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DESCRIPCION

Reticulante de carbohidratos

Campo técnico de la invencién

La presente invencion se relaciona con el campo de los hidrogeles que contienen polisacaridos reticulados y el uso
de tales hidrogeles en aplicaciones médicas y/o cosméticas. Mas especificamente, la presente invencion se refiere a
hidrogeles hechos de glucosaminoglicanos reticulados, particularmente acido hialurénico reticulado, condroitina o
sulfato de condroitina.

Antecedentes de la invencion

Los geles absorbentes de agua, o hidrogeles, son ampliamente utilizados en el campo biomédico. Generalmente se
preparan mediante reticulacién quimica de polimeros hasta redes infinitas. Mientras que muchos polisacaridos
absorben agua hasta que se disuelven completamente, los geles reticulados de los mismos polisacaridos
generalmente pueden absorber una cierta cantidad de agua hasta que se saturan, es decir, tienen una capacidad
finita de retencion de liquido, o grado de hinchamiento.

El acido hialurénico, la condroitina y el sulfato de condroitina son polimeros biocompatibles bien conocidos. Son
polisacaridos naturales que pertenecen al grupo de los glucosaminoglicanos (GAG). Todos los GAG son cadenas de
heteropolisacaridos con carga negativa, los cuales tienen la capacidad de absorber grandes cantidades de agua.

El acido hialurénico (AH) es uno de los polimeros biocompatibles mas ampliamente utilizados para uso médico y
cosmético. EI AH es un polisacarido natural que pertenece al grupo de los glucosaminoglicanos (GAG). El acido
hialurénico, y los productos derivados del acido hialurénico, se usan ampliamente en los campos biomédico y
cosmeético, por ejemplo, durante la cirugia en condiciones de alta viscosidad y como relleno dérmico.

El sulfato de condroitina (SC) es un GAG muy abundante que se encuentra en los tejidos conectivos de los
mamiferos donde, junto con otros GAG sulfatados, se une a las proteinas como parte de los proteoglicanos. Se ha
demostrado previamente que los hidrogeles, que contienen SC, se pueden usar con éxito en aplicaciones
biomédicas debido a su parecido con la matriz extracelular natural (Lauder, RM, Complement Ther Med 17: 56-62,
2009). El sulfato de condroitina ademas se usa en el tratamiento de la osteoartritis, por ejemplo, como un
suplemento dietético.

La reticulacion de los glucosaminoglicanos prolonga la duracion de los polimeros degradables que conforman la red,
lo cual es Uutil en posibles aplicaciones. Sin embargo, la reticulacion ademas puede reducir las propiedades originales
de los glucosaminoglicanos. Por lo tanto, normalmente, se desea mantener un bajo grado de modificacion mediante
una reticulacion eficiente para conservar las propiedades originales y los efectos del glucosaminoglicano mismo.

Resumen de la invencion

Es un objetivo de la presente invencion proporcionar un hidrogel que tenga un glucosaminoglicano (GAG) como un
polimero hinchable.

Es un objetivo adicional de la presente invencion proporcionar un método para la reticulacion de moléculas de GAG
con un efecto reducido sobre las propiedades originales de las moléculas de GAG.

Ademas, es un objetivo de la presente invencion proporcionar un método para la preparacion de hidrogeles de
moléculas de GAG mediante rutas suaves y eficientes.

Para estos y otros objetivos que seran evidentes a partir de esta descripcion, la presente invencién proporciona, de
acuerdo con un primer aspecto, un producto de hidrogel que comprende moléculas de glucosaminoglicano como un
polimero hinchable, en donde las moléculas de glucosaminoglicano estan reticuladas covalentemente a través de
reticulaciones que consisten, esencialmente, en un grupo separador seleccionado del grupo que consiste en di, tri,
tetra y oligosacaridos, en donde las moléculas de glucosaminoglicano reticulado estan libres, o esencialmente libres,
de estructuras sintéticas o enlazadores no carbohidratos.

Con referencia a los procesos inventivos de preparacion de productos de hidrogel descritos en el presente
documento, el término "reticulante" se refiere a una molécula que tiene dos o mas grupos funcionales,
particularmente grupos funcionales nucledfilos, unidos a un grupo separador no reactivo, particularmente un di, tri,
tetra u oligosacarido. Cada uno de los dos 0 mas grupos funcionales es capaz de reaccionar con grupos carboxilicos
acidos en las moléculas de GAG para formar enlaces covalentes estables. Preferiblemente, el reticulante consiste de
dos o mas grupos funcionales y el separador.
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Con referencia a los productos de hidrogel de la invencion descritos en el presente documento, el término
"reticulado” se refiere a la porcién, o residuo, del reticulante mediante el cual las moléculas de GAG se unen
covalentemente después de la reticulacion. El reticulado consiste tipicamente en i) el grupo separador vy ii) los
grupos de union formados tras la reaccion de los grupos funcionales del reticulante con los grupos carboxilicos
acidos en el GAG. El grupo separador puede estar compuesto por un tetrasacarido de acido hialurénico, un
hexasacarido de acido hialurénico, trehalosa, lactosa, maltosa, sacarosa, celobiosa o un residuo de rafinosa.

La reticulacion mediante reticulantes que comprenden un grupo separador seleccionado del grupo que consiste en di,
tri, tetra y oligosacaridos proporciona un producto de hidrogel basado completamente en estructuras de tipo
carbohidrato o derivados de los mismos, lo cual minimiza la perturbacién de la reticulacién sobre las propiedades
originales de los glucosaminoglicanos. El di, tri, tetra u oligosacarido esta, preferiblemente, bien definido en términos
de estructura y peso molecular. Preferiblemente, el separador se selecciona a partir de una estructura especifica de
di, tri, tetra u oligosacarido. Preferiblemente, el di, tri, tetra u oligosacarido es monodisperso o tiene una distribucién
restringida de peso molecular. El uso de reticulantes bien definidos basados en di, tri, tetra u oligosacaridos junto
con una reacciéon de condensacion altamente eficiente permite que el producto se ensamble de manera controlada.
El reticulante, en si mismo, ademas puede contribuir a mantener o aumentar las propiedades del hidrogel, por
ejemplo, cuando se reticula con una estructura que se correlaciona con el acido hialurénico (por ejemplo, un
tetrasacarido de acido diaminohialurénico) o cuando se reticula con una estructura con altas propiedades de
retencion de agua (por ejemplo, trehalosa).

Los GAG pueden ser, por ejemplo, glucosaminoglucanos sulfatados o no sulfatados, como hialuronano, sulfato de
condroitina, sulfato de heparan, heparosano, heparina, sulfato de dermatan y sulfato de queratan. En algunas
modalidades, el GAG es acido hialurénico, condroitina o sulfato de condroitina. En una modalidad preferida, el GAG
es acido hialurénico.

En modalidades preferidas, el GAG es un GAG natural. EIl GAG usado en relacion con la invencion es,
preferiblemente, un GAG natural. EI GAG se usa preferiblemente en su estado natural. Es decir, la estructura
quimica del GAG preferiblemente no se ha alterado, o modificado, mediante la adicion de grupos funcionales o
similares. Se prefiere usar el GAG en su estado natural porque esto proporcionara una estructura reticulada que se
parecera mas a las moléculas naturales, las cuales conservan las propiedades naturales y los efectos del propio
GAG, y puede minimizar la respuesta inmune cuando el GAG reticulado se introduce en el cuerpo.

Las moléculas de GAG reticuladas covalentemente consisten preferiblemente, o consisten esencialmente, en
estructuras de tipo carbohidrato o derivados de las mismos. Esto significa que las moléculas de GAG reticuladas
estan preferiblemente libres, o esencialmente libres de estructuras, o enlazantes sintéticos, no carbohidratos. Esto
se puede lograr mediante el uso de un GAG en su estado natural junto con un reticulante que consista, o consista
esencialmente, en estructuras de tipo carbohidrato o derivados de las mismas. Los grupos funcionales del reticulante
se unen, de manera covalente, directamente a los grupos carboxilo del GAG. Los reticulados del GAG
covalentemente reticulado, por lo tanto, consisten preferiblemente, o consisten esencialmente, en grupos
separadores de di, tri, tetra y oligosacaridos.

La presente invencion proporciona, de acuerdo con un segundo aspecto, un proceso de preparacion de un producto
de hidrogel que comprende moléculas de glucosaminoglicano reticulado, que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una solucién de moléculas de glucosaminoglicano;

(b) activar los grupos carboxilo en las moléculas de glucosaminoglucano con un agente de acoplamiento para
formar moléculas de glucosaminoglucano activadas;

(c) reticular las moléculas de glucosaminoglicano activadas a través de sus grupos carboxilo activados usando
un reticulante funcional, di o multinucledfilo, que comprende un grupo separador seleccionado del grupo que
consiste en di, tri, tetra y oligosacaridos para obtener moléculas de glucosaminoglicano reticulado.

La presente invencion implica la reticulacion de moléculas de glucosaminoglucano por enlaces covalentes,
preferiblemente enlaces amida, usando tipicamente un agente activador para los grupos carboxilo en la cadena
principal de la molécula de glucosaminoglucano y un reticulante funcional di o multinucledfilo que comprende un
grupo separador seleccionado del grupo que consiste en di, tri, tetra y oligosacaridos. La reticulacion, de acuerdo
con el método de la invencion, se puede lograr mediante rutas suaves y eficientes que dan como resultado altos
rendimientos con una degradacién minima de las moléculas de GAG.

El reticulante funcional di o multinucledfilo contiene un grupo separador seleccionado del grupo que consiste en di, tri,
tetra y oligosacaridos, el cual permanece en los reticulados entre las moléculas de GAG. Los di, tri, tetra y
oligosacaridos funcionales di o multinucledfilos comprenden, al menos, dos grupos funcionales nucledfilos unidos a
los mismos. Los, al menos, dos grupos funcionales nucledfilos estan separados preferiblemente por el grupo
separador seleccionado del grupo que consiste en di, tri, tetra y oligosacaridos.

El reticulante funcional di o multinucledfilo comprende dos o mas grupos funcionales capaces de reaccionar con los
grupos carboxilos funcionales del GAG, dando como resultado la formacion de enlaces covalentes, preferiblemente

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2810013 T3

enlaces amida. Los grupos funcionales nucledfilos son preferiblemente capaces de reaccionar con los grupos
carboxilo en la molécula de glucosaminoglucano para formar enlaces amida. En algunas modalidades, los grupos
funcionales nucledfilos de los di, tri, tetra y oligosacaridos se seleccionan del grupo que consiste en una amina
primaria, hidracina, hidracida, carbazato, semi-carbazida, tiosemicarbazida, tiocarbazato y aminoxi.

Los di, tri, tetra y oligosacaridos funcionales di o multinucledfilos pueden derivarse de polisacaridos funcionales
nucledfilos, tales como la quitobiosa derivada de la quitina. Los di, tri, tetra y oligosacaridos di o multinucledfilos
funcionales ademas pueden ser di, tri, tetra y oligosacaridos los cuales han sido modificado mediante la introduccion
de dos o mas grupos funcionales nucledfilos.

Un grupo preferido de reticulante funcional di o multinucledfilo incluye aminas primarias homo- o heterobifuncionales,
hidracinas, hidracidas, carbazatos, semi-carbazidas, tiosemicarbazidas, tiocarbazatos y aminoxi.

En ciertas modalidades, la etapa de activacion (b) y la etapa de reticulacion (c) ocurren simultaneamente. En ofras
modalidades, la etapa de activacion (b) ocurre antes y por separado de la etapa de reticulacion (c).

En una modalidad preferida, la etapa (c) comprende ademas proporcionar particulas de la molécula de GAG
reticulada, que tienen un tamafio promedio en el intervalo de 0,01-5 mm, preferiblemente 0,1-0,8 mm.

En una modalidad preferida, el agente de acoplamiento de la etapa (b) es un reactivo de acoplamiento de péptidos.
El reactivo de acoplamiento de péptidos se puede seleccionar del grupo que consiste en reactivos de acoplamientos
basados en triazina, reactivos de acoplamiento de carbodiimida, reactivos de acoplamiento derivados de imidazolio,
Oxyma y COMU. Un reactivo de acoplamiento de péptidos preferido es un reactivo de acoplamiento basado en
triazina, que incluye el grupo que consiste en cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio (DMTMM)
y 2-cloro-4,6-dimetoxi-1,3,5-triazina (CDMT), preferiblemente DMTMM. Otro reactivo de acoplamiento de péptidos
preferido es un reactivo de acoplamiento de carbodiimida, preferiblemente N-(3-dimetilaminopropil)-N'-
etilcarbodiimida (EDC) combinado con N-hidroxisuccinimida (NHS).

De acuerdo con un aspecto relacionado, la presente descripcién ademas proporciona el uso del producto de hidrogel
como medicamento, tal como en el tratamiento de trastornos de tejidos blandos. Se proporciona un método para
tratamiento de un paciente que padece un trastorno de tejidos blandos mediante la administracion al paciente de una
cantidad terapéuticamente efectiva del producto de hidrogel. Ademas se proporciona un método para proporcionar
tratamiento correctivo o estético a un paciente mediante la administracién al paciente de una cantidad
terapéuticamente efectiva del producto de hidrogel.

Otros aspectos y modalidades preferidas de la presente invencion seran evidentes a partir de la siguiente
descripcion detallada de la invencion y las reivindicaciones adjuntas.

En una modalidad preferida, al menos el 95 % de los enlaces entre las moléculas de glucosaminoglicanos y los
reticulados son enlaces amida.

En una modalidad preferida, menos del 5 % de los enlaces entre las moléculas de glucosaminoglicanos y los
reticulados son enlaces éster.

En una modalidad preferida, menos del 1 % de los enlaces entre las moléculas de glucosaminoglicanos y los
reticulados son enlaces éster.

En una modalidad preferida, la reticulacion de la etapa (c) proporciona enlaces amida entre moléculas de
glucosaminoglicanos y reticulantes.

En una modalidad preferida, el agente de acoplamiento y el reticulante se adicionan simultaneamente al
glucosaminoglicano.

En una modalidad preferida, la etapa (c) comprende ademas proporcionar particulas del glucosaminoglicano
reticulado, que tienen un tamafio promedio en el intervalo de 0,01-5 mm, preferiblemente 0,1-0,8 mm.

En modalidades preferidas, el reticulante se selecciona del grupo que consiste en un tetrasacarido del acido diamino
hialurénico, un hexasacarido del acido diamino hialurénico, diamino trehalosa, diamino lactosa, diamino maltosa,
diamino sacarosa, quitobiosa o diamino rafinosa.

En una modalidad preferida, el proceso comprende ademas la etapa:
(d) someter las moléculas de glucosaminoglicano reticulado obtenidas en la etapa (c) a un tratamiento alcalino.
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Descripcion detallada de la invencion

La presente invencidon proporciona procesos ventajosos para preparar hidrogeles hechos de moléculas de
glucosaminoglicano reticulado (GAG), los productos de hidrogel resultantes y sus usos. Los GAG son cadenas de
heteropolisacaridos cargados negativamente que tienen la capacidad de absorber grandes cantidades de agua. En
los productos de hidrogel de acuerdo con la invencion, la molécula de GAG reticulada es el polimero hinchable el
cual proporciona las propiedades del gel. El proceso de preparacion descrito en la presente es suave para las
moléculas GAG pero proporciona una reticulacion eficiente.

De este modo, la presente invencion proporciona hidrogeles de moléculas de GAG mediante reticulacion en medio
acuosos utilizando un reticulante funcional di o multinucledfilo capaz de formar enlaces covalentes directamente con
grupos carboxilicos acidos de las moléculas de GAG mediante una reaccidon que implica el uso de un agente de
acoplamiento.

El GAG, de acuerdo con la invencién, se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en acido hialurénico,
condroitina y sulfato de condroitina. En una modalidad preferida, la molécula de GAG es acido hialurénico. El acido
hialurénico (AH) es uno de los polimeros biocompatibles mas ampliamente utilizados para uso médico y cosmético.
El AH es un polisacarido natural que pertenece al grupo de los glucosaminoglicanos (GAG). El acido hialurénico y
los productos derivados del acido hialurénico se usan ampliamente en los campos biomédico y cosmético, por
ejemplo, durante cirugias en condiciones de alta viscosidad y como relleno dérmico.

A menos que se indique lo contrario, el término "acido hialurénico" abarca todas las variantes y combinaciones de
variantes de acido hialurénico, hialuronato o hialuronano, de diversas longitudes de cadena y estados de carga, asi
como con diversas modificaciones quimicas. Es decir, el término ademas abarca las diversas sales de hialuronato
del acido hialurénico con varios contra-iones, como el hialuronato de sodio. El acido hialurénico se puede obtener de
varias fuentes de origen animal y no animal. Las fuentes de origen no animal incluyen levadura y preferiblemente
bacterias. El peso molecular de una sola molécula de acido hialurénico esta tipicamente en el intervalo de 0,1-10
MDa, pero son posibles otros pesos moleculares.

El término "condroitina" se refiere a GAGs que tienen una unidad repetitiva de disacarido que consiste en fracciones
alternantes de acido D-glucurénico no sulfatado y N-acetil-D-galactosamina. Para evitar dudas, el término
"condroitina" no abarca ninguna forma de sulfato de condroitina.

El término "sulfato de condroitina" se refiere a los GAGs que tienen una unidad repetitiva de disacarido que consiste
en fracciones alternantes de acido D-glucurénico y N-acetil-D-galactosamina. La fraccion sulfato puede estar
presente en varias posiciones diferentes. Las moléculas de sulfato de condroitina preferidas son condroitina-4-
sulfato y condroitina-6-sulfato.

Las moléculas de condroitina se pueden obtener de diversas fuentes de origen animal y no animal. Las fuentes de
origen no animal incluyen levadura y preferiblemente bacterias. El peso molecular de una sola molécula de
condroitina esta tipicamente en el intervalo de 1-500 kDa, pero son posibles otros pesos moleculares.

El GAG reticulado comprende reticulados entre las cadenas de moléculas GAG, lo que crea una red continua de
moléculas de GAG las cuales se mantiene unidas por los reticulados covalentes.

Las cadenas de moléculas de GAG se reticulan preferiblemente entre si mediante reticulantes que comprenden un
grupo separador seleccionado del grupo que consiste en di, tri, tetra y oligosacaridos.

Se prefiere que los reticulantes estén unidos a las moléculas de glucosaminoglicano mediante enlaces amida.

El producto de GAG reticulado es preferiblemente biocompatible. Esto implica que no ocurre una respuesta inmune,
o solo muy leve, en el individuo tratado. Es decir, no se producen efectos locales o sistémicos no deseados, o muy
leves, en el individuo tratado.

El producto reticulado de acuerdo con la invencién es un gel o un hidrogel. Es decir, se puede considerar como un
sistema reticulado de moléculas de GAG insoluble en agua, pero sustancialmente diluido cuando se somete a un
liquido, tipicamente un liquido acuoso.

El gel contiene principalmente liquido por peso y puede, por ejemplo, contener 90-99,9 % de agua, pero se comporta
como un solido debido a una red tridimensional de moléculas de GAG reticuladas dentro del liquido. Debido a su
importante contenido liquido, el gel es estructuralmente flexible y similar al tejido natural, lo que lo hace muy dutil
como matriz en la ingenieria de tejidos y para el aumento de tejidos. Ademas es util para el tratamiento del trastorno
de tejidos blandos y para el tratamiento correctivo o estético. Se usa preferiblemente como una formulaciéon
inyectable.
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La reticulacion de la molécula GAG se puede lograr mediante la activacion con un agente de acoplamiento, seguido
de la reaccion con un agente de reticulacion. La concentracion de la molécula GAG vy el grado de extension de la
reticulacion afectan las propiedades mecanicas, por ejemplo, el médulo elastico G', y las propiedades de estabilidad
del gel. Los geles de moléculas de GAG reticuladas se pueden caracterizar en términos de "grado de modificacion".
El grado de modificacion de los geles de moléculas de GAG generalmente varia entre 0,01 y 15 % en moles. El
grado de modificacion (en % en moles) describe la cantidad de agente (s) de reticulacion que esta unido a la
molécula GAG, es decir, la cantidad molar del agente (s) de reticulacion unido en relacién con la cantidad molar total
de unidades repetidas de disacarido. El grado de modificacién refleja hasta qué grado la molécula de GAG ha sido
modificada quimicamente por el agente de reticulacion. Las condiciones de reaccion para la activacion y la
reticulacion y las técnicas analiticas adecuadas para determinar el grado de modificacion son bien conocidas por la
persona experta en la técnica, que puede ajustar facilmente estos y otros factores relevantes y, por lo tanto,
proporcionar condiciones adecuadas para obtener un grado deseable de modificacion y verificar las caracteristicas
del producto resultante con respecto al grado de modificacion.

El producto de hidrogel ademas puede comprender una porcion de moléculas de GAG que no estan reticuladas, es
decir, no estan unidas a la red tridimensional de moléculas de GAG reticulado. Sin embargo, se prefiere que al
menos el 50 % en peso, preferiblemente al menos el 60 % en peso, mas preferiblemente al menos el 70 % en peso,
y lo mas preferiblemente al menos el 80 % en peso, de las moléculas de GAG en una composicion de gel formen
parte de la red de moléculas de GAG reticulado.

La molécula de GAG reticulado esta presente preferiblemente en forma de particulas de gel. Las particulas de gel
tienen preferiblemente un tamafio promedio en el intervalo de 0,01-5 mm, preferiblemente 0,1-0,8 mm, tal como 0,2-
0,5 mm o 0,5-0,8 mm.

El producto de hidrogel puede estar presente en una soluciéon acuosa, pero ademas puede estar presente en forma
seca o precipitada, por ejemplo, en etanol. El producto de hidrogel es preferiblemente inyectable.

El producto de hidrogel puede prepararse mediante un proceso que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una solucién de moléculas de glucosaminoglicano;

(b) activar los grupos carboxilo en las moléculas de glucosaminoglucano con un agente de acoplamiento para
formar moléculas de glucosaminoglucano activadas;

(c) reticular las moléculas de glucosaminoglicano activadas a través de sus grupos carboxilo activados usando
un reticulante funcional, di o multinucledfilo, que comprende un grupo separador seleccionado del grupo que
consiste en di, tri, tetra y oligosacaridos para obtener moléculas de glucosaminoglicano reticulado.

El GAG, de acuerdo con la invencioén, se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en acido hialurénico,
condroitina y sulfato de condroitina. En una modalidad preferida, la molécula de GAG es acido hialurénico.

En la etapa de activacion (b), los grupos carboxilo en las moléculas GAG se activan con un agente de acoplamiento
para formar moléculas GAG activadas.

En una modalidad preferida, el reactivo de acoplamiento de péptidos se selecciona del grupo que consiste en
reactivos de acoplamiento basados en triazina, reactivos de acoplamiento de carbodiimida, reactivos de
acoplamiento derivados de imidazolio, Oxyma y COMU.

El reactivo de acoplamiento de péptidos es preferiblemente un reactivo de acoplamiento basado en triazina, tal como
cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio (DMTMM) y 2-cloro-4,6-dimetoxi-1,3,5-triazina (CDMT).
Un reactivo preferido de acoplamiento de péptidos basado en triazina es el DMTMM.

Otros reactivos de acoplamiento de péptidos preferidos son los reactivos de acoplamiento de carbodiimida,
preferiblemente N- (3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC) combinada con N-hidroxisuccinimida (NHS).

En la etapa de reticulacion (c), la reticulacion de las moléculas de GAG activadas se produce a través de sus grupos
carboxilo usando un reticulante. El reticulante es un reticulante funcional di o multinucledéfilo que comprende un
grupo separador seleccionado del grupo que consiste en di, tri, tetra y oligosacaridos. El reticulante conecta las
cadenas de GAG entre si mediante los grupos carboxilo en la cadena principal de GAG. El grupo separador puede
ser, por ejemplo, un tetrasacarido del acido hialurénico, un hexasacarido del acido hialurénico, trehalosa, lactosa,
maltosa, sacarosa, celobiosa o residuos de rafinosa. Por el término "residuo” se entiende aqui que la estructura del
compuesto es similar, pero no idéntica, a los compuestos originales el tetrasacarido de acido hialurénico, el
hexasacarido de acido hialurénico, la trehalosa, lactosa, maltosa, sacarosa, celobiosa o rafinosa, respectivamente.
La estructura del residuo puede diferir de la estructura del compuesto original en que ha sido provisto con dos o mas
grupos funcionales nucledfilos y opcionalmente unidos covalentemente a través de dichos grupos funcionales
nucledfilos y los grupos carboxilo en la cadena principal del GAG.
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El reticulante funcional di o multinucledfilo comprende dos o mas grupos funcionales capaces de reaccionar con los
grupos carboxilos funcionales del GAG, dando como resultado la formacion de enlaces covalentes, preferiblemente
enlaces amida.

Un grupo preferido de reticulante funcional di o multinucledfilo incluye aminas primarias homo- o heterobifuncionales,
hidracinas, hidracidas, carbazatos, semi-carbazidas, tiosemicarbazidas, tiocarbazatos y aminoxi. Los ejemplos no
limitantes de dichos reticulantes heterobifuncionales utiles en la presente invencion incluyen:
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Los esquemas de reaccion 1a-1h ilustran, esquematicamente, ejemplos de acoplamiento por amina primaria
heterobifuncional (1a), aminoxi (1b), carbazato (1c), semi-carbazida (1d), tiosemicarbazida (1e), tiocarbazato (1f),
hidracina (1g) e hidracida (1h)
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El reticulante funcional di o multinucledfilo contiene un grupo separador seleccionado del grupo que consiste en di, tri,
tetra y oligosacaridos, el cual permanece en los reticulados entre las moléculas de GAG.

El proceso se puede realizar en un Unico recipiente en medios acuosos, que implica el acoplamiento covalente de
reticulantes funcionales di o multinucledfilos directamente a grupos carboxilicos acidos inherentes en los GAG
naturales usando un agente de acoplamiento adecuado. En una modalidad preferida, la etapa de activacion (b) y la
etapa de reticulacion (c) ocurren simultaneamente.

En otra modalidad, la etapa de activacion (b) ocurre antes y por separado de la etapa de reticulacion (c).

El proceso para generar el hidrogel reticulado tipicamente implica la preparaciéon de una mezcla de una molécula de
GAG, tal como acido hialurénico junto con un agente reticulante, tal como diaminotrehalosa, DATH, (0.001-10
equivalentes molares de amina por grupos carboxilicos acidos o preferiblemente 0.001-1 equivalentes molares) y un
agente de acoplamiento tal como DMTMM (0,01-10 equivalentes molares por grupos carboxilicos acidos, o
preferiblemente 0,05-1 equivalentes molares). La incubacion de la mezcla a 5-50 °C, preferiblemente 10-40 °C o
incluso mas preferiblemente 20-35 °C, durante 2-120 horas, preferiblemente 4-48 horas, seguido de un tratamiento
alcalino, neutralizacion, precipitacion, lavado y secado bajo vacio, produce un polisacarido reticulado como un soélido.
El precipitado se hinch6 en un tampon fosfato que contenia NaCl para formar un hidrogel, el hidrogel se microniza
preferiblemente a particulas de hidrogel del tamario de 0,01-5 mm, preferiblemente 0,1-1 mm.

Una aplicacion tipica del producto de hidrogel resultante implica la preparacion de formulaciones inyectables para el
tratamiento de trastornos de tejidos blandos, que incluyen, pero no se limitan, a tratamientos correctivos y estéticos.

En una modalidad mas especifica, la reticulacion del sulfato de condroitina con DATH se puede lograr de la siguiente
manera: la diaminotrehalosa (DATH) se sintetiza como se describe en "Polimeros sintéticos de carbohidratos que
contienen residuos de trehalosa en la cadena principal: preparacion y propiedades caracteristicas"; Keisuke Kurita,
*Nao Masuda, Sadafumi Aibe, Kaori Murakami, Shigeru Ishii y Shin-Ichiro Nishimurat; Macromolecules 1994, 27,
7544-7549.

El sulfato de condroitina (SC) (10-200 kDa) se pesa en un tubo Falcon. Se prepara una solucién madre de
diaminotrehalosa (DATH) disolviendo DATH en un tampén fosfato pH 7,4. EI DMTMM se pesa en un recipiente y la
solucion de DATH se agrega al DMTMM. El pH de la solucion de DMTMM-DATH se ajusta a aprox. 7 mediante la
adicién de HCI 1,2 M o NaOH 0,25 M, y la mezcla se adiciona posteriormente al SC. Los contenidos se homogenizan
minuciosamente y luego se incuban a 15-55 °C durante 2-48 h. El material resultante se presiona, dos veces, a
través de una malla de acero de 1 mm y se hincha en NaOH. El gel se neutraliza con HCI 1,2 M hasta pH 7 y se
precipita con etanol. El precipitado resultante se lava con NaCl 100 mM en etanol al 70 %, con etanol al 70 % y
etanol. El sélido obtenido se seca a 25 °C al vacio. El precipitado se hincha en un tampén fosfato de NaCl al 0,7 %
pH 7,4 y se presiona, tres veces, a través de un filtro de malla. El gel de SC reticulado se llena en jeringas y se
esteriliza.

En otra modalidad mas especifica, la reticulacion del AH con diaminosucrosa se puede lograr de la siguiente manera:
la diaminosucrosa se prepara como se describe en "Biblioteca de protocolos suaves y econdmicos para la
derivatizacion selectiva de sacarosa bajo irradiacion de microondas"; M. Teresa Barros, Krasimira T. Petrova, Paula
Correia-da-Silva y Taterao M. Potewar; Green Chem., 2011, 13, 1897-1906.

El acido hialurénico (AH) (10-1000 kDa) se pesa en un recipiente. Se prepara una solucidon madre de
diaminosucrosa disolviendo diaminosucrosa en un tampon fosfato a pH 7,4. EIl DMTMM se pesa en un recipiente y la
soluciéon de diaminosucrosa se adiciona al DMTMM. El pH de la soluciéon de DMTMM-diaminosucrosa se ajusta a
aprox. 7 mediante la adicion de HCI 1,2 M o NaOH 0,25 M, y la mezcla se adiciona posteriormente al AH. Los
contenidos se homogenizan minuciosamente y luego se incuban a 15-55 °C durante 2-48 h. El material resultante se
presiona, dos veces, a través de una malla de acero de 1 mm y se hincha en NaOH. El gel se neutraliza con HCI 1,2
M hasta pH 7 y se precipita con etanol. El precipitado resultante se lava con NaCl 100 mM en etanol al 70 %, con
etanol al 70 % y etanol. El solido obtenido se seca a 25 °C al vacio. El precipitado se hincha en un tampoén fosfato de
NaCl al 0,7 % pH 7,4 y se presiona, tres veces, a través de un filtro de malla. El gel de AH reticulado se llena en
jeringas y se esteriliza.

En otra modalidad mas especifica, la reticulacion del AH con quitobiosa se puede lograr de la siguiente manera: se
pesa el acido hialurénico (AH) (10-1000 kDa) en un recipiente. Se prepara una solucién madre de quitobiosa
(comprada en Carbosynth Ltd. UK) disolviendo la quitobiosa en un tampoén fosfato pH 7,4. El DMTMM se pesa en un
recipiente y la solucién de quitobiosa se adiciona al DMTMM. El pH de la solucion de DMTMM-quitobiosa se ajusta a
aprox. 7 mediante la adicion de HCI 1,2 M o NaOH 0,25 M, y la mezcla se adiciona posteriormente al AH. Los
contenidos se homogenizan minuciosamente y luego se incuban a 15-55 °C durante 2-48 h. El material resultante se
presiona, dos veces, a través de una malla de acero de 1 mm y se hincha en NaOH. El gel se neutraliza con HCI 1,2
M hasta pH 7 y luego se precipita con etanol. El precipitado resultante se lava con NaCl 100 mM en etanol al 70 %,
con etanol al 70 % y etanol. El sélido obtenido se seca a 25 °C al vacio. El precipitado se hincha en un tampdn
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fosfato de NaCl al 0,7 % pH 7,4 y se presiona, tres veces, a través de un filtro de malla. El gel de AH reticulado se
llena en jeringas y se esteriliza.

En otra modalidad mas especifica, la reticulacion del AH con un diamino tetrasacarido reducido de AH se puede
lograr de la siguiente manera:

El acido hialurénico (AH) (10-1000 kDa) se pesa en un recipiente. Se prepara una solucion madre de un diamino
tetrasacarido reducido de AH disolviendo el diamino tetrasacarido reducido de AH en un tampén fosfato pH 7,4. El
DMTMM se pesa en un recipiente y la solucién del diamino tetrasacarido reducido de AH se adiciona al DMTMM. El
pH del DMTMM vy de la solucién del diamino tetrasacarido reducido de AH se ajusta a aprox. 7 mediante la adicion
de HCI 1,2 M o NaOH 0,25 M, y la mezcla se adiciona posteriormente a HA. Los contenidos se homogenizan
minuciosamente y se incuban a 15-55 °C durante 2-48 h. El material resultante se presiona, dos veces, a través de
una malla de acero de 1 mm y se hincha en NaOH. El gel se neutraliza con HCI 1,2 M hasta pH 7 y se precipita con
etanol. El precipitado resultante se lava con NaCl 100 mM en etanol al 70 %, con etanol al 70 % y etanol. El sélido
obtenido se seca a 25 °C al vacio. El precipitado se hincha en un tampoén fosfato de NaCl al 0,7 % pH 7,4 y se
presiona, tres veces, a través de un filtro de malla. El gel de AH reticulado se llena en jeringas y se esteriliza.

En otra modalidad mas especifica, la reticulacion del AH con dicarbazato trehalosa se puede lograr de la siguiente
manera: a, a-D-trehalosa (1 equiv.) (anhidra) (Carbosynth Ltd. UK) se disuelve en dimetilformamida seca (DMF) y
trietilamina (2-6 equiv.) y se adiciona posteriormente. El matraz se enfria a 0 °C (hielo/agua) y bajo atmdsfera de No.
Se adiciona al matraz cloroformiato de 4-nitrofenilo (2-6 equiv.) gota a gota. La mezcla resultante se deja agitar a
temperatura ambiente durante 2-48 h y luego se concentra, se purifica por CF y se seca al vacio. El producto se
disuelve en DMF, y se adiciona monohidrato de hidracina (2-20 equiv.) a la solucién y se agita a 0-50 °C durante 4-
48 h. La reaccion luego se concentra, se purifica por CF y se seca al vacio para obtener a,a0-D-6,6'-didesoxi-6,6'-
dicarbazato trehalosa (dicarbazato trehalosa, DCT).

El acido hialurénico (AH) (10-1000 kDa) se pesa en un recipiente. Se prepara una solucion madre de dicarbazato
trehalosa (DCT) disolviendo DCT en un tampon fosfato pH 7,4. El DMTMM se pesa en un recipiente y la solucion de
DCT se adiciona al DMTMM. El pH de la solucion de DMTMM-DCT se ajusta a aprox. 7 mediante la adicion de HCI
1,2 M o NaOH 0,25 M, y la mezcla se adiciona posteriormente al AH. Los contenidos se homogenizan
minuciosamente y se incuban a 15-55 °C durante 2-48 h. El material resultante se presiona, dos veces, a través de
una malla de acero de 1 mm y se hincha en NaOH. El gel se neutraliza con HCI 1,2 M hasta pH 7 y se precipita con
etanol. El precipitado resultante se lava con NaCl 100 mM en etanol al 70%, con etanol al 70% y etanol. El sélido
obtenido se seca a 25 °C al vacio. El precipitado se hincha en un tampon fosfato de NaCl al 0,7 % pH 7,4 y luego se
presiona, tres veces, a través de un filtro de malla. El gel de AH reticulado se llena en jeringas y se esteriliza.

En otra modalidad mas especifica, la reticulacion del AH con diaminoxitrehalosa se puede lograr de la siguiente
manera: a una suspension agitada de a,a-D-trehalosa (1 equiv.) (anhidra) (Carbosynth Ltd. UK) en THF anhidro, se
adiciona N-hidroxiftalimida (2-10 equiv.) y trifenilfosfina (2-10 equiv.), y la mezcla se agita durante 5-60 min. Luego
se adiciona, gota a gota, azodicarboxilato de diisopropilo (DIAD, 2-10 equiv.) a 0-40 °C y la mezcla se agita durante
2-48 ha 0-40 °C. El disolvente se elimina al vacio y el producto bruto se purifica por CF y se seca al vacio. Una
suspension del producto en una mezcla de MeOH y CHCl, se trata con monohidrato de hidracina (2-20 equiv.), y la
mezcla se agita a 0-40 °C durante 2-24 h seguido de concentracion, purificacion por CF y secado al vacio para
obtener la diaminoxitrehalosa.

El acido hialurénico (AH) (10-1000 kDa) se pesa en un recipiente. Se prepara una solucion madre de
diaminoxitrehalosa (DAOT) disolviendo la DAOT en un tampén fosfato pH 7,4. El DMTMM se pesa en un recipiente y
la solucion de DAOT se adiciona al DMTMM. El pH de la solucion DMTMM-DAOT se ajusta a aprox. 7 mediante la
adicion de HCI 1,2 M o NaOH 0,25 M, y la mezcla se adiciona posteriormente al AH. Los contenidos se homogenizan
minuciosamente y se incuban a 15-55 °C durante 2-48 h. El material resultante se presiona, dos veces, a través de
una malla de acero de 1 mm y se hincha en NaOH. El gel se neutraliza con HCI 1,2 M hasta pH 7 y se precipita con
etanol. El precipitado resultante se lava con NaCl 100 mM en etanol al 70 %, con etanol al 70 % y etanol. El sélido
obtenido se seca a 25 °C al vacio. El precipitado se hincha en un tampén fosfato de NaCl al 0,7 % pH 7,4 y luego se
presiona, tres veces, a través de un filtro de malla. El gel de AH reticulado se llena en jeringas y se esteriliza.

Ejemplos

Sin desear estar limitado a ello, la presente invencion se ilustrara a continuacion a modo de ejemplos.

Definiciones y Analisis

SwF - Andlisis del factor de hinchazén se realiza en solucion salina.

[PS] - Concentracion del polisacarido, por ejemplo, concentracion del AH. La concentracion de PS se mide con LC-
SEC-UV o NIR.

GelP - Parte de gel (ademas denominada a veces contenido de gel o GelC) es una descripcion del porcentaje del

polisacarido que es parte de la red del gel. Un nimero 90 % significa que solo el 10% del polisacarido no forma parte
de la red. La cantidad de polisacarido libre en el gel se midié con LC-SEC-UV.
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SwC - Capacidad de hinchamiento es la absorcion total de liquido por un gramo de polisacarido, no corregida por la
parte del gel.
SwF

ch=ﬁ

SwCC - Capacidad de hinchamiento corregida (ademas denominada a veces SwDC) es la absorcion total de liquido
por un gramo de polisacarido, corregida por la parte del gel.

Swee = SwF
WS = Gelp + [PS]

CrR - Relacion de reticulacion efectiva se analiza con LC-SEC-MS y se define como:

_ Mol de reticulante reticulado con enlaces amida
Mol de reticulante unido con enlaces amida

CrR

Un CrR de 1,0 significa que todo el reticulante se ha reticulado.
Hidrdlisis alcalina o por calor

En algunos de los ejemplos a continuacion, el producto se sometié a una hidrdlisis alcalina o térmica para hidrolizar
los enlaces éster formados durante el proceso de reticulacién. La hidrdlisis alcalina/térmica produce solo enlaces de
reticulacion de amida en el producto final. La hidrdlisis alcalina/térmica se realiza de la siguiente manera:

Hidrdlisis alcalina

El material se hincha en NaOH 0,25 M (1 g de material: 9 g de NaOH 0,25 M dando como resultado un pH 13)
durante al menos 1 h a temperatura ambiente. El gel se neutralizé con HCI 1,2 M hasta pH 7 y luego se precipité con
etanol. El precipitado resultante se lavé con NaCl 100 mM en etanol al 70 % para eliminar el exceso de reactivos y
luego con etanol al 70 % para eliminar las sales y finalmente con etanol para eliminar el agua. El etanol se elimin6
en un secador de vacio durante la noche.

El precipitado se hinché en un tampodn fosfato de NaCl al 0,7 % pH 7,4 y luego se presiond, tres veces, a través de
un filtro de malla fina. El gel se llen6 en jeringas y se esterilizd. En algunos casos, un par de jeringas no fueron
esterilizadas para ver el efecto de la esterilizacion.

Hidrdlisis por calor

El material se hincha en un tampdn fosfato de NaCl al 0,7 %, pH 7,4 a temperatura ambiente. El pH se ajusta a 7,2-
7,5 si es necesario. El gel se deja a 70 °C durante 20-24 h y luego se reduce el tamafio de particula a través de un
filtro de malla fina tres veces. El gel se llend en jeringas y se esterilizd. En algunos casos, un par de jeringas no
fueron esterilizadas para ver el efecto de la esterilizacion.

Sintesis de diaminotrehalosa hialurénica

La diaminotrehalosa (DATH) se sintetiz6 como se describe en "Polimeros sintéticos de carbohidratos que contienen
residuos de trehalosa en la cadena principal: preparacion y propiedades caracteristicas"; Keisuke Kurita, *Nao
Masuda, Sadafumi Aibe, Kaori Murakami, Shigeru Ishii y Shin-Ichiro Nishimurat; Macromolecules 1994, 27, 7544-
7549.

Ejemplo 1 - Reticulacion de acido hialurénico con diaminotrehalosa (DATH)

Se realizaron una serie de experimentos (Ejemplos 1-1 a 1-5) que implicaron la reticulacién del acido hialurénico (AH)
de diferentes pesos moleculares con diversas relaciones molares de DATH usando cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5 -
triazin-2-il)-4-metilmorfolinio (DMTMM) como agente de acoplamiento. Las relaciones entre AH, DATH y DMTMM se
exponen en la Tabla 1 a continuacion.

El hialuronano (peso molecular (M) desde aproximadamente 100 kDa hasta aproximadamente 1000 kDa) se peso
en un tubo Falcon. Se preparé una solucion madre de diaminotrehalosa (DATH) disolviendo DATH (0,001-0,005
equiv.) en un tampon fosfato pH 7,4. Se pes6 DMTMM (0,05 equiv.) en un recipiente de PETF y se adiciono la
solucion de DATH a DMTMM para disolverlo. El pH de la solucion DMTMM-DATH se ajusté a 6-7 con HCI 1,2 M o
NaOH 0,25 M y luego se adicion6 al AH. Los contenidos se homogenizaron minuciosamente y luego se incubaron a
35 °C durante 24 h.
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El material resultante se presiono, dos veces, a través de una malla de acero de 1 mm y luego se traté con una
solucion de NaOH. El gel se neutralizd con HCI 1,2 M hasta pH 7 y luego se precipité con etanol. El precipitado
resultante se lavo con NaCl 100 mM en etanol al 70 % para eliminar el exceso de reactivos y luego con etanol al
70 % para eliminar las sales y finalmente con etanol para eliminar el agua. El etanol se eliminé en un secador de
vacio durante la noche.

El precipitado se hinché en un tampoén fosfato de NaCl al 0,7 % pH 7,4 y luego se presiond, tres veces, a través de
un filtro de malla. El gel se llend en jeringas y se esterilizo.

Tabla 1.
Ejemplo |<M,> (MDa) Eq EQ Monofasico[HA] 50mg/mL |CrR |GelC (%) | SwCC (ml/g)
DMTMM DATH
11 1,06 0,05 0,003 No 0,99 [NA NA
1-2 1,06 0,05 0,001 Si 0,99 |74 101
1-3 0,64 0,05 0,005 Si NA |93 38
1-4 0,31 0,05 0,005 Si NA |85 49
1-5 0,11 0,05 0,005 Si NA |84 123
NA: no disponible ya que no se realizo el analisis

Ejemplo 2 - Reticulacion del acido hialurénico con diaminotrehalosa (DATH)

Se realizaron una serie de experimentos (Ejemplos 2-1 a 2-11) que implicaron la reticulacion del acido hialurénico
(AH) de diferentes pesos moleculares con diversas relaciones molares de DATH usando cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-
1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio (DMTMM) como agente de acoplamiento. Las relaciones entre AH, DATH vy
DMTMM se exponen en la Tabla 2 a continuacion.

El acido hialurénico se pes6 en un recipiente de reaccion. Se prepard una solucion madre del reticulante (DATH)
disolviéndolo en un tampén fosfato pH 7,4. Se pes6 el DMTMM en un recipiente de PETF y se adiciono6 la solucion
de reticulante al DMTMM para disolverlo. El pH de la solucién de reticulante DMTMM se ajusté a 6-7 con HCI 1,2 M
o NaOH 0,25 M y luego se adicion6 al AH. Los contenidos se homogenizaron minuciosamente y luego se incubaron
a 35 °C durante 24 h. El material resultante se presiond, dos veces, a través de una malla de acero de 1 mm y luego
se tratd con calor o via alcalina. Los resultados se muestran en la Tabla 2.
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Ejemplo 3 - Reticulacion de acido hialurénico con quitobiosa (CB)

El acido hialurénico se peso en un recipiente de reaccion. Se preparé una solucion madre del reticulante (quitobiosa)
disolviéndolo en un tampén fosfato pH 7,4. Se pes6 el DMTMM en un recipiente de PETF y se adicion6 la solucion
de reticulante al DMTMM para disolverlo. El pH de la solucion de reticulante DMTMM se ajusté a 6-7 con HCI 1,2 M y
luego se adiciond al AH. Los contenidos se homogenizaron minuciosamente y luego se incubaron a 35 °C durante
24 h. El material resultante se presiond, dos veces, a través de una malla de acero de 1 mm vy luego se traté con
calor o via alcalina de acuerdo con los procedimientos generales. Las relaciones entre AH, quitobiosa y DMTMM se
exponen a continuacion en la Tabla 3 (Ejemplos 3-1 a 3-2).

Ejemplo 4 - Reticulacion de acido hialurénico con diaminotetra-AH (DA-4AH)

El diaminotetra-AH (DA-4HA) se sintetizé de acuerdo con el siguiente esquema:

0 ONa OH O ONa OH
o} o}
HO O\HO” t \_o O\HO
HO o HO o oH
OH O%NH OH O%NH

Q OH
HO O\HO” & \ o O\HO” SS:‘ oH
HO O HO o]
OH o NH OH o NH
X X

Q OH
HO O HO o
OH NH; OH NH;
2

+

Q OH
HO o HO o
OH 0s :.NH OH NH,
3
Etapa 1

Una solucion de AH-4 (500 mg, 0,61 mmol) en agua (5 ml) a temperatura ambiente se traté con borohidruro de sodio
(23,05 mg, 0,61 mmol) y la soluciéon resultante se agité durante 3 h, se concentré a sequedad para proporcionar el
producto reducido 1 (5632 mg, asumido 100 %) como un espumado blanco.

LCMS (t = 0,28 min., ES+ =779,4 (M-2 Na + 2H)

Etapa 2

El producto reducido 1 (5632 mg) se disolvié en NH,OH acuoso (5 ml, 50 % v/v/) y se adicion6 NH4l sélido (100 mg).
La suspension resultante se calenté a 70 °C durante 48 h, se enfri6 a temperatura ambiente y se concentré a
sequedad para proporcionar un residuo. El residuo se precipitdé en EtOH puro y el precipitado resultante se colecté
por filtracion y se secd hasta un peso constante para proporcionar una mezcla 1:1 de diamina 2 y monoamina 3 con
un rendimiento cuantitativo. El producto bruto de reaccién se usé sin purificacion adicional.
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2: LCMS (t = 0,16 min, ES+ = 695,36 (M-2 Na + 2H)
3: LCMS (t, = 0,19 min, ES+ = 737,47 (M-2 Na + 2H)

El acido hialurénico se pesdé en un recipiente de reaccién. Se preparé una solucién madre del reticulante
(diaminotetra-AH), sintetizada como se describié anteriormente, y DMTMM respectivamente disolviéndolo en un
tampon fosfato pH 7,4. El pH de las soluciones se ajustd a 7 y luego se adiciond al HA. Los contenidos se
homogenizaron minuciosamente y luego se incubaron a 23 °C durante 24 h. El material resultante se presiono, dos
veces, a través de una malla de acero de 1 mm y luego se traté con calor de acuerdo con los procedimientos
generales. La relacion entre AH, diaminotetra-AH y DMTMM se establece a continuacién en la Tabla 3 (Ejemplo 4).

Ejemplo 5 - Reticulacion de heparosano (HEP) con diaminotrehalosa (DATH)

El agente de acoplamiento DMTMM vy el reticulante DATH se pesaron en recipientes de reaccion separados y se
disolvieron en un tampodn fosfato (pH 7,4). El pH de las soluciones se ajusté a pH 7-7,5 con HCI 1,2 M o NaOH 0,25
M. Posteriormente, las soluciones de DMTMM y DATH se adicionaron sucesivamente al heparosano pesado en un
recipiente de reaccion. Los contenidos se homogenizaron minuciosamente y luego se incubaron a 35 °C durante 24
h. El material resultante se presiono, dos veces, a través de una malla de acero de 1 mm y luego se traté con calor
de acuerdo con los procedimientos generales. Las relaciones entre heparosano, DATH y DMTMM se exponen en la
Tabla 3 a continuacion (Ejemplos 5-1 a 5-2).

Ejemplo 6 - Reticulacion de sulfato de condroitina (SC) con diaminotrehalosa (DATH)

El agente de acoplamiento DMTMM vy el reticulante DATH se pesaron en recipientes de reaccion separados y se
disolvieron en un tampodn fosfato (pH 7,4). El pH de las soluciones se ajust6 a pH 7-7,5 con HCI 1,2 M o NaOH 0,25
M. Posteriormente, las soluciones de DMTMM y DATH se adicionaron sucesivamente al sulfato de condroitina
pesado en un recipiente de reaccion. Los contenidos se homogenizaron minuciosamente y luego se incubaron a
35 °C durante 24 h. El material resultante se presiond, dos veces, a través de una malla de acero de 1 mm y luego
se traté con calor de acuerdo con los procedimientos generales. Las relaciones entre sulfato de condroitina, DATH y
DMTMM se exponen, a continuacion, en la Tabla 3 (Ejemplos 6-1 a 6-2).
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REIVINDICACIONES

Un producto de hidrogel que comprende moléculas de glucosaminoglucano como el polimero hinchable, en
donde las moléculas de glucosaminoglucano se reticulan covalentemente mediante reticulaciones que
consisten esencialmente en un grupo separador seleccionado del grupo que consiste en di, tri, tetra y
oligosacaridos, en donde las moléculas de glucosaminoglucano reticuladas estan libres, o esencialmente
libres de estructuras o enlazadores sintéticos no carbohidratos.

Un producto de hidrogel de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde las moléculas de glucosaminoglicano
son acido hialurénico.

Un producto de hidrogel de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el grupo
separador es un residuo de tetrasacarido de acido hialurénico, un hexasacarido de acido hialurénico,
trehalosa, lactosa, maltosa, sacarosa, celobiosa o rafinosa.

Un producto de hidrogel de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el grupo
separador se selecciona del grupo que consiste en di, tri y tetrasacaridos.

Un producto de hidrogel de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde al menos el
90 % de los enlaces entre las moléculas de glucosaminoglicanos y los reticulados son enlaces amida.

Un producto de hidrogel de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde menos del
5 % de los enlaces entre las moléculas de glucosaminoglucano y los reticulados son enlaces éster.

Un producto de hidrogel de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en forma de
formulacion inyectable.

Un proceso para la preparacion de un producto de hidrogel que comprende moléculas de glucosaminoglicano
reticulado, que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una solucién de moléculas de glucosaminoglicano;

(b) activar los grupos carboxilo en las moléculas de glucosaminoglucano con un agente de acoplamiento
para formar moléculas de glucosaminoglucano activadas;

(c) reticular las moléculas de glucosaminoglucano activadas a través de sus grupos carboxilo activados
mediante el uso de un reticulante funcional di o multinucledfilo que comprende un grupo separador
seleccionado del grupo que consiste en di, tri, tetra y oligosacaridos para obtener moléculas de
glucosaminoglucano reticulado, en donde las moléculas de glucosaminoglucano reticulado estan libres, o
esencialmente libres de estructuras o enlazadores sintéticos no carbohidratos.

Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde las moléculas de glucosaminoglicano son acido
hialurénico.

Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8-9, en donde el grupo separador es un
residuo de tetrasacarido de acido hialurénico, un hexasacarido de acido hialurénico, trehalosa, lactosa,
maltosa, sacarosa, celobiosa o rafinosa.

Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8-10, en donde el grupo separador se
selecciona del grupo que consiste en di, tri y tetrasacaridos.

Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8-11, en donde los grupos nucledfilos del
reticulante se seleccionan del grupo que consiste en amina primaria, hidracina, hidracida, carbazato, semi-
carbazida, tiosemicarbazida, tiocarbazato y aminoxi.

Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8-12, en donde la reticulacién de la etapa (c)
proporciona enlaces amida entre las moléculas de glucosaminoglicanos y los reticulantes.

Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8-13, en donde el agente de acoplamiento es
un reactivo de acoplamiento basado en triazina, preferiblemente DMTMM.

Un método de tratamiento cosmético de la piel, que comprende administrar a la piel un producto de hidrogel

de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7 o un producto de hidrogel obtenible por un método de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8-14.
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