. et al. W02014/023272, Bobula T. y col. Carbohydrate Polymers, 136, 1002-1009,
2016) Sin embargo, en este método, se forma un enlace mdltiple -C=C, y este enlace se conjuga directamente con un
grupo aldehido aceptor de electrones fuerte. Esta modificacion cambia significativamente las propiedades quimicas
del polisacarido, porque permite la uniéon covalente de una amplia gama de nucledfilos, normalmente aminas. El hecho
mencionado anteriormente también implica que el polimero modificado de esta manera tiene una caracteristica
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electrofila significativamente méas alta y, por lo tanto, difiere quimicamente del polimero nativo. También se puede
considerar como un antioxidante menos activo en comparacién con el polimero no modificado.

La solucién descrita en esta invencion puede eliminar estos inconvenientes; no hay un grupo electréfilo reactivo en el
polimero modificado, en comparacion con el polimero no modificado. Por el contrario, el doble enlace conjugado con
oxigeno heterociclico puede considerarse como un grupo que tiene propiedades nucleéfilas (antioxidantes).

Sumario de la invencion

El objeto de la invencién son los derivados de polisacaridos que comprenden, en su estructura, el heterociclo que tiene
el doble enlace en las posiciones 4 y 5 de acuerdo segun estructural X,

OH

= Q
. _0 O
polisacarido R polisacarido

donde R es -NH-CO-CHs o -OH.

El peso molecular de los derivados esta en el intervalo de 5.10% a 5.10% g.mol, y los polisacéaridos de partida para la
preparacion de los derivados segunla invencién se seleccionan preferiblemente del grupo que comprende sulfato de
condroitina, carragenano, sulfato de dermatan, acido hialurénico o sulfato de queratan.

Ademas, la invencion se refiere al método de preparacion, basado en tres etapas (ver el esquema a continuacion):

OH R1O O

1
RO -~
0 1. oxidacién o O
polisacarido ~0 2 o\Polisacérido polisacarido ~~ R o~ polisacarido

l 2. eliminacion

OH O

0 3. reduccion o
— - =

polisacarido~—" O\polisacérido polisacarido /O O\ polisacarido

donde R es -NH-CO-CHs 0 -OH, y R' es -SO2-ONa, -SO2-OH o -H

1. Oxidacion: introduccion de un grupo aldehido en la posicién 6 del ciclo de sacarido. Oxidacién del grupo hidroxilo
primario en la posicion 6 a un aldehido. La reaccién se puede realizar, por ejemplo, mediante un sistema de oxidacion
de TEMPO/NaCIO del radical 2,2,6,6-tetrametil-1-piperidiniloxilo en agua. Esta etapa se realiza preferiblemente en
agua a la temperatura de 0 a 10 °C, con NaClO en una cantidad molar de 0,03 a 0,8 eq. y cantidad molar de TEMPO
en el intervalo de 0,005 a 0,2 eq. con respecto a la unidad repetitiva del polisacarido. El polisacarido de partida puede
tener un peso molecular en el intervalo de 5.10% a 5.10% g.mol"' y se usa preferiblemente una solucién acuosa del
0,1 al 8% en peso de polisacarido. Finalmente, se puede afnadir etanol, tiosulfato de sodio, etc. a la mezcla de
reaccion para finalizar la reaccion y eliminar los residuos del agente sin reaccionar (hipoclorito). Alternativamente, la
oxidacién se puede realizar por medio del sistema 1,1,1-triacetoxi-1,1-dihidro-1,2-benziodoxol-3 (1H) -ona (DMP) a
la temperatura de 10 °C a 50 °C en DMSO, donde la cantidad de DMP esta en el intervalo de 0,05 a 2 eq. con
respecto a la unidad repetitiva del polisacarido.

2. Eliminacion
2a. si R' = -H, se realiza la eliminacién de agua (deshidratacion).

Se puede realizar preferiblemente en medios acuosos-organicos, donde el disolvente organico es miscible en agua
y la relacion en volumen de disolvente/agua esta en el intervalo de 3/1 a 1/2. Preferiblemente, la base tal como
piridina, trietilamina o N,N-diisopropiletilamina, o una base inorganica, p. ej. Ca (OH)2, se puede usar en esta etapa.
La cantidad de la base en la reaccién es de 0,01 a 20 eq., preferiblemente de 5 a 10 eq., en base a la unidad repetitiva
del polisacarido. Como disolventes organicos, se pueden usar disolventes polares aproticos miscibles en agua,
preferiblemente DMSO o sulfolano. La oxidacion se realiza durante 0,1 a 12 horas, preferiblemente de 1 a 4 horas;
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la segunda etapa de la reaccién se realiza durante 12 a 150 horas, preferiblemente 20 a 40 horas, a la temperatura
de 30 a 80 °C, preferiblemente 50 a 60 °C.

2b. si R' = -S02-ONa 0 SO2-OH, se realiza la eliminacion de NaO-SO2-ONa o HO-SO2-ONa respectivamente. Si el
grupo -OR' en la posicion 4 en el ciclo esta en la posicion antiperiplanar con respecto al hidrégeno en la posicion 5,
la eliminacion continla espontaneamente sin la necesidad de afadir bases y sin la necesidad de aumentar la
temperatura de reaccion. La duracion de la reaccién de las etapas 1 + 2b es de 0,1 a 12 h, preferiblemente de 1 a 4
h. Si el grupo -OR! en la posicién 4 del ciclo de sacarido no esta en la posicion antiperiplanar con respecto al
hidrégeno en la posicion 5, el método descrito en la parte 2a también se puede usar para una eliminacién efectiva.

3. Reduccion - el grupo aldehido se reduce selectivamente con borohidruros, preferiblemente con NaBH4, para
formar un alcohol primario -CH2-OH mientras se mantiene el enlace multiple en la posicion 4 y 5 del ciclo de sacarido.
Aunque una persona experta en la técnica esperaria una reduccion del enlace -C=C- ademds de la reduccion del
grupo aldehido -CHO (o diol geminal -CH(OH)2), sorprendentemente, la reduccién del doble enlace -C=C- no ocurre
en el método segun la invencion. La cantidad del agente reductor puede variar de 0,1 a 10 equivalentes, den base
a la unidad repetitiva del polisacarido, preferiblemente de 0,3 a 2 equivalentes. La reaccion se puede realizar en
agua a la temperatura de 5 - 40 °C, pH 5 - 10, preferiblemente a la temperatura de 15 -25°Cy pH 6 - 8 durante 1 -
24 h. La concentracién de la solucion de aldehido de partida es preferiblemente del 0,1 al 8% en peso.

Los hechos mencionados anteriormente implican que el método de preparacién de derivados de polisacéridos segun
esta invencion requiere que el polisacéarido de partida incluya la estructura Y

R1O OH

0

polisacarido — O"\polisacarido

que comprende ciclo de sacérido unido en (1 — 3) , grupo -CH2-OH primario en la posicién 6, y un grupo -OH, -SO2-
OH 0 -S0O2-ONa en la posicién 4. El grupo en la posiciéon 2 no es crucial para el desempefio exitoso de la modificacion
dada; para la mayoria de los polisacaridos R es - OH o NH-CO-CHza.

Ademas, la invencidn se refiere al uso de derivados de polisacaridos de formula general X. Como se mencioné
anteriormente, la solucién descrita en esta invencién ofrece nuevos tipos de derivados de polisacaridos que tienen
una nucleofilicidad mejorada (propiedades antioxidantes) y al mismo tiempo solo un cambio menor de la estructura
primaria de polisacarido causada por la eliminacién de hidrégeno de la posicion 5 y los grupos -OH, -O-SO2-OH o -O-
S0O2-ONa desde la posicion 4. Las propiedades antioxidantes de estos nuevos derivados se demostraron mediante
determinacion estandar con radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo, donde se observaron que existen diferencias
significativas entre los derivados insaturados de polisacarido preparados segun la invencién y analogos saturados (no
modificados) . Es por eso que los derivados segun invencién se pueden usar, por ejemplo, para la preparacion de
materiales con un efecto antioxidante.

Ademas, se encontr6 que si el acido hialurénico es el polisacarido, el derivado insaturado se puede usar para la
preparacion de un material con un efecto anticancerigeno. Las propiedades biologicas de los derivados preparados
se ensayaron en varias lineas celulares de carcinoma, y en todos los casos se observé una viabilidad reducida,
mientras que el crecimiento de fibroblastos estandar no se suprimié6 dentro del intervalo completo de las
concentraciones ensayadas.

El término "polisacéarido” se refiere a un polisacarido que contiene una unidad estructural Y, tal como p. ej. acido
hialuronico, carragenano, sulfato de dermatan, sulfato de queratdan o sulfato de condroitina, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

El término "sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a sales que son seguras y eficaces para el uso in vivo y tener
una actividad biolégica deseada. Las sales farmacéuticamente aceptables comprenden preferiblemente iones de
metales alcalinos o iones de metales alcalinotérreos, méas preferiblemente Na*, K+, Mg+ o Li*.

La realizacion de la solucion descrita en esta invencién no es tecnolégicamente complicada y no requiere el uso de
productos quimicos caros, disolventes o procedimientos de aislamiento.
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Descripcion detallada de los dibujos

Fig. 1 - Efecto de AHA preparado segun el Ejemplo 25 sobre la viabilidad celular El esquema muestra el desarrollo de
la inhibicion del crecimiento de las células cancerosas MDA-MB-231 - adenocarcinoma de mama, A-549 -
adenocarcinoma de pulmén, HEP-G2 - carcinoma hepatocelular, en comparaciéon con la inhibicion de NHDF -
fibroblastos dérmicos humanos primarios.

El procedimiento se describe en el Ejemplo 27.

Fig. 2 - propiedades antioxidantes de los materiales AHA y ACS en comparacién con los polisacaridos no modificados
HA, CS y con el estandar - Trolox - acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico

HA - &cido hialurénico

AHA - &cido hialurénico deshidratado en las posiciones 4 y 5 (Ejemplo 22)
CS - sulfato de condroitina

ACS - sulfato de condroitina deshidratado en las posiciones 4 y 5 (Ejemplo 2)

ensayado por medio de 2,2-difenil-1-picrylhydrazyl (DTTH) por el procedimiento descrito en el Ejemplo 23
Prueba estadistica de significancia t - *p <0,05; *™* p <0,01; *** p <0,001

Realizaciones preferidas de la invencion

DS = grado de sustitucién = 100%* = (cantidad molar de la unidad de sacarido modificado) / (cantidad molar de la
unidad de polisacarido repetitiva)

El término equivalente (eq.) como se usa en el presente documento se refiere a la unidad repetitiva de un polisacéarido
particular, si no se indica lo contrario. El porcentaje se especifica como porcentaje en peso si no se indica lo contrario.

El peso molecular de los polisacaridos de partida es el peso molecular promedio en peso determinado por el método
SECMALLS.

Ejemplo 1
Oxidacion y eliminacion de sulfato de condroitina (CS) = Preparacion de aldehido CS a,B-insaturado

Se afadié gradualmente una solucién de hipoclorito de sodio (0,8 eq., 11% de cloro activo) en una solucién acuosa
de CS al 2% (200 mg, Mw = 4.10* g.mol"') se enfrié a 5 °°C y contenia dodecahidrato de hidrégeno fosfato disddico
(2,2 eq.), bromuro de sodio (0,8 eq.) y 4-AcNH-TEMPO (0,01 eq.). La mezcla se agité durante 2 horas a la temperatura
de 5 °C. Después se anadio etanol (10 eq.) a la reaccion, y la reaccion se agitdé durante otra hora a temperatura
ambiente. El producto se aislé por precipitacion con IPA y se analizé6 mediante RMN.

DS = 23% (determinado por RMN)
Ejemplo 2
Reduccion del aldehido a,B-insaturado de CS = Preparacion de ACS

Se preparé una solucion de aldehido a,B-insaturado de CS al 2% p/v (200 mg, 0,5 mmol) en agua destilada, la solucién
se enfrio a 5 °C y después se afadieron 2 equivalentes de borohidruro de sodio. La mezcla de reaccién se agitd
durante 4 horas a 5 °°C. El producto se aisl6 por precipitacion con isopropanol y se analizé mediante RMN.

DS = 25% (determinado por RMN), Mw = 2.10* g.mol" (determinado por SECMALLS)

Andlisis espectral de ACS: RMN 'H (500 MHz, D20, & ppm): 2.02 y 2.04 (3H; Ac-NH-; bs); 4,03 (2H; H6; bs); 4,22 (1H;
H2; bs); 4,26 (1H; H3; bs); 5,06 (1H; H1; bs); 5,18 (1H; H4; bs); RMN H-'H COSY (D20); picos cruzados; \ delta ppm:
4.22-5.06; 4.26-5.18; RMN 'H-'3C HSQC (D20); picos cruzados; \ delta ppm: 4.03-61.0; 4.22-50.5; 4.26-73.4; 5.06-
98.3; 5.18-98.9; NMR DOSY (D20); log D ((2.02 y 2.04; Ac-NH-); (4.03; H6); (4.22; H2); (4.26; H3); (5.06; H4); (5.18;
H1)) ~ -10.4 m2s™'; log D (4.72; H20) ~ -8; 6 m2s™'; IR (KBr; cm™'): 1660 (v -C = C- st);

Ejemplo 3
Oxidacion y eliminacion de dermatan sulfato (DeS) = Preparacion de aldehido DeS a, B-insaturado

Se afiadié gradualmente una solucién acuosa de hipoclorito de sodio (0,8 eq., 11% de cloro activo) a una solucién
acuosa de DeS al 2% (200 mg, 0,42 mmol) enfriada a 5 °C y que contenia dodecahidrato de fosfato de hidrégeno
disédico (2,2 eq.), bromuro de sodio (0,8 eq.) y 4-AcNH-TEMPO (0,01 eq.), la mezcla se agité durante 2 horas a 5 °C.
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Después se ariadio etanol (10 eq.) a la reaccién, y la reaccion se agité durante otra hora a temperatura ambiente. El
producto se aislo por precipitacion con IPA y se analizé mediante RMN.

DS = 20% (determinado por RMN)
Ejemplo 4
Reduccion del aldehido a,B-insaturado de dermatan sulfato = Preparacion de ADeS

Se prepard una solucion de aldehido a,B-insaturado de DeS al 2% p/v (200 mg, 0,5 mmol) en agua destilada. La
solucion se enfrié a 5 °C y después se anadi6 borohidruro de sodio (2 equivalentes por disacarido de DeS). La mezcla
de reaccién se agit6 durante 4 horas a 5 °C. El producto se aislé por precipitacién con isopropanol y se analizé
mediante RMN.

DS = 23% (determinado por RMN)

Andlisis de espectros de ADeS: RMN 'H (500 MHz, D20, & ppm): 2.01 (3H, Ac-NH-, bs), 5.05 (1H, H1, bs), 5.17 (1H,
H1, bs).

Ejemplo 5
Oxidacion y eliminacion de carragenano (KA) = Preparacion de aldehido a,B-insaturado de KA

Se afiadié gradualmente una solucién acuosa de hipoclorito de sodio (0,8 eq., 11% de cloro activo) a una solucién
acuosa de KA al 1% (200 mg, 0,31 mmol) enfriada a 10 °C, que contenia dodecahidrato de fosfato de hidrogeno y
sodio (2,2 eq.), bromuro de sodio (0,8 eq.) y 4-AcNH-TEMPO (0,01 eq.). La mezcla se agit6 durante 2 horas a 10 °C.
Después se aradio etanol (10 eq.) a la reaccién, y la reaccion se agité durante otra hora a temperatura ambiente. El
producto se aislo por precipitacion con IPA y se analizé mediante RMN.

DS = 10% (determinado por RMN)
Ejemplo 6
Reduccion de aldehido a,B-insaturado de carragenano = Preparacion de AKA

Se preparé una solucién de aldehido a,B-insaturado de KA al 2% p/v (200 mg, 0,5 mmol) en agua destilada. La
solucion se enfrid a 5 °C y después se afiadio borohidruro de sodio (2 equivalentes por disacarido de KA). La mezcla
de reaccién se agité durante 4 horas a 5 °C. El producto se aislé por precipitacién con isopropanol y se analizé
mediante RMN.

DS = 13% (determinado por RMN)

RMN 'H (500 MHz, D20, & ppm): 5.07 (1H, H1, bs), 5.18 (1H, H1, bs),
Ejemplo 7

Oxidacion de queratan sulfato (KS) = Preparacion de KS-aldehido

Se afadi6é gradualmente una solucién acuosa de NaClO (0,3 eq.), bajo nitrdgeno, en una solucién acuosa de KS al
1% (1 g, 2.10* g.mol'") que contiene NaCl al 1%, KBr al 1%, TEMPO (0,01 eq.) y NaHCOs (20 eq.). La mezcla se agitd
durante 24h a 0 °C, luego se afnadieron 0,1 g de tiosulfato de sodio y la mezcla se agité durante 10 minutos mas. La
solucidn resultante se diluy6 con agua destilada al 0,2% y se dializ6 contra la mezcla de 5 litros (NaCl al 0,1%, NaHCOs3
al 0,1%) 3 veces (una vez al dia), y contra agua destilada, 5 litros 7 veces (2 veces al dia). La solucién resultante se
evapord y analizo6.

DS 3% (determinado por RMN)
Ejemplo 8
Eliminacion de KS-aldehido = Preparacion del aldehido a,B-insaturado de KS

Se anadieron 6,7 ml de DMSO y base de DIPEA (5 eq.) a una solucién de KS-aldehido al 3% (0,1 g, grado de oxidacién
de DS = 3%, ejemplo 7) en agua. La mezcla se agit6 durante 72 horas a la temperatura de 60 °C. Después, la solucién
resultante se precipité mediante una mezcla de isopropanol/hexano y la parte sdlida se sec6 al vacio.

DS 2% (determinado por RMN),

'H RMN (D20) \ delta 9,22 (s, 1H, -CH=0), 6.32 (m, 1H, -CH=C-CH=0)
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Ejemplo 9
Reduccion de aldehido a,B-insaturado de KS = Preparacion de AKS

Se afiadié borohidruro de sodio (2 eq.)a una solucién de aldehido a,B-insaturado de KS al 2% (200 mg, Ejemplo 8) en
agua destilada. La mezcla de reaccién se agité durante 3 horas a 5 °C, después se precipitd con isopropanol y se
analiz6é por RMN.

DS = 2% (determinado por RMN)

"H RMN (D20) 5.05 (1H, H1, bs), 5.17 (1H, H4, bs)
Ejemplo 10
Oxidacion de acido hialurénico (HA) = Preparacion de HA-aldehido

Se anadi6é gradualmente una solucién acuosa de NaCIO (0,5 eq.), bajo nitrégeno, en una solucién acuosa de HA al
1% (1 g, 2.10% g.mol'") que contiene NaCl al 1%, KBr al 1%, TEMPO (0,01 eq.) y NaHCOs (20 eq.). La mezcla se agitd
durante 12h a 0 °C, después se afadieron 0,5 ml de etanol y la mezcla se agit6 durante otra hora. La solucién resultante
se diluy6 con agua destilada al 0,2% y se dializ6 contra la mezcla de 5 litros (NaCl al 0,1%, NaHCOs al 0,1%), 3 veces
(una vez al dia), y contra agua destilada, 5 litros 7 veces (2 veces al dia). Después, la solucion resultante se evapor6
y analizo.

DS 10% (determinado por RMN)
Ejemplo 11
Oxidacion de HA = Preparacion de HA-aldehido

Se anadi6é gradualmente una solucién acuosa de NaCIO (0,5 eq.), bajo nitrégeno, en una solucién acuosa de HA al
1% (1 g, 2.10% g.mol") que contiene NaCl al 1%, KBr al 1%, N-acetilamino-TEMPO (0,01 eq.) y NaHCOs (20 eq.). La
mezcla se agit6é durante 12h a 10 °C, luego se afnadieron 0,1 ml de etanol y la mezcla se agité durante otra hora. La
solucidn resultante se diluyé con agua destilada al 0,2% y se dializ6 contra la mezcla de 5 litros (NaCl al 0,1%, NaHCO3
al 0,1%), 3 veces (una vez al dia), y contra agua destilada, 5 litros 7 veces (2 veces al dia). Después, la solucién
resultante se evaporé y analiz6.

DS 9% (determinado por RMN)
Ejemplo 12
Oxidacion de HA = Preparacion de HA-aldehido

Se anadi6é gradualmente una solucién acuosa de NaClO (0,3 eq.), bajo nitrégeno, en una solucién acuosa de HA al
1% (1 g, 2.10°% g.mol"") que contiene NaCl al 1%, KBr al 1%, TEMPO (0,2 eq.) y NaHCOs (20 eq.). La mezcla se agitd
durante 48h a 5 °C, después se afiadieron 0,1 ml de etanol y la mezcla se agit6 durante otra hora. La solucién resultante
se diluy6 con agua destilada al 0,2% y se dializé contra la mezcla de 5 litros (NaCl 0,1%, NaHCOs al 0,1%), 3 veces
(una vez al dia), y contra agua destilada, 5 litros 7 veces (2 veces al dia). Después, la solucion resultante se evaporo
y analizo.

DS 5% (determinado por RMN)
Ejemplo 13
Oxidacion de acido hialurénico (HA) = Preparacion de HA-aldehido

Se anadi6é gradualmente una solucién acuosa de NaClO (0,7 eq.), bajo nitrégeno, en una solucién acuosa de HA al
1% (1 g, 2.10% g.mol'") que contiene NaCl al 1%, KBr al 1%, TEMPO (0,01 eq.) y NaHCOs (20 eq.). La mezcla se agitd
durante 0,5h a 0 °C, después se anadieron 0,1 ml de etanol y la mezcla se agité durante otra 1 hora. La solucién
resultante se diluy6é con agua destilada al 0.2% y se dializ6 contra la mezcla de 5 litros (NaCl al 0,1%, NaHCOs3 al
0,1%), 3 veces (unavez al dia), y contra agua destilada, 5 litros 7 veces (2 veces al dia). Después, la solucién resultante
se evaporo y analizé.

DS 9% (determinado por RMN)
Ejemplo 14
Oxidacion de acido hialurénico (HA) = Preparacion de HA-aldehido

Se afadié gradualmente una solucién acuosa de NaClO (0,5 eq.), bajo nitr6geno, a una solucién acuosa de HA al 1%
(1 g, 2.105 g.mol") que contiene NaCl al 1%, KBr al 1%, TEMPO (0,01 eq.) y NaHCOs (20 eq.). La mezcla se agit6
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durante 12h a 0°C, después se anadieron 0,1 ml de etanol y la mezcla se agité durante otra 1 hora. La solucidn
resultante se diluy6 con agua destilada al 0,2% y se dializ6 contra la mezcla de 5 litros (NaCl al 0,1%, NaHCOs al
0,1%), 3 veces (unavez al dia), y contra agua destilada, 5 litros 7 veces (2 veces al dia). Después, la solucién resultante
se evaporo y analiz6.

DS 10% (determinado por RMN)
Ejemplo 15
Oxidacion de acido hialurénico (HA) = Preparacion de HA-aldehido

Se afadieron 1,2 eq. de 1,1,1-triacetoxi-1,1-dihidro-1,2-benziodoxol-3 (1H) -ona (Dess-Martin Periodinan) a una
solucién de forma &cida de hialuronano al 1% (1 g, 1 .10% g.mol') en DMSO no acuoso, y la mezcla se agité durante
5h a 20 °C. La solucion resultante se diluyé después con agua destilada al 0,2% y se dializ6 contra la mezcla de 5
litros (NaCl al 0,1%, NaHCOs al 0,1%), 3 veces (una vez al dia), y contra agua destilada, 5 litros 7 veces (2 veces al
dia). Después, la solucién resultante se evapor6 y analiz6.

DS 40% (determinado por RMN)
Ejemplo 16
Eliminacion de HA-aldehido = Preparacion del aldehido a,B-insaturado de HA

Se anadieron 6,7 ml de DMSO y base de DIPEA (5 eq.) a una solucién de HA-aldehido al 3% (0,1 g, grado de oxidacion
DS = 40%, Ejemplo 15) en agua. La mezcla se agit6 durante 72 horas a 60 °C. La solucién resultante después se
precipité con una mezcla de isopropanol/hexano y la parte sélida se secé al vacio.

DS 20% (determinado por RMN),
H RMN (D20) \ delta 9,24 (s, 1H, -CH=0), 6.32 (m, 1H, -CH=C-CH=0)

UV-Vis (D20) 252 nm, -1 * transicién a, aldehido B-insaturado
Ejemplo 17

Eliminacion de HA-aldehido = Preparacion del aldehido a,B-insaturado de HA

Se afadieron 6,7 ml de DMSO y base de trietilamina (20 eq.) a una soluciéon de HA-aldehido al 3% (0,1 g, grado de
oxidacion DS = 10%, Ejemplo 10) en agua. La mezcla se agit6 durante 150 horas a 30 °C. La solucion resultante se
precipité después con una mezcla de isopropanol/hexano y la parte sélida se sec6 al vacio.

DS 5% (determinado por RMN)
Ejemplo 18
Eliminacion de HA-aldehido = Preparacion del aldehido a,B-insaturado de HA

Se anadieron 6,7 ml de DMSO y base de piridina (0,01 eq.) a una solucion de HA-aldehido al 3% (0,1 g, grado de
oxidacion DS = 10%, Ejemplo 10) en agua. La mezcla se agité durante 12 horas a 80 °C. La solucion resultante se
precipité después con una mezcla de isopropanol/hexano y la parte sélida se sec6 al vacio.

DS 3% (determinado por RMN)
Ejemplo 19
Eliminacion de HA-aldehido = Preparacion del aldehido a,B-insaturado de HA

Se anadieron 1,7 ml de DMSO y base de piridina (10 eqg.) a una soluciéon de HA-aldehido al 3% (0,1 g, grado de
oxidacion DS = 10%, Ejemplo 10) en agua. La mezcla se agité durante 48 horas a 60 °C. La solucion resultante se
precipité después con una mezcla de isopropanol/hexano y la parte sélida se sec6 al vacio.

DS 4% (determinado por RMN)
Ejemplo 20
Eliminacion de HA-aldehido = Preparacion del aldehido a,B-insaturado de HA

Se afadieron 10 ml de DMSO y base de DIPEA (5 eq.) a una solucion de HA-aldehido al 3% (0,1 g, grado de oxidacién
DS = 10%, Ejemplo 10) en agua. La mezcla se agité6 durante 48 horas a 60 °C. La solucién resultante se precipitd
después con una mezcla de isopropanol/hexano y la parte sélida se sec6 al vacio.

DS 5% (determinado por RMN)
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Ejemplo 21
Eliminacion de HA-aldehido = Preparacion del aldehido a,B-insaturado de HA

Se afadieron 6,7 ml de sulfonano y base de DIPEA (5 eq.) a una solucion de HA-aldehido al 3% (0,1 g, grado de
oxidacion DS = 10%, Ejemplo 10) en agua. La mezcla se agit6 durante 72 horas a 50 °C. La solucién resultante se
precipité después con una mezcla de isopropanol/hexano y la porcion sélida se secé al vacio.

DS 5% (determinado por RMN)
Ejemplo 22
Reduccioén del aldehido a,B-insaturado de HA = Preparacion de AHA

Se anadi6 borohidruro de sodio (10 eq.) a una solucién de aldehido a,B-insaturado de HA al 2% (200 mg, Ejemplo
16) en agua destilada, a 5 °C. La mezcla de reaccion se agité durante 1 hora a 5 °C, después se precipitd con
isopropanol y se analiz6 por RMN.

DS 20% (determinado por RMN)

"H RMN (D20) 5.06 (1H, H1, bs), 5.17 (1H, H1, bs)
Ejemplo 23
Reduccion del aldehido a,B-insaturado de HA = Preparacion de AHA

Se afiadi6 borohidruro de sodio (0,1 eq.) en una solucion de aldehido a,B-insaturado de HA al 2% (200 mg, Ejemplo
17) en agua destilada, a 5 °C. La mezcla de reaccion se agité durante 20h a 5 °C, después se precipitd con isopropanol
y se analiz6 por RMN.

DS = 4% (determinado por RMN)
Ejemplo 24
Reduccioén del aldehido a,B-insaturado de HA = Preparacion de AHA

Se afadioé borohidruro de sodio (1 eq.) a una solucién de aldehido a,B-insaturado de HA al 2% (200 mg, Ejemplo 17)
en agua destilada, a 40 °C. La mezcla de reacciéon se agitdé durante 1 hora a 40 °C, después se precipitd con
isopropanol y se analiz6 por RMN.

DS = 5% (determinado por RMN)
Ejemplo 25
Reduccion de aldehido a,B-insaturado de HA = Preparacion de AHA

Se anadi6 borohidruro de sodio (2 eq.) en una solucién de aldehido a,B-insaturado de HA al 2% (200 mg, Ejemplo
17) en agua destilada, a 20 °C. La mezcla de reaccion se agité durante 4 ha 20 °C, después se precipitd con
isopropanol y se analiz6 por RMN.

DS = 5% (determinado por RMN)
Ejemplo 26
Determinacion de la actividad de oxidacion (Figura 2)

La actividad antioxidante de los polisacaridos de AHA preparados segun el Ejemplo 22 y ACS preparado segun el
Ejemplo 2, se determin6 por medio de un radical libre estable 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). Esta determinacion
se realiz6 segun la descripcion en (Brand-Williams W. et al., LWT - Food Science and Technology, 28, 1, 25-30, 1995),
con una modificacion menor. Brevemente, se afadieron 100 pl de solucién DPPH al 0,01% en metanol a 100 pl de la
sustancia ensayada disuelta en 50 mM de Tris pH 7,1. La disminucién de la absorbancia se midié6 después de 15
minutos a 515 nm. Se utiliz6 Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico) como control positivo. Los
datos se midieron en tres experimentos independientes. Se uso el ensayo T para la evaluacion de la significancia
estadistica *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (Figura 2).

Ejemplo 27

Ensayo de citotoxicidad de los derivados preparados segun el Ejemplo 25 (Figura 1)
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Se comparé un efecto de citotoxicidad del derivado de HA para células no cancerosas: fibroblastos dérmicos humanos
primarios y para lineas celulares de carcinoma de mama (MDA-MB-231), lineas celulares de carcinoma de pulmén (A-
549) y lineas celulares de carcinoma hepatocelular (HEP-G2). Para el propésito de los experimentos, las células se
cultivaron bajo condiciones estandar (37 °C, 5% de COz2) en un medio adecuado (10% de FBS - suero bovino fetal).
Después de lograr una confluencia del 80%, las células se pasaron, se contaron mediante un contador automatico
CASY TT, Roche, y se colocaron en paneles de 96 pocillos a una densidad de 5,000 células por pocillo en 200 pl de
medio. Después de 24 horas, el medio se reemplazé con las soluciones de las sustancias ensayadas de
concentraciones de 1.000; 500; 100; y 10 pg/ml de medio al 10%. La viabilidad celular se midi6 24, 48 y 72 horas
después del tratamiento mediante el ensayo MTT - se afiadieron 20 pL de solucion MTT (5 mg/ml) en cada pocillo,
seguido de una incubacioén durante 2,5 horas vy lisis celular con solubilizacién. soluciéon (IPA: DMSO 1:1 s 10% Triton
X-100 y 9,9% HCI al 37%) durante 30 minutos. Después se midié la absorbancia mediante el lector de microplacas
VERSAmax a 570 nm y 690 nm (correccién de fondo). La viabilidad de las células tratadas se evalu6 por correlacién
con el control no tratado que corresponde a cero en la Figura 1. Los valores por encima de cero se refieren a una
activacion celular (sin efecto citotdxico de los derivados) y los valores por debajo de cero indican una viabilidad celular
reducida, es decir, el efecto citotoxico de los derivados. En el caso de NHDF, es obvio, en la Figura 1, que el derivado
ensayo no tuvo efecto citotdxico. En el caso de las lineas de carcinoma (MDA-MB-231, A-549, HEP-G2) se observo
un efecto citotoxico de los derivados. Basado en los resultados de las pruebas presentadas, se puede deducir un
posible efecto anticancerigeno del derivado (Figura 1).
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REIVINDICACIONES

1. Derivados insaturados de polisacaridos que comprenden, en su estructura, al menos un heterociclo que tiene un
doble enlace en las posiciones 4 y 5 segun la formula estructural X,

OH

— 0
L 0 O . ..
polisacarido - R polisacéarido

donde R representa -NH-CO-CH3 o -OH.

2. Derivados de polisacaridos segun la reivindicacién 1 caracterizado por que su peso molecular esta en el intervalo
de 5.10% a 5.105 g.mol' y que los polisacaridos se seleccionan del grupo que comprende sulfato de condroitina,
carragenano, sulfato de dermatéan, acido hialurénico o sulfato de queratan.

3. Un método de preparacion de los derivados de polisacaridos definidos en la reivindicacion 1 o 2. caracterizado por
que el polisacarido de partida, que comprende el fragmento Y

R1O OH

0

polisacarido — O"\polisacarido

donde R es -NH-CO-CHs 0 -OH, y R' es -S02-ONa, -SO2-OH o -H, en la primera etapa se oxida a un aldehido en la
posicion 6, en la segunda etapa se elimina en las posiciones 4 y 5 del ciclo para formar un doble enlace, y en la tercera
etapa el grupo aldehido se reduce selectivamente.

4. El método de preparacion segun la reivindicacion 3 caracterizado por que el polisacarido de partida es condroitin
sulfato, carragenano, dermatan sulfato, acido hialurénico o queratan sulfato.

5. El método de preparacion segun las reivindicaciones 3 o 4. caracterizado por que en la primera etapa, la oxidacién
en la posicién C-6 se produce mediante el sistema R3-TEMPO/NaCIO, donde R3 es hidrégeno o grupo N-acetilo, en
agua a la temperatura de 0 °C a 10 °C, en donde la cantidad molar de NaClO esta dentro del intervalo de 0,3 a 0,8 eq.
y la cantidad molar de R3-TEMPO esta dentro del intervalo de 0,005 a 0,2 eq., con respecto a la unidad repetitiva del
polisacarido, o0 mediante 1,1,1-triacetoxi-1,1-dihidro-1,2-benziodoxol-3(1H) -ona (DMP) en DMSO a la temperatura de
10 °C a 50 °C, en donde la cantidad de DMP esta dentro del intervalo de 0,05 a 2 eq., con respecto a la unidad
repetitiva del polisacarido.

6. El método de preparacion segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5. caracterizado por que el polisacarido de
partida es acido hialurénico o sulfato de queratan, y que, en la segunda etapa, el polisacarido oxidado sufre la reaccion
de eliminacion en una mezcla de agua/disolvente aprético polar en presencia de una base a la temperatura de 30 a
80 °C, preferiblemente a la temperatura de 50 a 60 °C.

7. El método de preparacién segun la reivindicacion 6 caracterizado por que la cantidad de la base es de 0,01 a 20
eq., preferiblemente de 5 a 10 eq., con respecto a la unidad de polisacérido repetitiva, en la que la base se selecciona
del grupo que comprende bases organicas, por ejemplo piridina, trietilamina o N, N-diisopropiletilamina, o bases
inorganicas, por ejemplo Ca(OH)-.

8. El método de preparacion segun las reivindicaciones 6 o 7. caracterizado por que el disolvente aprotico es miscible
en agua y comprende, por ejemplo, DMSO o sulfolano, y la relacion en volumen de disolvente/agua esta en el intervalo
de 3/1 a1/2.

9. Método de preparacion segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8. caracterizado por que la segunda etapa de
reaccion continta durante 12 a 150 horas.

10. Método de preparacién segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5. caracterizado por que el polisacérido de
partida es sulfato de condroitina, carragenano o sulfato de dermatén, y que el polisacarido oxidado se elimina
espontaneamente en la segunda etapa directamente en la mezcla de reaccion para formar un aldehido a, B-insaturado,
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y la eliminacion espontanea continda sin la necesidad de afadir cualquier base, disolvente organico, y sin aumentar
la temperatura de reaccion.

11. El método de preparacién segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 10 caracterizado por que el peso molecular
del polisacérido de partida esta en el intervalo de 5.10% a 5.10° g.mol.

12. El método de preparacion segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 11 caracterizado por que se anade
borohidruro de sodio en la tercera etapa en la cantidad de 0,1 a 10 equivalentes, preferiblemente 0,3 a 2 equivalentes,
calculados con respecto a la unidad de polisacarido repetitiva, en agua, a la temperatura de 5 - 40 °C, preferiblemente
a la temperatura de 15-25 °C, a un pH en el intervalo de 5 a 10, preferiblemente de 6 a 8.

13. Uso de los derivados como se define en la reivindicacion 1 o 2 para la preparacion de materiales que tienen un
efecto antioxidante mejorado.

14. Uso de los derivados como se define en la reivindicaciéon 2, donde el polisacarido es acido hialurénico, para la
preparacion de materiales que tienen un efecto anticancerigeno.
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