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DESCRIPCION
Agente de reticulacion de diamina, cuerpo reticulado de polisacarido acido y material médico
Campo técnico
La presente invencion se refiere a sulfato de condroitina reticulado, y a usos médicos del producto reticulado.
Antecedentes de la técnica

Los polisacaridos reticulados obtenidos por enlace covalente de moléculas de polisacaridos son materiales médicos
prometedores debido a la alta biocompatibilidad de los polisacaridos per se y han sido sujetos de interés en diversas
investigaciones.

Como métodos de reticulacion pueden citarse, por ejemplo, las siguientes cuatro categorias.
(1) Reticulacion con agentes de reticulacion de aldehidos tales como formaldehido o glutaraldehido.

(2) Autorreticulacion sin ningun grupo de reticulacion que se produce entre grupos carboxilo y grupos hidroxilo ambos
presentes en los polisacaridos.

(3) Reticulacién con agentes de reticulacion homobifuncionales tales como diepoéxidos, divinilsulfonas, diaminas y
dihidrazidas, o agentes de reticulacion heterobifuncionales tales como epihalohidrinas.

(4) Reticulacion mediante la reaccion de polisacaridos que tienen grupos funcionales tales como grupos fotorreactivos,
grupos funcionales polimerizables, grupos amino, grupos tiol y halégenos, con polisacaridos que tienen grupos
reactivos que son complementarios a los grupos funcionales anteriores.

Esos métodos en la categoria (1) tienen un problema de seguridad. Por ejemplo, la publicaciéon de patente japonesa
Kohyo n.° 2013-503688 describe que la formalina o el glutaraldehido usados como agente de reticulacion
experimentan la reaccion de reticulacion también con proteinas en un organismo vivo para dar lugar a toxicidad tisular.

Con respecto a la autorreticulacion de la categoria (2), por ejemplo, se toma acido hialurénico (HA), por ejemplo, acido
hialurénico unido a un éster autorreticulado en el que una parte o todos los grupos carboxilo en una molécula se
esterifican con grupos alcohol de la misma molécula de polisacarido o de diferentes moléculas de polisacarido se
divulga en la patente EP n.° 341745. Ademas, el documento WO 99/10385 divulga acido hialurénico unido a un éster
autorreticulado preparado congelando y posteriormente descongelando al menos una vez una disolucién acuosa de
acido hialurénico en condiciones acidas. EI documento WO 01/57093 divulga acido hialurénico unido a un éster
autorreticulado preparado mezclando acido hialurénico con una disolucion acida para que la concentracion no sea de
menos del 5% y manteniendo la mezcla como tal sin congelar la mezcla. En los métodos en los que una disolucién
acuosa de acido hialurénico se congela en condiciones acidas, la semivida de la disolucién aumenta a medida que el
tiempo de congelacion es mas largo, pero la congelacion excesivamente prolongada provoca que disminuya el peso
molecular del acido hialurénico, lo que da como resultado un acortamiento de la semivida de la disolucion. Ademas,
el hecho de que la autorreticulacion se produzca sin ningun agente de reticulacion hace que sea imposible controlar
el tiempo de desintegracion seleccionando una estructura quimica apropiada del agente de reticulacion.

Con respecto a la categoria (3), la publicacién de patente japonesa Kohyo n.° 2011-505362 divulga productos
reticulados de acido hialurénico o sulfato de condroitina (CS) obtenidos con agentes de reticulacion de diepdxido tales
como diglicidil éter de 1,4-butanodiol (BDDE).

Con respecto a la categoria (4), Adv. Mater., 2011, 23 (12), H41-56 (Jason A. Burdick et al.) divulga la introduccion de
adipato de dihidrazida, tiramida, metacrilato, metacrilato de glicidilo, tiopropionilhidrazida, bromoacetato y similares
con respecto a grupos carboxilo y grupos hidroxilo de acido hialurénico.

Como ejemplo que apunta a la modificacion eficiente de las propiedades fisicas de los polisacaridos, puede citarse un
método para reticular grupos carboxilo de polisacaridos por diaminas (correspondiente a la categoria (3)). Por ejemplo,
la solicitud de publicacion de patente japonesa Kokai n.° 2000-70356 divulga productos reticulados obtenidos haciendo
reaccionar grupos carboxilo de polisacaridos tales como acido alginico (Alg) y acido hialurénico con alquildiaminas
tales como etilendiamina. Ademas, la publicacién de patente japonesa Kohyo n.° 2002-529549 divulga
carboximetilcelulosa (CMC) reticulada con 1,3-diaminopropano. Un informe describe que los derivados de sulfato de
condroitina se han producido con el uso de diaminas como agentes de reticulacion (Biomaterials, 1995, 16, 473-478
(Amnon Sintov et al.)). Sin embargo, diversos analisis de productos preparados reproduciendo el método de
produccion informa no confirmaron la reticulacion del sulfato de condroitina (J. Biomater. appl., 1998, 12, 201-221 (C.
Bourie et al.)) y concluyé que la produccion de sulfato de condroitina reticulada era irreal.

Algunos informes describen que los ésteres se seleccionan como sitios biodegradables que permiten que se
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desintegren los polisacaridos acidos reticulados. Por ejemplo, Adv. Mater., 2011, 23 (12), H41-56 (Jason A. Burdick et
al.) informa que el acido hialurénico se reticula mediante la introduccién de tiramida o metacrilato de glicidilo seguido
por la reaccion por radicales o reaccion de polimerizacion. Ademas, la solicitud de publicacion de patente japonesa
Kokai n.° H6-73102 presenta un informe en el que un compuesto fotosensible se une con éster a grupos carboxilo en
acido hialurénico o sulfato de condroitina y el polisacarido se fotorreticula. Estos informes se asocian con productos
reticulados obtenidos por reacciéon en dos etapas, incluyendo la introduccién de grupos reactivos y la reaccion de
reticulacion.

El 2-aminoacetato de 2-aminoetilo (GlyC2N), ilustrado en el cuadro de la derecha a continuacion, es un ejemplo de
las estructuras mas simples de los agentes de reticulacion de diamina que tienen un sitio biodegradable. Segun las
reglas de Baldwin (reglas empiricas que describen la preferencia relativa de las reacciones nucledfilas
intramoleculares) (J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1976, 734-736. (Jack E. Baldwin), J. Org. Chem., 1977, 42 (24),
3846-3852. (Jack E. Baldwin et al.)), el grupo carbonilo (un grupo electréfilo) en el enlace éster y el grupo amino (un
grupo nucledfilo) pueden formar un anillo de 5 miembros (tipo 5-exo-trig). Por tanto, se entiende que la reaccion de
sustitucion nucledfila intramolecular es probable que se produzca en estructuras analogas a la diamina anterior (véase
a continuacion). En general, se sabe que las estructuras exo-trig relativamente simples forman un anillo de 3 a 7
miembros en el estado de transicion.

[Férm. quim. 1]
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El cuadro de la izquierda anterior ilustra un ejemplo de las reglas de Baldwin. El cuadro de la derecha ilustra la
reordenacion acilo O — N de GlyC2N.

Como ejemplo especifico de la preferencia relativa de las reacciones intramoleculares, la estructura similar -a-
aminoacido-(enlace éster)-serina o treonina- se convierte faciimente en -o-aminoacido-(enlace amida)-serina o
treonina- por reaccion nucledfila intramolecular del grupo amino libre en serina al carbono carbonilico en el enlace
éster (reordenacion acilo O — N), en agua y en condiciones fisiologicas (Org. Lett., 2008, 10 (22), 5243-5246 (Natalia
N. et al.), J. Org. Chem 2006, 71, 6171-6177 (Irene Coin et al.)). La reordenacion de acilo S — N también se usa en
reacciones similares (Science, 1994, 266 (5186), 776-779 (Dawson P.E. et al.)). Estas estructuras se denominan
generalmente péptidos interruptores o ligamientos quimicos nativos y se usan con frecuencia como técnicas para la
sintesis quimica o la conversion estructural de péptidos.

Basandose en los hechos descritos anteriormente, es concebible que los agentes de reticulacion de diamina que
tienen un sitio biodegradable experimentaran facilmente reacciones de sustitucion nucledfila intramolecular, y en
realidad no ha habido informes que describan que se usan como agentes de reticulacion para polisacaridos acidos.

Existen informes que describen que los compuestos que tienen la estructura de diamina anterior en parte de la
molécula se usan para reacciones de reticulacion. Por ejemplo, el documento WO 96/34618 divulga un método en el
que el 2-aminoacetato de 2-aminoetilo y el dicianato de hexametileno se mezclan entre si para formar un agente de
reticulacion polifuncional y las proteinas que tienen grupos amino se reticulan con el mismo. Otro ejemplo se informa
en el documento WO 99/11703 en el que el acido alginico, el poli(acido glutamico) o la carboximetilcelulosa se reticula
con una dihidrazida o un acido dicarboxilico en el que esta presente un esqueleto de 2-aminoglicinato en el esqueleto
de dihidrazida o el esqueleto de acido dicarboxilico.

Incluso en estos informes, el uso de un agente reticulante que tiene una estructura como GlyC2N en la molécula
implica la conversion de las estructuras de amino en ambos extremos para dar dos grupos carboxilo o dos grupos
hidrazida para inhibir la reaccion intramolecular. Es decir, los agentes de reticulacion no tienen directamente una
estructura de diamina con un sitio biodegradable en la molécula.

El documento EP 2353612 A1 describe un hidrogel inyectable reticulado in situ que se prepara mediante un método
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que comprende las siguientes etapas: (1) introducir una disolucion activa de reticulacion en un recipiente para
inyectables, en el que la disoluciéon activa de reticulacion contiene al menos una clase de macromoléculas
biocompatibles, tales como un sulfato de condroitina, con mas de dos grupos tiol en la cadena lateral; (2) sellar el
recipiente para inyectables que contiene la disolucion activa de reticulacion; y (3) oxidar los grupos tiol en enlaces
disulfuro para formar el hidrogel reticulado por oxigeno disuelto en la disolucion activa de reticulacion en el recipiente
para inyectables sellado.

A pesar de una variedad de estudios realizados sobre los agentes de reticulacion para polisacaridos acidos, no se ha
informado de agentes de reticulacion de diamina que, sin la combinacién con otras clases de moléculas, permitan un
control facil y simultaneo de la tension fisica y el tiempo de desintegracion segun las aplicaciones de uso de materiales
médicos al tiempo que garanticen la alta biocompatibilidad de los polisacaridos acidos.

Lista de referencias

Bibliografia de patentes

Documento de patente 1: publicacién de patente japonesa Kohyo n.° 2013-503688
Documento de patente 2: patente EP n.° 341745

Documento de patente 3: documento WO 99/10385

Documento de patente 4: documento WO 01/57093

Documento de patente 5: publicacién de patente japonesa Kohyo n.° 2011-505362
Documento de patente 6: solicitud de publicacion de patente japonesa Kokai n.° 2000-70356
Documento de patente 7: publicaciéon de patente japonesa Kohyo n.° 2002-529549
Documento de patente 8: solicitud de publicacion de patente japonesa Kokai n.° H6-73102
Documento de patente 9: documento WO 96/34618

Documento de patente 10: documento WO 99/11703

Documento de patente 11: documento EP 2353612 A1

Bibliografia no de patentes

Documento no de patente 1: Adv. Mater., 2011, 23 (12), H41-56 (Jason A. Burdick et al.)

Documento no de patente 2: Biomaterials, 1995, 16, 473-478 (Amnon Sintov et al.)

Documento no de patente 3: J. Biomater. appl., 1998, 12, 201-221 (C. Bourie et al.)

Documento no de patente 4: J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1976, 734-736. (Jack E. Baldwin)

Documento no de patente 5: J. Org. Chem., 1977, 42 (24), 3846-3852. (Jack E. Baldwin et al.)

Documento no de patente 6: Org. Lett., 2008, 10 (22), 5243-5246 (Natalia N. et al.)

Documento no de patente 7: J. Org. Chem. 2006, 71, 6171-6177 (Irene Coin et al.)

Documento no de patente 8: Science, 1994, 266 (5186), 776-779 (Dawson P.E. et al.)

Divulgacion de la invencion

Problema técnico

Los métodos de reticulacion de cadenas de azucares se han estudiado enérgicamente tal como se describid
anteriormente. En los métodos de la categoria (3), se ha informado sobre el hecho de que los agentes de reticulacion
de diepoxido pueden alterar de manera drastica las propiedades de diversos polisacaridos, pero aun no es posible el
control del tiempo de desintegracion de manera al tiempo que se logran tales propiedades. Los agentes de reticulacion

de alquildiamina no tienen sitios biodegradables, y este hecho estructural hace imposible controlar el tiempo de
desintegracion determinado por la descomposicion de los agentes de reticulacion. Esos métodos en la categoria (4)
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son complicados debido a la necesidad de una reaccion de dos etapas que incluye la introduccién de grupos reactivos
y la reaccioén de reticulacion. Por tanto, no se han realizado agentes de reticulacion ideales que satisfagan toda la
seguridad, la preparacion facil, la alteracion eficiente de las propiedades fisicas y las propiedades de desintegracion.
En particular, puede decirse que hay grandes dificultades implicadas en el desarrollo de agentes de reticulacion que
pueden modificar de manera eficiente las propiedades fisicas y proporcionar propiedades de desintegracion
satisfactorias al mismo tiempo.

Cuando se usan materiales médicos que incluyen polisacaridos reticulados como, por ejemplo, materiales de relleno
tisular o materiales que impiden la adhesién, se exige que los polisacaridos reticulados tengan una alta
biocompatibilidad de manera natural y también se les exige particularmente que presenten tension fisica para separar
los tejidos entre si (rendimiento de barrera) después de la administracion junto con un rendimiento de desintegracion
rapido después del lapso de tiempo de un periodo recomendado. Los polisacaridos reticulados usados como
materiales que impiden la adhesién tienen un desafio en el que el aumento de la tensién fisica hace que los materiales
sean persistentes, mientras que la desintegracion rapida conlleva una tension fisica insuficiente. Debido a que estos
fendmenos son una compensacion, el desafio se encuentra en un nivel de dificultad muy alto y no se han realizado
materiales que impidan la adhesion que incluyan polisacaridos reticulados que tengan los dos rendimientos anteriores.

No se conocen agentes de reticulacion de diamina que, sin la combinacion con otras clases de moléculas, permitan
un control facil y simultaneo de la tensién fisica y el tiempo de desintegracion segun las aplicaciones de uso de
materiales médicos al tiempo que garantizan la alta biocompatibilidad de los polisacaridos acidos.

La presente invencion utiliza agentes de reticulacion de diamina altamente practicos, tal como se describira en el
presente documento, que pueden reticular polisacaridos acidos por reaccion de condensacion directa con grupos
carboxilo en los polisacaridos acidos para dar productos reticulados que tengan tension fisica apropiada y propiedades
de desintegracion rapida después del lapso de tiempo de un periodo recomendado.

Solucién al problema

A la luz de los objetos anteriores, los inventores llevaron a cabo estudios exhaustivos para desarrollar agentes de
reticulacién de diamina capaces de proporcionar polisacaridos acidos reticulados que tengan una tension fisica
apropiada y propiedades de desintegracion apropiadas después del lapso de tiempo de un periodo recomendado
segun las aplicaciones de uso de materiales médicos.

Como resultado, los inventores han descubierto que un agente de reticulacion de diamina que tiene sustituyentes
especificos principalmente derivados de un aminoacido o un derivado del mismo y un aminoalcohol o un derivado del
mismo y que tiene al menos un sitio biodegradable puede reticularse, sin combinacion con otras clases de moléculas,
un polisacarido acido para dar un polisacarido acido reticulado mientras permite un control facil y simultaneo de la
tension fisica y el tiempo de desintegracion del producto reticulado. La presente invencion se ha completado en base
al hallazgo. Si bien la presente invencion se describe dentro del contexto de los polisacaridos acidos reticulados de
manera mas generalmente, debe entenderse que la invencion se refiere a sulfato de condroitina reticulado y a
materiales médicos que comprenden el mismo tal como se definen en las reivindicaciones adjuntas.

Especificamente, la presente invencion se refiere a los siguientes aspectos.

(1) Un polisacarido acido reticulado obtenido formando reticulaciones por un enlace amida entre grupos amino
primarios en un agente de reticulacion de diamina y grupos carboxilo en un polisacarido acido;

en el que el polisacarido acido es sulfato de condroitina; y en el que el agente de reticulacion de diamina es un
compuesto de diamina que tiene los grupos amino primarios en ambos extremos terminales y un enlace éster o tioéster
en la molécula de manera que el carbono carbonilico del éster o tioéster esta en una cadena lineal que conecta los
dos grupos amino terminales, en el que el numero de atomo en la cadena lineal entre al menos uno de los grupos
amino y el carbono carbonilico en el éster o tioéster es de 1 a 5.

(2) El polisacarido acido reticulado segun (1), en el que el agente de reticulacion de diamina se representa por la
férmula general (1) a continuacion:

[Férm. quim. 2]
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en la que el numero de atomos en la cadena lineal entre los grupos amino primarios en ambos extremos terminales
esde5a 12,

X e Y son cada uno independientemente un enlace sencillo, un grupo alquileno sustituido o no sustituido, un grupo
alquenileno sustituido o no sustituido, o un grupo alquinileno sustituido o no sustituido, con la condiciéon de que Xe Y
no pueden ser enlaces sencillos al mismo tiempo;

Z representa un atomo de oxigeno o un atomo de azufre, preferiblemente un atomo de oxigeno;

R' y R? son cada uno independientemente un atomo de hidrégeno, un grupo -CONR3R*, un grupo - COORS, un grupo
alquilo sustituido o no sustituido, un grupo alquenilo sustituido o no sustituido, o un grupo alquinilo sustituido o no
sustituido;

cualquier -CHa- en un grupo alquileno, grupo alquenileno o grupo alquinileno representado por X o Y puede sustituirse
con uno o mas grupos seleccionados del grupo que consiste en grupo amida (-CONH-), grupo éster (-C(=0)-O-), grupo
éter (-O-), grupo imino (-NH-) y grupo fenileno en los que cualquier grupo éster, grupo amida, grupo éter (-O-) y grupo
imino (-NH-) presentes en X o Y no pueden estar directamente adyacentes a -CO-Z- en la férmula (1),

cualquier -CHz- en un grupo alquilo, grupo alquenilo o grupo alquinilo representado por R' o R? puede sustituirse con
uno o mas grupos seleccionados del grupo que consiste en >C=0, -CONH-, arileno, -O-, -NR®- y -S-;

los sustituyentes en X, Y, R' y R? se seleccionan del grupo que consiste en grupos hidroxilo, grupos alquilo que tienen
de 1 a 6 atomos de carbono, grupos fenilo, grupos indolilo, grupos diazolilo, grupos -(CH.),-NHMe, grupos -(CH>),-
NMe,, grupos -(CH2),-CONR3R?, grupos -(CH2),-COORS®, grupos -SMe y grupos -SH, y los sustituyentes en X e Y
pueden seleccionarse del grupo que consiste en grupos 4-hidroxifenilo, atomos de haldégeno, grupos nitro y grupos
nitrilo, en los que n representa independientemente en cada caso un nimero entero de 0 a 4;y

R3, R* RSy R® son cada uno independientemente un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo opcionalmente sustituido
con grupo fenilo.

(3) El polisacarido acido reticulado segun (2), en el que el nimero de atomos en la cadena lineal entre los grupos
amino en ambos extremos terminales es de 5 a 8.

(4) El polisacarido acido reticulado segun (2), en el que el nimero de atomos en la cadena lineal entre los grupos
amino en ambos extremos terminales es de 5 6 6.

(5) El agente de reticulacion de diamina segun uno cualquiera de (2) a (4), en el que
R' es un atomo de hidrégeno, o un grupo alquilo sustituido o no sustituido;

R? es un atomo de hidrégeno, un grupo -CONR3R* o un grupo -COORS;

X es un enlace sencillo o un grupo alquileno que puede sustituirse con halégeno;

Y es un grupo alquileno sustituido o no sustituido;

el/los sustituyente(s) en R' se selecciona del grupo que consiste en grupos metilo, grupos fenilo, grupos indolilo, grupos
-COORS® y grupos -S-Me; y

el/los sustituyente(s) en Y se selecciona del grupo que consiste en grupos metilo, grupos fenilo y grupos -COORS.

(6) El polisacarido acido reticulado segun uno cualquiera de (2) a (4), en el que

X es un enlace sencillo; Y es un grupo >CRR®; y

R’ y R® son cada uno independientemente un atomo de hidrégeno, un grupo hidroxilo, un grupo alquilo que tiene de 1
a 6 atomos de carbono, un grupo fenilo, un grupo 4-hidroxifenilo, un grupo indolilo, un grupo diazolilo, un grupo -(CH2),-
NHMe, un grupo -(CHz)a-NMez, un grupo -(CH2),--CONR3R*, un grupo -(CH2),-COOR?, un grupo -SH, un atomo de
halégeno, un grupo nitro o un grupo nitrilo.

(7) El polisacarido acido reticulado segun (6), en el que

R? es un grupo -CONR3R* 0 un grupo -COORS?,

R” es un atomo de hidrégeno; y
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R® es un atomo de hidrégeno o un grupo metilo.

(8) El polisacarido acido reticulado segun (3) o (4), en el que al menos uno de X e Y se sustituye con un grupo fenilo,
un grupo 4-hidroxifenilo, un grupo -CONR3R?, un grupo -COORS®, un atomo de halégeno, un grupo nitro o un grupo
nitrilo.

(9) El polisacarido acido reticulado segun (6), en el que R” y R® son cada uno independientemente un atomo de
hidrogeno, un grupo fenilo, un grupo 4-hidroxifenilo, un grupo -CONR3R#*, un grupo -COORS®, un atomo de halégeno,
un grupo nitro o un grupo nitrilo.

(10) El polisacarido acido reticulado segun (9), en el que R' es un atomo de hidrégeno, un grupo -(CHz)2-S-CHs, un
grupo -(CHz)3 6 --NHMe, un grupo -(CHz)3 s -NMez 0 un grupo -(CHz)1 5 -COORS.

(11) El polisacarido acido reticulado segtn (10), en el que R? es un grupo -CONR3R* o un grupo -COOR?®, y Ry R®
son atomos de hidrégeno.

(12) El polisacarido acido reticulado segutin (11), en el que R' es un atomo de hidrogeno.

(13) Un polisacarido acido reticulado o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo representado por la férmula

general a continuacion:
RRH 9
CS H X Z )4 )k
T 7( T \Y N cs
H
O R'H O

en la que CS es una estructura en la que un grupo carboxilo se excluye del sulfato de condroitina o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo,

dos CS en la férmula anterior son una misma molécula o moléculas diferentes del sulfato de condroitina,
X,Y, Z, R" a R® son tal como se definieron en (2) anteriormente,
el numero de atomos en la cadena lineal entre los grupos amino en ambos extremos terminales es de 5 a 8,

al menos uno de X e Y se sustituye con un grupo fenilo, un grupo 4-hidroxifenilo, un grupo -CONR3R*, un
grupo -COORS®, un atomo de haldégeno, un grupo nitro o un grupo nitrilo.

(14) Un polisacarido acido reticulado o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo representado por la férmula

general a continuacion:
rRH @
CS H X 4 )4 )L
Sy N cs
H
O R'H o

en la que CS es una estructura en la que un grupo carboxilo se excluye del sulfato de condroitina o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo,

dos CS en la férmula anterior son una misma molécula o moléculas diferentes del sulfato de condroitina,
Z, R" a R® son tal como se definieron en (2) anteriormente,

el numero de atomos en la cadena lineal entre los grupos amino primarios en ambos extremos terminales es de 5 a
12,

X es un enlace sencillo; Y es un grupo >CR’R?, y

R’ y R® son cada uno independientemente un atomo de hidrégeno, un grupo fenilo, un grupo 4-hidroxifenilo, un grupo
-CONR3R*, un grupo -COORS®, un atomo de halégeno, un grupo nitro o un grupo nitrilo.
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(15) El polisacarido acido reticulado segiin uno cualquiera de (1) a (14), en el que el peso molecular promedio en peso
del sulfato de condroitina es de 10.000 a 100.000.

(16) Un material médico que comprende el polisacarido acido reticulado segin uno cualquiera de (1) a (15).
(17) Un material de relleno tisular que comprende el polisacarido acido reticulado segun uno cualquiera de (1) a (15).

(18) Un material que impide la adhesién que comprende el polisacarido acido reticulado segun uno cualquiera de (1)
a (15).

Efectos ventajosos de la invencion

Los agentes de reticulacion de diamina que se usan para la presente invencion pueden conferir tension fisica apropiada
y propiedades de desintegracion a los polisacaridos acidos. Por tanto, los polisacaridos acidos reticulados obtenidos
reticulando un polisacarido acido con el agente de reticulacion presenta tension fisica apropiada y propiedades de
desintegracion rapidas después del lapso de tiempo de un periodo recomendado, alcanzando de ese modo alta utilidad
practica. Ademas, los productos reticulados tienen una estructura distinta, y son utiles como materiales médicos
representados por materiales que impiden la adhesion y materiales de relleno tisular.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras que se refieren a polisacaridos acidos reticulados distintos del sulfato de condroitina (CS) se proporcionan
con fines de referencia.

[Figura 1] la figura 1 es un diagrama que ilustra los cambios den la viscosidad de materiales de CS reticulados
hinchados (CSGIyC2N/AlaC2MeN/AlaC2Me2N/NC2N) con el tiempo.

[Figura 2] la figura 2 es un diagrama que ilustra los cambios de la viscosidad de materiales de AH reticulados hinchados
(HAGIlySerNH2/AlaC2MeN/NC2N) con el tiempo.

[Figura 3] la figura 3 es un diagrama que ilustra los cambios de la viscosidad de materiales de CMC reticulados
hinchados (CMCGIlySerNH2/AlaC2MeN/NC2N) con el tiempo.

[Figura 4] la figura 4 es un diagrama que ilustra los cambios de la viscosidad de materiales de Alg reticulados hinchados
(Alg-GlySerNH2/AlaC2MeN/NC2N) con el tiempo.

[Figura 5] la figura 5 es un diagrama que ilustra la tension fisica de materiales de CS reticulados hinchados.

[Figura 6] la figura 6 es un diagrama que ilustra evaluaciones del rendimiento persistente de productos de CS
reticulados (CSGlySerEt/GlyC2N/AlaC2MeN/AlaC2Me2N) bajo la piel abdominal de ratas.

[Figura 7] la figura 7 es un diagrama que ilustra los resultados de una prueba de hinchamiento/desintegracion con
respecto a productos de CS reticulados (CS-GlySerNH2).

[Figura 8] la figura 8 es un diagrama que ilustra los resultados de una prueba de hinchamiento/desintegracion con
respecto a productos de HA reticulados (HA-GlySerNH2).

[Figura 9] la figura 9 es un diagrama que ilustra los resultados de una prueba de hinchamiento/desintegracion con
respecto a productos de CMC reticulados (CMC-GlySerNH2).

[Figura 10] la figura 10 es un diagrama que ilustra los resultados de una prueba de hinchamiento/desintegracion con
respecto a productos de Alg reticulados (Alg-GlySerNH2).

Modo para llevar a cabo la invencién

En la memoria descriptiva, el término grupo alquilo se refiere a un grupo hidrocarbonado monovalente, lineal, saturado
y alifatico que tiene de 1 a 12 atomos de carbono, o preferiblemente de 1 a 8 atomos de carbono, o un grupo
hidrocarbonado monovalente, ramificado o ciclico, saturado y alifatico que tiene de 3 a 12 atomos de carbono, o
preferiblemente de 3 a 8 atomos de carbono. El término grupo alquileno se refiere a un grupo hidrocarbonado divalente,
lineal, saturado y alifatico que tiene de 1 a 12 atomos de carbono, o preferiblemente de 1 a 8 atomos de carbono, o
un grupo hidrocarbonado divalente, ramificado o ciclico, saturado y alifatico que tiene de 3 a 12 atomos de carbono, o
preferiblemente de 3 a 8 atomos de carbono.

El término grupo alquenilo se refiere a un grupo hidrocarbonado monovalente, lineal y alifatico con de 2 a 12 atomos

de carbono, o preferiblemente de 2 a 8 atomos de carbono que tiene al menos un doble enlace, o un grupo
hidrocarbonado monovalente, ramificado y alifatico con de 3 a 12 atomos de carbono, o preferiblemente de 3 a 8
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atomos de carbono que tiene al menos un doble enlace. El término grupo alquenileno se refiere a un grupo
hidrocarbonado divalente, lineal y alifatico con de 2 a 12 atomos de carbono, o preferiblemente de 2 a 8 atomos de
carbono que tiene al menos un doble enlace, o un grupo hidrocarbonado divalente, ramificado y alifatico que tiene de
3 a 12 atomos de carbono, o preferiblemente de 3 a 8 atomos de carbono que tiene al menos un doble enlace.

El término grupo alquinilo se refiere a un grupo hidrocarbonado monovalente, lineal y alifatico con de 2 a 12 atomos
de carbono, o preferiblemente de 2 a 8 atomos de carbono que tiene al menos un triple enlace, o un grupo
hidrocarbonado monovalente, ramificado y alifatico con de 3 a 12 atomos de carbono, o preferiblemente de 3 a 8
atomos de carbono que tiene al menos un ftriple enlace. El término grupo alquinileno se refiere a un grupo
hidrocarbonado divalente, lineal y alifatico con de 2 a 12 atomos de carbono, o preferiblemente de 2 a 8 atomos de
carbono que tiene al menos un triple enlace, o un grupo hidrocarbonado divalente, ramificado y alifatico que tiene de
3 a 12 atomos de carbono, o preferiblemente de 3 a 8 atomos de carbono que tiene al menos un triple enlace.

El término grupo arileno se refiere a un grupo hidrocarbonado divalente, monociclico o policiclico y aromatico que tiene
de 6 a 20 atomos de carbono que constituyen el anillo. Los ejemplos especificos incluyen fenileno (1,2-, 1,3- 0 1,4-
fenileno) y naftileno.

En la memoria descriptiva, los intervalos numéricos indicados con “a” incluyen los valores antes y después del “a”
como el minimo y el maximo. En el caso donde una pluralidad de sustancias que pertenecen a una sola clase de
componente estan presentes en una composicion, el contenido total de tales sustancias presentes en la composicion
se indica como el contenido de ese componente en la composicién a menos que se mencione lo contrario.

El estilo usado en la memoria descriptiva para describir los polisacaridos acidos reticulados es (tipo de polisacarido
acido)-(tipo de agente de reticulacion de diamina). Los codigos entre paréntesis que siguen a los nombres de los
compuestos se usan como las abreviaturas de los agentes de reticulacion de diamina.

Como ejemplo, el sulfato de condroitina reticulado obtenido reticulando sulfato de condroitina de sodio con diclorhidrato
de 2-aminoacetato de 2-aminoetilo (GlyC2N) como el agente de reticulacion de diamina se representa como CS-
GlyC2N.

A continuacién en el presente documento, la presente invencién se describira en detalle. Se proporcionan referencias
a polisacaridos acidos distintos del sulfato de condroitina para fines de antecedentes. Debe entenderse que la
invencion se refiere a sulfato de condroitina reticulado tal como se define por las reivindicaciones adjuntas.

Polisacaridos acidos

Los polisacaridos acidos son polisacaridos que tienen grupos carboxilo. Los ejemplos incluyen acido hialurénico,
condroitina, sulfato de condroitina, sulfato de dermatan, carboximetilcelulosa, carboxietilcelulosa,
carboximetildextrano, carboxietildextrano, carboximetilpululano, carboxietilpululano, carboximetilamilosa,
carboxietilamilosa celulosa oxidada y acido alginico, etc. Los grupos carboxilo y los grupos sulfato en los polisacaridos
acidos pueden estar en forma de acido libre sin formar una sal, o pueden estar en forma de una sal farmacéuticamente
aceptable. La presente invencion utiliza sulfato de condroitina.

Los ejemplos de las sales farmacéuticamente aceptables incluyen sales con iones de metales alcalinos tales como
sales de sodio y sales de potasio; y sales con iones de metales alcalinotérreos tales como sales de magnesio y sales
de calcio. Desde los puntos de vista de la aplicabilidad y afinidad bioldgica, los derivados de polisacaridos acidos son
preferiblemente sales farmacéuticamente aceptables con iones de metales alcalinos, y mas preferiblemente sales de
sodio.

Los polisacaridos acidos pueden obtenerse a partir de fuentes naturales o producirse mediante métodos conocidos
dependiendo de los tipos de los mismos.

El peso molecular de los polisacaridos acidos no esta particularmente limitado y puede seleccionarse de manera
apropiada segun factores tales como los tipos de monosacaridos que forman los polisacaridos acidos, y los fines. El
peso molecular promedio en peso de los polisacaridos acidos puede ser, por ejemplo, de 10.000 a 5.000.000,
preferiblemente de 15.000 a 2.000.000, y mas preferiblemente de 15.000 a 1.000.000. El polisacarido acido deseado
puede seleccionarse usando una viscosidad de una disolucién del mismo como el indice en vez del peso molecular.

El tipo de sulfato de condroitina no esta particularmente limitado y puede ser cualquiera de sulfato de condroitina A,
sulfato de condroitina B, sulfato de condroitina C, sulfato de condroitina D, sulfato de condroitina E y similares. El tipo
del sulfato de condroitina puede seleccionarse de manera apropiada segun los fines (tal como, por ejemplo,
aplicaciones de uso como materiales médicos). El peso molecular promedio en peso del sulfato de condroitina no esta
particularmente limitado y puede seleccionarse de manera apropiada segun factores tales como los fines. El peso
molecular promedio en peso es preferiblemente de 10.000 a 100.000, y mas preferiblemente de 10.000 a 50.000.

Agentes de reticulacién de diamina
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El agente de reticulacion de diamina es un agente de reticulacion de diamina para polisacaridos acidos que consiste
en un compuesto de diamina que tiene un grupo amino primario en ambos extremos y un enlace éster o tioéster en la
molécula. En el compuesto de diamina, al menos uno de los grupos amino y el carbono carbonilico en el éster o
tioéster estan interrumpidos por una cadena lineal que tiene de 1 a 5 atomos. En el presente documento, la “cadena
lineal” que interrumpe los dos puntos en el compuesto indica una estructura que conecta los dos con el menor nimero
de atomos.

En tales compuestos de diamina y, por ejemplo, aquellas estructuras que estan terminadas con un grupo amino
primario en ambos extremos y tienen el carbono carbonilico descrito anteriormente en una cadena lineal que conecta
los dos grupos amino terminales, el estado de transicion tiende a tomar un anillo de 3 a 7-exo-trig segun las reglas
empiricas antes mencionadas cuando el nimero de atomos que forman la cadena lineal entre los dos grupos amino
terminales es de 5 a 12.

Se ha considerado que los compuestos de diamina que tienen una estructura que provoca que los compuestos tiendan
a tomar tal estado de transicion como no utilizables para efectuar la reticulacion. Sin embargo, los inventores han
encontrado por primera vez que incluso tales compuestos pueden usarse para la reticulacion de polisacaridos acidos.

Un ejemplo de los compuestos anteriores es un agente de reticulacion de diamina representado por la férmula general
() a continuacion:

[Férm. quim. 4]

Z. @

YT NH,

O

HoN X

R' H

[en la que el numero de atomos en la cadena lineal entre los grupos amino en ambos extremos terminales es de 5 a
12,

X e Y son cada uno independientemente un enlace sencillo, un grupo alquileno sustituido o no sustituido, un grupo
alquenileno sustituido o no sustituido, o un grupo alquinileno sustituido o no sustituido, con la condiciéon de que X e Y
no pueden ser enlaces sencillos al mismo tiempo;

Z representa un atomo de oxigeno o un atomo de azufre;

R'y R? son cada uno independientemente un atomo de hidrégeno, un grupo -CONR3R*, un grupo -COORS, un grupo
alquilo sustituido o no sustituido, un grupo alquenilo sustituido o no sustituido, o un grupo alquinilo sustituido o no
sustituido;

cualquier -CHa- en un grupo alquileno, grupo alquenileno o grupo alquinileno representado por X o Y puede sustituirse
con uno o mas grupos seleccionados del grupo que consiste en grupo amida (-CONH-), grupo éster (-C(=0)-O-), grupo
éter (-O-), grupo imino (-NH-) y grupo fenileno, en los que cualquier grupo éster, grupo amida, grupo éter (-O-) y grupo
imino (-NH-) presentes en X o Y no pueden estar directamente adyacentes a -CO-Z- en la férmula (1),

cualquier -CHz- en un grupo alquilo, grupo alquenilo o grupo alquinilo representado por R' o R? puede sustituirse con
uno o mas grupos seleccionados del grupo que consiste en >C=0, -CONH-, arileno, -O-, -NR®- y -S-;

los sustituyentes en X, Y, R' y R? se seleccionan del grupo que consiste en grupos hidroxilo, grupos alquilo que tienen
de 1 a 6 atomos de carbono, grupos fenilo, grupos indolilo, grupos diazolilo, grupos -(CH.),-NHMe, grupos -(CH2),-
NMe,, grupos -(CH2),-CONR3R#, grupos -(CH2),-COORS®, grupos -SMe y grupos -SH, y los sustituyentes en X e Y
pueden seleccionarse del grupo que consiste en grupos 4-hidroxifenilo, atomos de halégeno, grupos nitro y grupos
nitrilo, en los que n representa independientemente en cada caso un nimero entero de 0 a 4;y

R3, R* R5%y R® son cada uno independientemente un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo opcionalmente sustituido
con grupo fenilo].

En los agentes de reticulacion de diamina, es preferible que la estructura del agente de reticulacion de diamina tenga
al menos un enlace que pueda descomponerse en un organismo vivo, concretamente, sitio biodegradable, en la
cadena lineal entre los dos grupos amino terminales. Como enlaces que pueden descomponerse, entre otros, son
preferibles enlaces éster y enlaces tioéster, y son mas preferibles los enlaces éster. En la memoria descriptiva, el
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término sitio biodegradable significa una estructura que corresponde a -C(=0)-Z- en la férmula (1), e indica un enlace
éster o un enlace tioéster a menos que se mencione lo contrario. El nimero de los sitios biodegradables es de
preferiblemente 1 6 2, y mas preferiblemente 1.

El tiempo de desintegracion de los polisacaridos acidos reticulados puede controlarse faciimente seleccionando los
tipos y niumeros de los sustituyentes en los grupos X e Y cerca del sitio biodegradable (el enlace éster o el enlace
tioéster) en el agente de reticulacion de diamina, y los tipos de los grupos R' y R?. Es decir, la tasa de desintegracion
de polisacaridos acidos reticulados en organismos vivos puede controlarse independientemente de los tipos de
polisacaridos acidos.

La posicion del agente de reticulacion de diamina representado por la formula general (1) puede ser cualquier posicion
en los grupos X e Y siempre que puedan afectar la estabilidad del sitio biodegradable, y especificamente, al menos
una puede seleccionarse preferiblemente del grupo que consiste en la posicion a, posicion B y posicion y en relacion
con el sitio biodegradable. En el caso en el que X 0 Y es un enlace sencillo, el control del tiempo de desintegracion de
polisacaridos acidos reticulados en organismos vivos es viable manipulando las estructuras de R' y R? que pueden
portar sustituyentes. El numero de los sustituyentes puede seleccionarse segun los fines y es, por ejemplo,
preferiblemente de 0 a 8, y mas preferiblemente de 1 a 4.

Por ejemplo, el tipo de los sustituyentes es preferiblemente al menos uno seleccionado del grupo que consiste en
grupos electroaceptores, grupos electrodonadores y grupos de impedimento estérico.

Cuando, por ejemplo, los sustituyentes introducidos en los grupos X e Y, y R y R? son grupos electroaceptores, los
sitios biodegradables son mas propensos a la descomposicion y el tiempo de desintegracion de polisacaridos acidos
reticulados tiende a disminuir en comparaciéon a cuando no estan presentes sustituyentes. Por tanto, el tiempo de
desintegracion de polisacaridos acidos reticulados puede controlarse facilmente para que esté dentro del intervalo
deseado seleccionando los grupos electroaceptores mientras que se usa la fuerza de los grupos electroaceptores
tales como, por ejemplo, la electronegatividad y las constantes de Hammett como indicadores. En detalle, el tiempo
de desintegracion de polisacaridos acidos reticulados en organismos vivos tiende a reducirse cuando se seleccionan
grupos electroaceptores fuertes. Especificamente, la introduccion de atomos de halégeno tales como fltor, cloro y
bromo tiende a reducir el tiempo de desintegracion de polisacaridos acidos en organismos vivos para aumentar la
electronegatividad (F > CI > Br).

Los grupos electroaceptores no estan particularmente limitados siempre que puedan introducirse en los grupos X e,
y también R' y R?, y pueden seleccionarse de manera apropiada de los grupos electroaceptores que se usan
habitualmente. Especificamente, los grupos electroaceptores preferidos son atomos de halégeno tales como fluor,
cloro y bromo; y grupos carboxilo.

Cuando los sustituyentes introducidos en los grupos X e Y, y R' y R? son grupos electrodonadores, los enlaces
covalentes en los sitios biodegradables se vuelven menos propensos a la descomposiciéon que cuando no estan
presentes sustituyentes y por consiguiente el tiempo de desintegracién de polisacaridos acidos reticulados en
organismos vivos tiende a alargarse. Los grupos electrodonadores pueden seleccionarse mientras se usan, por
ejemplo, constantes de Hammett como indicadores.

Los grupos electrodonadores no estan particularmente limitados siempre que puedan introducirse en los grupos X e
Y, y también R' y R?, y pueden seleccionarse de manera apropiada de los grupos electrodonadores que se usan
habitualmente. Los ejemplos especificos de los grupos electrodonadores incluyen grupos alquenilo y grupos alquinilo.

Cuando los sustituyentes introducidos en los grupos X e Y, y también R' y R? son grupos de impedimento estérico, el
tiempo de desintegracion de polisacaridos acidos reticulados en organismos vivos tiende a alargarse. Cuando, por
ejemplo, X es un enlace sencillo, los grupos de impedimento estérico en R' pueden seleccionarse mientras se usan
los indices de hidropatia de aminoacidos como indicadores.

Los ejemplos de los grupos de impedimento estérico incluyen grupos alquilo lineales tales como grupo metilo, grupo
etilo, grupo propilo y grupo butilo; grupo alquilo ramificados tales como grupo isopropilo, grupo isobutilo y grupo t-
butilo; grupos cicloalquilo tales como grupo ciclohexilo; y grupos arilo tales como grupo fenilo. De estos, entre otros,
son preferibles grupos alquilo ramificados y grupos cicloalquilo.

Aunque los sustituyentes en los grupos X e Y y en R' y R? no se clasifican claramente como grupos electroaceptores,
grupos electrodonadores o grupos de impedimento estérico, todavia es posible controlar la tasa de desintegracién de
los polisacaridos acidos reticulados en organismos vivos seleccionando los tipos y posiciones de los sustituyentes
mientras se usan indicadores tales como constantes de Hammett e indices de hidropatia.

El ajuste fino de la tasa de desintegracion es viable mediante la introduccion tanto de grupos electroaceptores como
de grupos electrodonadores. Alternativamente, la tasa de desintegracion de polisacaridos acidos reticulados en
organismos vivos puede ajustarse finamente mediante la introduccion de sustituyentes que tienen propiedades
electroaceptoras o propiedades electrodonadoras junto con propiedades de impedimento estérico.
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Los sustituyentes que pueden introducirse en los grupos X e Y, y los grupos electroaceptores, grupos electrodonadores
y grupos de impedimento estérico que pueden introducirse en R' y R? se seleccionan del grupo que consiste en grupos
hidroxilo, grupos alquilo que tienen de 1 a 6 atomos de carbono, grupos indolilo, grupos diazolilo, grupos -(CH2),-
NHMe, grupos -(CHz)-NMez, grupos -(CH2),--CONR3R*, grupos -(CH2),-COOR?® y grupos -SH, y los sustituyentes en
X e Y pueden seleccionarse del grupo que consiste en grupos fenilo, grupos 4-hidroxifenilo, atomos de halégeno,
grupos nitro y grupos nitrilo, en los que n representa independientemente en cada caso un nimero entero de 0 a 4.

La estructura de los agentes de reticulacion de diamina tiene preferiblemente la estructura de la férmula general (l)
descrita anteriormente. En particular, el nimero de atomos en la cadena lineal entre los dos grupos amino terminales
es preferiblemente de 5 a 12, mas preferiblemente de 5 a 8, y lo mas preferiblemente 5 6 6.

Es preferible que la estructura de los agentes de reticulacién de diamina se componga Unicamente de aminoacidos
que se producen de manera natural o derivados de los mismos. Por ejemplo, un agente de reticulacion de diamina
mas preferido es uno que tiene un enlace éster o un enlace tioéster que se obtiene mediante la reacciéon de
condensacion de al menos un grupo -OH o un grupo -SH en un derivado de aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en derivados de serina, derivados de treonina, derivados de tirosina y derivados de cisteina, con un grupo
carboxilo en un aminoacido que se produce de manera natural. En este caso, es mas preferible que los grupos
carboxilo en los derivados de serina, los derivados de treonina, los derivados de tirosina y los derivados de cisteina
sean estructuras de éster o estructuras de amida.

Los ejemplos especificos de los aminoacidos que se producen de manera natural incluyen glicina, alanina, B-alanina,
asparagina, serina, acido aspartico, cisteina, glutamina, acido glutamico, tirosina, triptéfano, metionina, fenilalanina,
treonina, valina, isoleucina, leucina, histidina, norvalina, norleucina, isoserina, &acido aminobutirico, acido
aminovalérico, acido aminoheptanoico, acido aminooctanoico, acido aminodecanoico, acido aminoundecanoico, acido
aminododecanoico e isdmeros estructurales de los mismos.

De estos, glicina, alanina, B-alanina, asparagina, serina, acido aspartico, cisteina, glutamina, acido glutamico, tirosina,
triptéfano, metionina, fenilalanina, treonina, valina, isoleucina, leucina, histidina, norvalina, norleucina e isoserina
pueden usarse preferiblemente.

Cuando el aminoacido es acido aspartico o acido glutamico, es mas preferible que el grupo carboxilo de la cadena
lateral tiene una estructura de éster o una estructura de amida.

Cuando se usa un derivado de lisina, ornitina o arginina en la presente invencion, el derivado puede ser uno en el que
el grupo amino de la cadena lateral esta N-alquilado.

Los compuestos de férmula (I) que satisfacen los requisitos mencionados anteriormente en los agentes de reticulacion
de diamina de la invencion, y las realizaciones preferidas de los mismos se describiran a continuacion.

Los agentes de reticulacion de diamina para polisacaridos acidos segun la invencion son tal como se describieron
anteriormente en el presente documento. En el compuesto de la formula (1) que constituye el agente de reticulacion,
X e Y son cada uno independientemente un enlace sencillo (con la condiciéon de que X e Y no pueden ser enlaces
sencillos al mismo tiempo), un grupo alquileno sustituido o no sustituido, un grupo alquenileno sustituido o no sustituido,
o un grupo alquinileno sustituido o no sustituido.

X es preferiblemente un enlace sencillo o un grupo alquileno opcionalmente halogenado, y es mas preferiblemente un
enlace sencillo.

En ofra realizacion preferida, X es preferiblemente un grupo alquileno, un grupo alquenileno o un grupo alquinileno
sustituido con grupo fenilo, grupo 4-hidroxifenilo, grupo -CONR3R*, grupo -COORS, atomo de halégeno, grupo nitro o
grupo nitrilo.

Y es preferiblemente un grupo alquileno sustituido o no sustituido. En el presente documento, los sustituyentes en Y
se seleccionan preferiblemente del grupo que consiste en grupos metilo, grupos fenilo y grupos -COOR®. En otra
realizacion preferida, Y es preferiblemente >CR’R® en el que R” y R son cada uno independientemente un atomo de
hidrégeno, un grupo hidroxilo, un grupo alquilo que tiene de 1 a 6 atomos de carbono, un grupo fenilo, un grupo 4-
hidroxifenilo, un grupo indolilo, un grupo diazolilo, un grupo -(CH3),-NHMe, un grupo -(CHz),-NMe2, un grupo -(CH2),-
CONR3R*, un grupo -(CH2),-COORS®, un grupo -SH, un atomo de haldégeno, un grupo nitro o un grupo nitrilo,
preferiblemente cada uno independientemente un atomo de hidrégeno, un grupo fenilo, un grupo 4-hidroxifenilo, grupo
-CONR3R4, un grupo -COORS, un atomo de halégeno, un grupo nitro o un grupo nitrilo, y todavia mas preferiblemente
un atomo de hidrégeno. En otra realizacion preferida, R” es un atomo de hidrogeno y R® es un atomo de hidrégeno o
un grupo metilo.

Z representa un atomo de oxigeno o un atomo de azufre, y preferiblemente un atomo de oxigeno.
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R'y R? son cada uno independientemente un atomo de hidrogeno, un grupo -CONR3R*, un grupo -COORS, un grupo
alquilo sustituido o no sustituido, un grupo alquenilo sustituido o no sustituido, o un grupo alquinilo sustituido o no
sustituido.

R' es preferiblemente un atomo de hidrogeno, o un grupo alquilo sustituido o no sustituido, y mas preferiblemente un
atomo de hidrégeno.

En el presente documento, los sustituyentes en el grupo alquilo representado por R' se seleccionan preferiblemente
del grupo que consiste en grupos metilo, grupos fenilo, grupos indolilo, grupos -COOR® y grupos -S-Me. En otra
realizacion preferida, R' es preferiblemente un atomo de hidrégeno, un grupo -(CH2)2-S-CHs, un grupo -(CHz)s ¢ 4-
NHMe, un grupo -(CHz)s s -NMez 0 un grupo (CHz)1 s 2-COORS.

R? es preferiblemente un atomo de hidrogeno, un grupo -CONR3R* o un grupo -COORS®. En otra realizacion preferida,
R? es preferiblemente un grupo -CONR3R* o un grupo -COORS®.

R3, R* RSy R® son cada uno independientemente un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo opcionalmente sustituido
con grupo fenilo.

En el compuesto de férmula (1) que constituye el agente de reticulacion de diamina, el nimero de atomos en la cadena
lineal entre los dos grupos amino terminales es de 5 a 12, preferiblemente de 5 a 8, y mas preferiblemente de 5 6 6.

El agente de reticulacion de diamina se usa preferiblemente en forma de sal divalente. Los tipos de las sales no estan
particularmente limitados, pero son preferibles sales farmacéuticamente aceptables. Especificamente, al menos una
seleccionada de sales de clorhidrato, sales de sulfato, sales de carbonato, sales de fosfato y sales de nitrato son
preferibles, y sales de clorhidrato son mas preferibles.

Los ejemplos especificos de los agentes de reticulacion de diamina representados por la férmula (1) incluyen:

2-aminoacetato de 2-aminoetilo (GlyC2N), por ejemplo, clorhidrato de GlyC2N (compuesto 4) (ejemplo 1);

(S)-2-amino-3-(2-aminoacetoxi)propanoato de etilo (GlySerEt), por ejemplo, diclorhidrato de GlySerEt:(compuesto 7)
(ejemplo 2);

2-aminoacetato de (S)-2,3-diamino-3-oxopropilo (GlySerNH2), por ejemplo, diclorhidrato de GlySerNH2 (compuesto
10) (ejemplo 3);

2-aminoacetato de (S)-2-amino-3-(metilamino)-3-oxipropilo (GlySerNHMe), por ejemplo, diclorhidrato de GlySerNHMe
(compuesto 14) (ejemplo 4);

2-aminoacetato de (S)-2-amino-3-(dimetilamino)-3-oxipropilo (GlySerNMe2), por ejemplo, diclorhidrato de
GlySerNMe2 (compuesto 17) (ejemplo 5);

(S)-2-amino-4-(2-aminoacetoxi)butanoato de etilo (GlyHomoSerEt), por ejemplo, diclorhidrato de GlyHomoSerEt
(compuesto 20) (ejemplo 6);

2-aminopropanoato de (2S)-1-aminopropan-2-ilo (AlaC2MeN), por ejemplo; diclorhidrato de AlaC2MeN-(compuesto
24) (ejemplo 7);

2-aminopropanoato de (S)-1-amino-2-metilpropan-2-ilo (AlaC2Me2N), por ejemplo, diclorhidrato de AlaC2Me2N
(compuesto 27) (ejemplo 8);

2-aminoacetato de 1-aminopropan-2-ilo (GlyC2MeN), por ejemplo,-diclorhidrato de GlyC2MeN (compuesto 29)
(ejemplo 9);

2-aminoacetato de 1-amino-2-metilpropan-2-ilo (GlyC2Me2N), por ejemplo, diclorhidrato de GlyC2Me2N (compuesto
31) (ejemplo 10);

2-aminoetanotioato de S-(2-aminoetilo) (GlySC2N), por ejemplo, diclorhidrato de GlySC2N (compuesto 34) (ejemplo
1);

2-aminoacetato de 4-(2-aminoetil)fenilo (GlyPhC2N), por ejemplo, diclorhidrato de GlyPhC2N (compuesto 37) (ejemplo
12);

(S)-2-(2-aminoacetoxi)propanoato de 2-aminoetilo (GlilacC2N), por ejemplo, diclorhidrato de GlilacC2N (compuesto
42) (ejemplo 13);
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2-aminoacetato (S)-2-amino-3-bencilamino-3-oxopropilo (GlySerNHBnN), por ejemplo,-diclorhidrato de GlySerNHBNn
(compuesto 45) (ejemplo 14);

2-aminoacetato de (S)-2-amino-3-(octilamino)-3-oxopropilo (GlySerNHC8), por ejemplo, diclorhidrato de GlySerNHC8
(compuesto 48) (ejemplo 15);

8-aminooctanoato de (S)-3-amino-4-etoxi-4-oxobutilo (OctHomoSerEt), por ejemplo, diclorhidrato de OctHomoSerEt
(compuesto 52) (ejemplo 16);

2-(2-aminoacetamido)acetato de 2-aminoetilo (GlyGlyC2N), por ejemplo clorhidrato de GlyGlyC2N (compuesto 55)
(ejemplo 43);

2-aminoacetato de 2-(2-aminoetoxi)etilo (GlyC20C2N), por ejemplo, diclorhidrato de GlyC20C2N (compuesto 58)
(ejemplo 44);

2-aminoacetato de 2-((2-aminoetil)amino)etilo (GlyC2NC2N), por ejemplo, triclorhidrato de GlyC2NC2N-(compuesto
61) (ejemplo 45);

2-amino-4-metilpentanoato de (S)-2-aminoetilo (LeuC2N), por ejemplo, diclorhidrato de LeuC2N (compuesto 64)
(ejemplo 46);

2-amino-3-fenilpropanoato de (S)-2-aminoetilo (PheC2N), por ejemplo, diclorhidrato de PheC2N (compuesto 67)
(ejemplo 47);

2-amino-3-(1H-indol-3-il)propanoato de (S)-2-aminoetilo (TrpC2N), por ejemplo, diclorhidrato de TrpC2N (compuesto
70) (ejemplo 48);

2-aminopropanoato de (S)-(2R,3S)-3-amino-4-(etilamino)-4-oxobutan-2-ilo (AlaThrNHEt), por ejemplo,-diclorhidrato de
AlaThrNHEt (compuesto 74) (ejemplo 49);

2-amino-4-(metiltio)butanoato de (S)-2-aminoetilo (MetC2N), por ejemplo, diclorhidrato de MetC2N (compuesto 77)
(ejemplo 50);

3-amino-2-fluoropropanoato de 2-aminoetilo (BAla(F)C2N), por ejemplo,-diclorhidrato de BAla(F)C2N (compuesto 81)
(ejemplo 51);

2-amino-2-metilpropanoato de 2-aminoetilo ((Me)AlaC2N), por ejemplo, diclorhidrato de (Me)AlaC2N (compuesto 84)
(ejemplo 52).

Tal como se mostré anteriormente, los agentes de reticulacion tienen una estructura relativamente simple. Teniendo
en cuenta la eficiencia y biocompatibilidad de la reaccién, son mas deseables los agentes de reticulacion que tienen
un bajo peso molecular y una estructura simple.

Métodos para producir agentes de reticulacién de diamina representados por la férmula ()

El agente de reticulacion de diamina representado por la férmula (1) puede producirse facilmente por los expertos en
la técnica, comenzando a partir de compuestos que se producen de manera natural o compuestos disponibles
comercialmente que tienen los grupos deseados con referencia al siguiente esquema de reaccion y los métodos
descritos en los ejemplos.

[Férm. quim. 6]
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En la formula anterior, R', R, X, Y y Z son tal como se definen en la formula (1), y Pr es un grupo protector de amino
tal como Boc (t-butoxicarbonilo).

Especificamente, el agente de reticulacion de diamina representado por la féormula (I) puede prepararse haciendo
reaccionar un compuesto de férmula (lll) que tiene un grupo amino protegido con un compuesto de férmula (IV) que
tiene un grupo amino protegido en un disolvente en presencia de un agente de condensacion y opcionalmente en
presencia de una base para condensar el grupo -COOH que posee el compuesto de férmula (1) con el grupo -OH o
el grupo -SH en el compuesto de formula (IV). Preferiblemente, tal como se describid anteriormente, el agente de
reticulacion puede obtenerse condensando al menos un grupo -OH o un grupo -SH en un derivado de aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en derivados de aminoacido que se producen de manera natural, por ejemplo,
derivados de serina, derivados de treonina, derivados de tirosina y derivados de cisteina, con un grupo carboxilo en
un aminoacido derivado de un organismo vivo.

Aunque los disolventes no estan particularmente limitados siempre que los disolventes puedan disolver el compuesto
de férmula (Ill) y el compuesto de féormula (IV), son preferibles los disolventes organicos. Los ejemplos de los
disolventes organicos incluyen, pero no se limitan a, diclorometano, dimetiformamida, 1,2-dicloroetano y
tetrahidrofurano, siendo preferibles el diclorometano y la dimetilformamida.

Aunque el agente de condensacion usado puede ser cualquiera de diversos agentes de condensacion pueden usarse
adecuadamente, entre otros, diciclohexilcarbodiimida (DCC), diisopropilcarbodiimida (DIC), clorhidrato de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDCI), cloruro bis(2-oxo-3-oxazolidinil)fosfinico (BOP-CI) y carbonildiimidazol (CDI).

La base usada puede ser cualquiera de diversas bases, y, entre otras, pueden usarse adecuadamente trietilamina y
N, N-dimetil-4-aminopiridina (DMAP).

Aunque la temperatura en la reaccion de condensacion no esta particularmente limitada y puede seleccionarse de
manera apropiada segun el tipo de disolvente usado, la temperatura es preferiblemente de 5 a 60°C, y mas
preferiblemente de 15 a 30°C.

Polisacaridos acidos reticulados y métodos para la produccion de los mismos

La reticulacion es la formacién de enlaces covalentes entre moléculas de polimero. La formacion de enlaces
covalentes puede ocurrir de manera intramolecular o entre diferentes moléculas de polimero.

El término polisacarido acido reticulado se refiere a un polisacarido acido que se ha reticulado en el que las
reticulaciones pueden formarse mediante enlace covalente entre grupos en la misma molécula o en diferentes
moléculas del polisacarido acido.

En la invencion, el término polisacarido acido reticulado se refiere a un producto obtenido formando reticulaciones por
enlace amida entre grupos carboxilo en moléculas de polisacarido acido a través de grupos amino en el agente de
reticulacion de diamina. Por ejemplo, un producto de este tipo puede obtenerse mediante una reaccién de una etapa
que forma los enlaces covalentes mediante un método de amidacién convencional. Los grupos carboxilo emparejados
pueden estar presentes en la molécula o en diferentes moléculas del polisacarido. Es decir, un aspecto de la invencién
se refiere a un método para producir polisacaridos acidos reticulados que incluye una etapa de condensacion de dos
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grupos carboxilo en un polisacarido acido con dos grupos amino en el agente de reticulacion de diamina mediante la
reaccion de condensacion.

En un método de amidacién a modo de ejemplo, la reaccion se realiza usando un agente de condensacion tal como
una carbodiimida soluble en agua (por ejemplo, 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida) o DMT-MM (cloruro de 4-
(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio N hidratado) en un disolvente, un método para reticular un
polisacarido acido y el agente de reticulacion de diamina usando un método tal como un método de anhidrido de acido
simétrico, puede citarse un método de anhidrido de acido mixto o un método de éster activo. Las condiciones de
reaccion en el método de amidaciéon pueden seleccionarse de manera apropiada segun los tipos de polisacarido acido
y el agente de reticulacion de diamina que se usan.

El equivalente del agente de reticulacion de diamina alimentado en relacidon con los polisacaridos acidos es
preferiblemente de 0,001 a 0,500 equivalentes (eq.), mas preferiblemente de 0,003 a 0,400 eq., y lo mas
preferiblemente de 0,005 a 0,300 eq. por 1,00 eq. de los grupos carboxilo en el polisacarido acido correspondiente.
En el presente documento, el término “equivalente” indica el equivalente molar a menos que se mencione lo contrario.

En la reaccion de grupos carboxilo en el polisacarido acido con el agente de reticulacion de diamina, la concentracion
del polisacarido acido en el disolvente es preferiblemente del 0,5 al 50% en peso, y mas preferiblemente del 1 al 40%
en peso.

Aunque el disolvente usado en la reaccién de reticulaciéon no esta particularmente limitado siempre que el disolvente
pueda disolver el polisacarido acido y el agente de reticulacion de diamina, es preferible un disolvente mixto de agua
y un disolvente organico miscible en agua. El disolvente se selecciona de manera apropiada teniendo en cuenta la
concentracion del polisacarido acido.

Los disolventes organicos miscibles en agua incluyen alcoholes inferiores tales como metanol, etanol, isopropanol, n-
propanol y butanol terciario, éteres de glicol tales como monometil éter de etilenglicol y monoetil éter de etilenglicol,
acetona, 1,4-dioxano, tetrahidrofurano y acetonitrilo, pero no estan particularmente limitados. De estos, son preferibles
metanol, etanol, acetona, tetrahidrofurano y 1,4-dioxano. Pueden mezclarse con agua una o dos o mas clases de
disolventes organicos miscibles en agua.

La temperatura en la reaccion de reticulacion no esta particularmente limitada y puede seleccionarse apropiadamente
segun el tipo de disolvente usado. La temperatura es preferiblemente de 5 a 60°C, y mas preferiblemente de 15 a
30°C.

Después de la reaccion de reticulacion, el liquido de reaccion que incluye el producto reticulado se somete a 1) una
etapa de agitacion o trituracion, 2) una etapa de precipitacion, 3) una etapa de lavado y 4) una etapa de secado. De
esta manera, el polisacarido acido reticulado final puede obtenerse en forma de polvo seco.

La agitacion puede realizarse mediante un método adoptado habitualmente por los expertos en la técnica, y el método
de agitacion no esta particularmente limitado. El método de trituracion no esta particularmente limitado y puede
realizarse usando una espatula o un dispositivo adecuado para la trituracién en himedo. El diametro medio de particula
del producto triturado puede establecerse de manera apropiada segun el tipo de uso médico del polisacarido acido
reticulado final o dependiendo del tipo de dispositivo de trituracién utilizado.

La etapa de precipitacion, la etapa de lavado y la etapa de secado pueden realizarse mediante métodos adoptados
habitualmente por los expertos en la técnica y no estan particularmente limitados.

En la reaccion de reticulacion, el método de amidacién, el disolvente de reaccion, la concentracion del polisacarido
acido, la estructura del agente de reticulacion de diaminay el equivalente del agente de reticulacion alimentado pueden
seleccionarse adecuadamente segun el tipo de polisacarido acido usado y las caracteristicas deseadas de los
materiales médicos.

Razén de reticulacion

La razon de reticulacion del polisacarido acido reticulado obtenido mediante el método descrito anteriormente se define
por la férmula general (A) a continuacion:

[Férm. mat. 1]

Numero de moles de agente de reticulacion de diamina cuyos grupos amino
en ambos extremos se unen a un polisacarido acido (mol) x 100 (%) (A)

Numero de moles de todo -COR en el polisacarido acido reticulado (mol)
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(En la férmula anterior, R indica un agente de reticulacion de -OH, -ONa, o NH.)

Tension fisica de polisacaridos acidos reticulados hinchados

El término polisacarido acido reticulado hinchado indica que el polisacarido acido reticulado ha absorbido agua y se
ha hinchado. Ademas, el término tension fisica usado en la invencion significa la fuerza de resistencia que se produce
dentro del polisacarido acido reticulado hinchado en respuesta a una fuerza externa. La magnitud de la tension se
define como la magnitud de la fuerza interna que actia sobre el area unitaria.

La tension fisica de los polisacaridos acidos reticulados hinchados no esta particularmente limitada y se selecciona de
manera apropiada segun el tipo de uso médico de los materiales. La tensioén fisica puede controlarse faciimente
manipulando el tipo de agente de reticulacion de diamina, el equivalente del agente de reticulacién de diamina
alimentado, el tipo de polisacarido acido o la concentracién del polisacarido acido reticulado, o mediante la adicion de
una sal farmacéuticamente aceptable.

Concentracién de hinchamiento de equilibrio de polisacaridos acidos reticulados

En la invencion, la concentracion de hinchamiento de equilibrio significa la concentracion a la cual la absorcion de
agua por un polvo del polisacarido acido reticulado alcanza un estado de equilibrio. Especificamente, esta
concentracion puede calcularse permitiendo que un polvo del polisacarido acido reticulado permanezca en un filtro en
contacto con solucion salina durante 3 dias y determinando el peso del polisacarido acido reticulado que se ha
hinchado al absorber la solucién salina.

Condiciones de formulacién

Los polisacaridos acidos reticulados de la invencién preparados mediante el método descrito anteriormente en el
presente documento pueden procesarse apropiadamente segun el tipo de uso médico, en la forma o formulacion
deseada. Especificamente, la forma o formulacion es preferiblemente un material hinchado o una suspensién que usa
un disolvente médicamente aceptable, o un polvo o granulos. Las formulaciones pueden contener aditivos o
excipientes farmacéuticamente aceptables.

Métodos de esterilizacion

Los métodos para la esterilizaciéon de los polisacaridos acidos reticulados de la invencion para uso médico no estan
particularmente limitados y pueden seleccionarse de manera apropiada segun el propdsito del uso médico, las
condiciones de formulacion y el tipo del dispositivo de administracion. Los ejemplos especificos incluyen la
esterilizacion EOG, la esterilizacion por radiacion y la esterilizacion por calor himedo (vapor a alta presion), siendo
preferible la esterilizacion por radiacion y la esterilizacion por calor himedo.

Materiales médicos

Los polisacaridos acidos reticulados de la invencion pueden usarse como diversos materiales médicos, y los ejemplos
de tales materiales médicos incluyen materiales de relleno de tejido y materiales que impiden la adhesion. El tipo de
polisacarido acido, la concentracion del polisacarido acido durante la reaccion, y la estructura y el equivalente del
agente de reticulacion de diamina pueden seleccionarse de manera apropiada segun el tipo de aplicacion de uso.

Materiales de relleno tisular

En la invencion, algunos de los campos a los que se aplican los materiales de relleno tisular son los siguientes:
(1) Areas urolégicas
Incontinencia urinaria de esfuerzo (IUE) y reflujo vesicoureteral (RVU)

Cuando se usa como material de relleno tisular en areas urologicas, el polisacarido acido reticulado de la invencion
puede administrarse en un cuerpo en forma de, por ejemplo, polvo o material hinchado con un disolvente. El disolvente
usado para el hinchamiento es preferiblemente soluciéon salina, tampoén fosfato o similar que contiene una sal
farmacéuticamente aceptable. La concentracion del producto reticulado administrado como un material de relleno
tisular puede determinarse de manera apropiada segun el rendimiento deseado del material de relleno tisular, y el
material puede administrarse mediante un método habitual.

Materiales que impiden la adhesién

En la invencion, algunos de los campos a los que se aplican los materiales que impiden la adhesion son los siguientes:

(1) Areas obstétricas y ginecoldgicas
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Los materiales pueden aplicarse para impedir adherencias asociadas con, por ejemplo, operacién pélvica durante el
tratamiento de infertilidad, operacién del utero, operacién tubarica, operacién de ovario, operacion de tratamiento de
endometriosis, cesarea y adhesiolisis pélvica.

Cuando se usa como material que impide la adhesién en areas obstétricas y ginecologicas, el polisacarido acido
reticulado de la invencion puede aplicarse a una herida quirirgica en forma de, por ejemplo, polvo.

(2) Areas de cirugia digestiva

Los materiales pueden aplicarse para impedir adherencias asociadas con, por ejemplo, adherencias intestinales
después de la operacién abdominal.

Cuando se usa como material que impide la adhesion en areas quirdrgicas digestivas, el polisacarido acido reticulado
de la invencién puede aplicarse a una herida quirurgica en forma de, por ejemplo, polvo.

(3) Areas ortopédicas

Los materiales pueden aplicarse para impedir adherencias asociadas con, por ejemplo, la operacion del tendon de
Aquiles, la operacion del tendon flexor, la artroplastia y la laminectomia.

Cuando se usa como material que impide la adhesion en areas ortopédicas, el polisacarido acido reticulado de la
invencion puede aplicarse a una herida quirtrgica en forma de, por ejemplo, polvo.

Tiempo de desintegracion de polisacaridos acidos reticulados

El tiempo de desintegracion de los polisacaridos acidos reticulados en organismos vivos no esta particularmente
limitado y puede seleccionarse de manera apropiada segun el tipo de uso médico. El periodo es preferiblemente de 1
semana a 2 afos, y mas preferiblemente de 1 semana a 1 afio. Especificamente, cuando el polisacarido acido
reticulado se usa como material que impide la adhesién, el tiempo de desintegracion del mismo en organismos vivos
es preferiblemente de 3 dias a 6 semanas, y mas preferiblemente de 3 dias a 4 semanas. Cuando se usa como
material de relleno tisular, el tiempo de desintegracion del polisacarido acido reticulado en organismos vivos es
preferiblemente de 2 a 48 semanas, y mas preferiblemente de 4 a 24 semanas. El tiempo de desintegracion puede
controlarse facilmente seleccionando de manera apropiada la estructura del agente de reticulacion de diamina.

Ejemplos

A continuacidon en el presente documento, la presente invencion se describira en detalle presentando ejemplos,
ejemplos de referencia y ejemplos de prueba. A menos que se mencione lo contrario, “%” es en una base en masa.

Ejemplo de referencia 1

Sintesis de diclorhidrato de 2-aminoetil-2-aminoacetato (GlyC2N) (compuesto 4)

El compuesto 4 se sintetiz6 de la siguiente manera.

[Férm. quim. 7]

OH (Etapa 1) O~
BOCHN/\(“)/ + HOC~\uBoe —— > BDCHN/\C”)/ NHBoc

1 2 3

HCI HCI
(Etapa 2) HQN/\(O\/\N 1
O
4
El compuesto 2 se adquirio de Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.
(Etapa 1)
Se disolvié Boc-etanolamina (compuesto 2) (2,65 g, 16,4 mmol) en diclorometano (15 ml), y se afadié Boc-glicina
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(compuesto 1) (2,97 g, 16,9 mmol). Mientras se realizaba el enfriamiento con hielo, se afiadieron N,N-dimetil-4-
aminopiridina (DMAP) (482 mg, 3,95 mmol) y clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDCI) (3,97 g,
20,7 mmol) a la disolucion. Se agitd la mezcla durante 13 horas a temperatura ambiente. Se concentrd a vacio el
liquido de reaccion, y se afiadi6 acetato de etilo (600 ml) al residuo. Se lavd secuencialmente la mezcla con acido
clorhidrico 0,3 N (200 ml), una disolucion acuosa saturada de hidrogenocarbonato de sodio (200 ml) y solucién salina
saturada (200 ml). Se secd la fase organica con sulfato de sodio y después de eso se filtr6. Se concentro a vacio el
filtrado. Se purifico el residuo mediante cromatografia en columna de gel de silice (acetato de etilo/hexano = 1/3). Por
consiguiente, se obtuvo el compuesto 3 (5,23 g, 16,4 mmol) como un liquido viscoso transparente incoloro (rendimiento
del 100%).

H-RMN(500 MHz, CDCls,8) 1,45-1,46(18H, m, Bocx2), 3,40-3,41(2H, m, CHy), 3,92(2H, d, J=6Hz, CH,), 4,22(2H, t,
J=6Hz), 4,85(1H, sa, NH), 5,04(1H, sa, NH)

ESI-EM: calc. para C14H26N206 [M+H]+, 319,2; encontrado 319,2

(Etapa 2)

En un bafio de hielo, se afadio cloruro de hidrogeno 4 N/1,4-dioxano (30 ml) al compuesto 3 (3,00 g, 9,42 mmol). a
temperatura ambiente, se agit6 la mezcla durante 2 horas. Se afadié dietil éter (150 ml) al liquido de reaccion, y se
precipité un sélido blanco. Se retir6 el sobrenadante, y se lavo el precipitado con dietil éter (200 ml) cinco veces. Se
seco a vacio el precipitado. Por tanto, se obtuvo el compuesto del titulo 4 (1,55 g, 8,13 mmol) como un sélido blanco
(rendimiento del 86%).

"H-RMN(500MHz,DMS0-d6,5) 3,10(2H, sa, CHy), 3,85(2H, s, CHy), 4,39(2H, q, J=2Hz), 8,45(3H, sa, NH3), 8,64(3H,
sa, NHs)

Ejemplo de referencia 2

Sintesis de diclorhidrato de (S)-2-amino-3-(2-aminoacetoxi)propanoato de etilo (GlySerEt)-(compuesto 7)

El compuesto 7 se sintetiz6 de la siguiente manera.

[Férm. quim. 8]

Et
Oy _CEt Oy ©
OH \j: (Etapa 1) O
BocHN/\(”)/ 4+ HO NHBop BDCHN/E( NHBoc
1 2 6
O+ _OEt
HCI \j:
(Etapa 2) HzN/\[fO NH,
0 HCI
z

El compuesto 5 se sintetizo por el método descrito en Biochemical Pharmacology, 2006, 71 (3), 268-277.

(Etapa 1)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) excepto que la Boc-etanolamina
usada en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) se reemplazé por el compuesto 5, se obtuvo el compuesto 6 (5,12 g,
13,1 mmol) a partir del compuesto 5 (3,38 g, 14,5 mmol) y el compuesto 1 (2,54 g, 14,5 mmol) como un liquido viscoso
transparente incoloro (rendimiento del 90%).

H-RMN(500MHz,CDCI3,8) 1,29(3H, t, 7Hz, CH,CHs), 1,45(18H, m, Bocx2), 3,91(2H, d, J=6Hz), 4,23(2H, dd, J=15Hz,
7Hz, CH,CHs), 4,44-4,50(2H, m, CHy), 4,55-4,58(1H, m, CH), 4,99(1H, sa, NH), 5,33(1H, m, NH)

ESI-EM: calc. para C17H30N20g [M+H]+ 391,2; encontrado 391,2

(Etapa 2)
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De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 2) excepto que el compuesto 3 usado
en el ejemplo de referencia 1 (etapa 2) se reemplazo por el compuesto 6, se obtuvo el compuesto del titulo 7 (3,45 g,
13,1 mmol) a partir del Compuesto 6 (5,12 g, 13,1 mmol) como un sélido blanco (rendimiento del 100%).

H-RMN(500MHz,DMS0-d6,5) 1,25(3H, t, 7Hz, CH,CHs), 3,83(2H, dd, 30Hz, 18Hz, CHy), 4,24(2H, dd, 14Hz, 7Hz,
CH,CHs), 4,49-4,55(2H, m, CHy), 4,66(1H, dd, 12Hz, 3Hz, CH), 8,74(3H, sa, NH3), 9,07(3H, sa, NH3)

Ejemplo de referencia 3

Sintesis de diclorhidrato de 2-aminoacetato de (S)-2,3-diamino-3-oxopropilo (GlySerNH2)-(compuesto 10)

El compuesto 10 se sintetizé de la siguiente manera.

[Férm. quim. 9]

0. NH OxNH;
OH 2 (Etapa 1) \j:
BocHN T
/\(’)r T HO\I BOCHN/\H’O NHBoc
© 9

NHBoc
1 8 9
O NH,
HCI \j:
(Etapa 2) HLN /ﬁro NHs
0O HCI

10

El compuesto 8 se sintetizo por el método descrito en Synthetic Communications, 1989, 19 (9-10), 1603-9.

(Etapa 1)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) excepto que la Boc-etanolamina
usada en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) se reemplazé por el compuesto 8, se obtuvo el compuesto 9 (1,09 g,

3,02 mmol) a partir del compuesto 8 (651 mg, 3,19 mmol) y el compuesto 1 (615 mg, 3,51 mmol) como un soélido
blanco (rendimiento del 95%).

"H-RMN(500MHz,CDCl3,5) 1,45-1,46(18H, m, Bocx2), 3,85-3,94(2H, m, CHy), 4,39-4,48(3H, m, CH,, CH), 5,09(1H,
sa, NH), 5,45(1H, sa, NH), 5,57(1H, sa, NH>), 6,42(1H, sa, NH>)

ESI-EM: calc. para C15H27N307 [M+H]+ 362,2; encontrado 362,3

(Etapa 2)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 2) excepto que el compuesto 3 usado
en el ejemplo de referencia 1 (etapa 2) se reemplazé por el compuesto 9, se obtuvo el compuesto del titulo 10 (654 mg,
2,80 mmol) a partir del compuesto 9 (1,09 g, 3,02 mmol) como un soélido blanco (rendimiento del 92%).
"H-RMN(500MHz,DMS0-d6,5) 3,81(1H, d, J=17Hz, CHy), 3,85(1H, d, J=17Hz, CH,), 4,13(1H, dd, J=6Hz, 4Hz, CH),
4,50(1H, dd, J=12Hz, 6Hz, CHy), 4,57(1H, dd, J=12Hz, 4Hz, CH,), 7,70(1H, sa, NHy), 8,15(1H, sa, NH>), 8,55(6H, sa,
NH3%2)

ESI-EM: calc. para CsH11N3O3 [2M+H]+ 323,2; encontrado 323,2

Ejemplo de referencia 4

Sintesis de diclorhidrato de 2-aminoacetato de (S)-2-amino-3-(metilamino)-3-oxipropilo (GlySerNHMe)-(compuesto 14)

El compuesto 14 se sintetizé de la siguiente manera.

[Férm. quim. 10]
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.
Oy-CH (Etapa 1) O N\

1 013
ON
(Etapa 3) ™
HCI o
HoN NH;
O HCI
14

(Etapa 1)

Se disolvié Boc-serina (compuesto 11) (1,00 g, 4,87 mmol) en tetrahidrofurano (THF) (30 ml). A temperatura ambiente,
se afadieron una disolucion acuosa de metilamina 12 M (0,60 ml, 7,20 mmol) y cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-
2-il)-4-metilmorfolinio N hidratado (DMT-MM) (2,70 g, 9,74 mmol). Se agit6 la mezcla a temperatura ambiente durante
2 horas. Se afiadi6 agua, y se realizo la extraccion con acetato de etilo. Se lavo la fase organica con solucion salina
saturada, se seco con sulfato de sodio, y se filtr6. Se eliminé el disolvente por destilacion a presion reducida. Se
purificé el residuo mediante cromatografia en columna de gel de silice (acetato de etilo:metanol = de 1:0 a 9:1). Por
tanto, se obtuvo el compuesto 12 (1,00 g, 4,59 mmol) como un sélido blanco (rendimiento del 94%).

H-RMN(500MHz,CDCls,8) 1,46(9H, s, Boc), 2,83(3H, d, 4,9Hz, CHs), 3,65(1H, m, CH), 4,10-4,15(2H, m, CHy),
5,56(1H, sa, NH), 6,67(1H, sa, NH)

ESI-EM: calc. para CoH1sN204 [M+H]+, 219,1; encontrado 219,2

(Etapa 2)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) excepto que la Boc-etanolamina
usada en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) se reemplazé por el compuesto 12, se obtuvo el compuesto 13 (1,18 g,

3,15 mmol) a partir del compuesto 12 (810 mg, 3,71 mmol) y el compuesto 1 (716 mg, 4,09 mmol) como un sélido
blanco (rendimiento del 85%).

H-RMN(500MHz,CDCls,5) 1,46(18H, m, Bocx2), 2,84(3H, d, 4,9Hz, CHa), 3,87-3,89(2H, m, CHy), 4,35-4,46(3H, m,
CH, y CH), 5,37(1H, sa, NH), 6,38(1H, sa, NH), 7,26(1H, sa, NH)

ESI-EM: calc. para C16H29N307 [M+H]+, 376,2; encontrado 376,3

(Etapa 3)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 2) excepto que el compuesto 3 usado
en el ejemplo de referencia 1 (etapa 2) se reemplazd por el compuesto 13, se obtuvo el compuesto del titulo 14
(773 mg, 3,12 mmol) a partir del compuesto 13 (1,18 g, 3,15 mmol) como un sélido blanco (rendimiento del 99%).
"H-RMN(500MHz,DMS0-d6,5) 2,49(3H, d, J=5Hz, CH3), 3,81(1H, d, J=17Hz, CHy), 3,86(1H, d, J=17Hz, CHy), 4,13(1H,

dd, J=4Hz, 6Hz, CH), 4,47(1H, dd, J=6Hz 12Hz, CHy), 4,52(1H, dd, J=4Hz, 12Hz, CH,),8,55(6H, sa, NH3), 8,75(1H,
sa, NH)
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ESI-EM: calc. para CgH13N303 [M+H]+ 176,1; encontrado 176,1

Ejemplo de referencia 5

Sintesis de diclorhidrato de 2-aminoacetato de (S)-2-amino-3-(dimetilamino)-3-oxipropilo (GlySerNMe2)-(compuesto

17)

El compuesto 17 se sintetizé de la siguiente manera.

[Férm. quim. 11]

|
BocHN/\n/OH n ijj:N\ (Etapa 1) O\I
Q HO NHBoc BocHN/E/ NHBoc
1 15 16

|

O« N
(Etapa 2) el O\I ~
HoN NH,
/j])/ HCI

17

El compuesto 15 se sintetizé por el método descrito en Tetrahedron, 2004, 60 (10), 2247-2257.

(Etapa 1)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) excepto que la Boc-etanolamina
usada en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) se reemplazo por el compuesto 15, se obtuvo el compuesto 16 (858 mg,
2,20 mmol) a partir del compuesto 15 (608 mg, 2,62 mmol) y el compuesto 1 (505 mg, 2,88 mmol) como un sélido
blanco (rendimiento del 84%).

"H-RMN(500MHz,CDCl3,5) 1,44-1,45(18H, m, Bocx2), 2,97(3H, s, CHg3), 3,16(3H, s, CH3), 3,88 (1H, dd, J=5Hz, 18Hz,
CH), 3,97(1H, dd, 6Hz, 18Hz, CHy), 4,03(1H, dd, 8Hz, 11Hz, CH), 4,41(1H, dd, 4Hz, 11Hz, CH), 4,92-4,96(1H, m,
CH), 5,05(1H, sa, NH), 5,56(1H, d, J=8Hz, NH), 7,26(1H, sa, NH)

ESI-EM: calc. para C17H31N307 [M+H]+ 390,2; encontrado 390,2

(Etapa 2)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 2) excepto que el compuesto 3 usado

en el ejemplo de referencia 1 (etapa 2) se reemplazd por el compuesto 16, se obtuvo el compuesto del titulo 17
(509 mg, 1,94 mmol) a partir del compuesto 16 (853 mg, 2,19 mmol), como un sélido blanco (rendimiento del 89%).

"H-RMN(500MHz,DMS0-d6,5) 2,93(3H, s, CH3), 3,12(3H, s, CHs), 3,81(1H, d, J=17Hz, CH,), 3,88(1H, d, J=17Hz,
CHy), 4,33(1H, dd, J=7Hz, 12Hz, CH,), 4,56(1H, dd, 3Hz 12Hz, CH,), 4,65(1H, dd, J=3Hz, 7Hz, CH,),8,54(6H, sa,
NH3x2)

ESI-EM: calc. para C7H15N303 [M+H]+ 190,1; encontrado 190,1

Ejemplo de referencia 6

Sintesis de diclorhidrato de (S)-2-amino-4-(2-aminoacetoxi)butanoato de etilo (GlyHomoSerEt) (compuesto 20)

El compuesto 20 se sintetizé de la siguiente manera.
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[Férm. quim. 12]

O« OEt O« OFt
OH (Etapa 1) 0
BocHN -+ /\j - > BocHNJ\
O HO NHBoc 0 NHBoc
1 18 19
(Etapa2)  poi O /\OIQE‘
—_—
HzN\)\o NH,

20 HClI

El compuesto 18 se sintetizd por el método descrito en Journal of Organic Chemistry, 2008, 73 (8), 3212-3217.
(Etapa 1)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) excepto que la Boc-etanolamina
usada en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) se reemplazo por el compuesto 18, se obtuvo el compuesto 19 (3,59 g,

8,87 mmol) a partir del compuesto 18 (2,19 g, 8,87 mmol) y el compuesto 1 (1,61 g, 9,19 mmol) como un liquido
viscoso transparente incoloro (rendimiento del 100%).

H-RMN(500MHz,CDCl3,8) 1,29(3H, t, J=7Hz, CH,CHs), 1,44-1,45(18H, m, Boc x2), 2,00-2,08(1H, m, CH), 2,00-
2,25(1H, m, CH), 3,85-3,95(2H, m, CHy), 4,10-4,29(4H, m, CH,CHs, CHy), 4,35-4,43(1H, m, CH), 4,77-5,16(2H, m, NH)

ESI-EM: calc. para C1gH32N20g [M+H]+, 405,2; encontrado 405,3

(Etapa 2)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 2) excepto que el compuesto 3 usado
en el ejemplo de referencia 1 (etapa 2) se reemplazé por el compuesto 19y se reemplazé cloruro de hidrogeno 4 N/1,4-
dioxano por cloruro de hidrogeno 4 N/acetato de etilo, se obtuvo el compuesto del titulo 20 (1,32 g, 4,75 mmol) a partir

del compuesto 19 (1,92 g, 4,75 mmol) como un soélido blanco (rendimiento del 100%).

H-RMN(500MHz,DMS0-d6,5) 1,25(3H, t, J=7Hz, CH,CHa), 2,18-2,27(2H, m, CHy), 3,78(2H, s, CH,), 4,17-4,26(3H,
m, CH,CHs, CH), 4,27-4,31(2H, m, CHy), 8,72(6H, sa, NH3 x2)

Ejemplo de referencia 7

Sintesis de diclorhidrato de 2-aminopropanoato de (2S)-1-aminopropan-2-ilo (AlaC2MeN)-(compuesto 24)

El compuesto 24 se sintetizé de la siguiente manera.

[Férm. quim. 13]
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HO (Etapa 1)
BocHN OH -+ Y\NHBOC ——»  BocHN O\{\NHBOC
o) o)
21 22 23

(Etapa 2) HC
——>  HN O\E/\NHQ

El compuesto 22 se sintetizd por el método descrito en Journal of Medicinal Chemistry, 2004, 47 (5), 1259-1271.
(Etapa 1)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) excepto que la Boc-etanolamina
usada en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) se reemplazé por el compuesto 22, se reemplazé Boc-glicina (compuesto
1) por Boc-L-alanina (compuesto 21) y se afadio adicionalmente trietilamina en 1,09 eq. en relacién con el compuesto
22, se obtuvo el compuesto 23 (6,02 g, 17,4 mmol) a partir del compuesto 22 (4,62 g, 26,4 mmol) y el compuesto 21
(5,03 g, 26,4 mmol) como un liquido viscoso transparente incoloro (rendimiento del 66%).

H-RMN(500MHz, CDCls, 55°C, &) 1,23(3H, t, J=7Hz, CHa), 1,37(3H, t, J=8Hz, CHs), 1,43(9H, s, Boc), 1,45(9H, s,
Boc), 3,17-3,23(1H, m), 3,36(1H, sa), 4,20-4,22(1H, m), 4,78(1H, sa), 4,99(1H, sa), 5,00-5,02(1H, m)

(Etapa 2)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 2) excepto que el compuesto 3 usado
en el ejemplo de referencia 1 (etapa 2) se reemplazé por el compuesto 23, se obtuvo el compuesto del titulo 24 (1,33 g,
6,09 mmol) a partir del compuesto 23 (2,11 g, 6,09 mmol) como un sélido blanco (rendimiento del 100%).
"H-RMN(500MHz,DMS0-d6,5) 1,28(3H, dd, J=1Hz, 7Hz, CH3), 1,46(3H, d, J=8Hz, CH3), 2,98-3,03(1H, dd, J=9Hz,
14Hz), 3,12(1H, dd, J=2Hz, 14Hz), 3,33(1H, sa), 4,05(0,5H, q, J=8Hz), 4,16(0,5H, q, J=8Hz), 5,09(1H, q, J=7Hz),
8,54(6H, sa, NH332)

Ejemplo de referencia 8

Sintesis de diclorhidrato de 2-aminopropanoato de (S)-1-amino-2-metilpropan-2-ilo (AlaC2Me2N) (compuesto 27)

El compuesto 27 se sintetizé de la siguiente manera.

[Férm. quim. 14]
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(Etapa 1)
BocHNJﬁ(OH + "o NHBoC ————»  BocHN O NHBoc
X K K
21 25 26
(Etapa 2)  HCI 0
——>  H.N NH-
O HCI
27

El compuesto 25 se sintetizé por el método descrito en Journal of Molecular Catalysis A: Chemical, 2006, 253 (1-2),
198-202.

(Etapa 1)
De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 7 (etapa 1) excepto que el compuesto 22 usado
en el ejemplo de referencia 7 (etapa 1) se reemplazé por el compuesto 25, se obtuvo el compuesto 26 (4,72 g, 13,1

mmol) a partir del compuesto 25 (4,70 g, 24,8 mmol) y el compuesto 21 (4,71 g, 24,9 mmol) como un liquido viscoso
transparente incoloro (rendimiento del 47%).

H-RMN(500MHz,CDCl3,55°C,8) 1,34(3H, d, J=8Hz, CHa), 1,43(6H, s, CHsx2), 1,44(18H, s, Bocx2), 3,41(2H, d, J=5Hz,
CHy), 4,12(1H, q, J=8Hz, CH), 4,88(1H, sa, NH), 5,11(1H, sa, NH)

(Etapa 2)
De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 2) excepto que el compuesto 3 usado
en el ejemplo de referencia 1 (etapa 2) se reemplazé por el compuesto 26, se obtuvo el compuesto del titulo 27

(651 mg, 2,79 mmol) a partir del compuesto 26 (1,01 g, 2,80 mmol) como un sélido blanco (rendimiento del 100%).

H-RMN(500MHz,DMS0-d6,5) 1,43(3H, d, J=7Hz, CHa), 1,54(3H, s, CHs), 1,56(3H, s, CHs), 3,08-3,16(2H, m, CHy),
4,01(1H, sa, CH), 8,51(3H, sa, NHa), 8,75(3H, sa, NHs)

Ejemplo de referencia 9

Sintesis de diclorhidrato 2-aminoacetato de 1-aminopropan-2-ilo (GlyC2MeN) (compuesto 29)

El compuesto 29 se sintetizé de la siguiente manera.

[Férm. quim. 15]
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OH Etapa 1 ®)
BocHN/\([)r 4 HO\E/\NHBOC (Etapa 1) BocHN/\[OI/ \{\NHBOC

1 22 28

(Etapa 2) HzN/\“/o\{\NHz

El compuesto 22 se sintetizé por el método descrito en Journal of Medicinal Chemistry, 2004, 47 (5), 1259-1271.
(Etapa 1)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) excepto que la Boc-etanolamina
usada en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) se reemplazd por el compuesto 22 y se afadié adicionalmente
trietilamina en 1,11 eq. en relacién con el compuesto 22, se obtuvo el compuesto 28 (4,45 g, 13,4 mmol) a partir del
compuesto 22 (5,41 g, 28,5 mmol) y el compuesto 1 (5,02 g, 28,5 mmol) como un liquido viscoso transparente incoloro
(rendimiento del 47%).

H-RMN(500MHz,CDCl3,55°C,8) 1,24(3H, d, J=7Hz, CHs), 1,44(9H, s, Boc), 1,46(9H, s, Boc), 3,16-3,21(1H, m, CH),
3,35(1H, sa, CH), 3,86(2H, d, J=6Hz, CHy), 4,75(1H, sa, NH), 4,94(1H, sa, NH), 5,02(1H, g, J=7Hz, CH)

(Etapa 2)
De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 2) excepto que el compuesto 3 usado
en el ejemplo de referencia 1 (etapa 2) se reemplazé por el compuesto 28, se obtuvo el compuesto del titulo 29 (2,41 g,

11,8 mmol) a partir del compuesto 28 (4,11 g, 12,4 mmol) como un solido blanco (rendimiento del 95%).

H-RMN(500MHz,DMS0-d6,5) 1,29(3H, d, J=7Hz, CHs), 3,00(1H, dd, J=9Hz,13Hz, CH), 3,10(1H, d, J=13Hz, CH),
3,78(1H, d, J=17Hz, CH), 3,92(1J, d, J=17Hz, CH), 5,09-5,13(1H, m, CH), 8,39(3H, sa, NHs), 8,53(3H, sa, NHx)

Ejemplo de referencia 10

Sintesis de-diclorhidrato de 2-aminoacetato de 1-amino-2-metilpropan-2-ilo (GlyC2Me2N) (compuesto 31)

El compuesto 31 se sintetizé de la siguiente manera.

[Férm. quim. 16]

BocHN/\rOH + HOK\NHBOC (Etapa 1) BocHN/YC)?(\NHBOC
o) 0

1 25 30

HCI
Etapa 2 @)
u HQN/\H/ 7<\N|-|2

El compuesto 25 se sintetizé por el método descrito en Journal of Molecular Catalysis A: Chemical, 2006, 253 (1-2),
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198-202.
(Etapa 1)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) excepto que la Boc-etanolamina
usada en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) se reemplazd por el compuesto 25 y se afadié adicionalmente
trietilamina en 1,10 eq. en relacion con el compuesto 25, se obtuvo el compuesto 30 (655 mg, 1,89 mmol) a partir del
compuesto 25 (2,71 g, 14,3 mmol) y el compuesto 1 (2,52 g, 14,4 mmol) como un liquido viscoso transparente incoloro
(rendimiento del 13%).

H-RMN(500MHz,CDCl3,55°C,8) 1,45(18H, s, Bocx2), 1,53(6H, s, CHsx2), 3,38(2H, t, J=8Hz, CH,), 3,78(1H, d, J=6Hz,
CH), 4,46(1H, d, J=6Hz, CH), 4,95(1H, sa, NH), 5,17(1H, sa, NH)

(Etapa 2)
De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 2) excepto que el compuesto 3 usado
en el ejemplo de referencia 1 (etapa 2) se reemplazd por el compuesto 30, se obtuvo el compuesto del titulo 31

(400 mg, 1,83 mmol) a partir del compuesto 30 (655 mg, 1,89 mmol) como un sélido blanco (rendimiento del 97%).

H-RMN(500MHz,DMS0-d6,5) 1,53(3H, s, CHa), 1,57(3H, s, CHa), 3,10(1H, s, CH),3,13(1H, s, CH), 3,74(1H, s, CH),
3,96(1H, d, J=6Hz, CH), 8,43(3H, sa, NHs), 8,50(3H, sa, NHs)

Ejemplo de referencia 11

Sintesis de diclorhidrato de 2-aminoetanotioato de S-(2-aminoetilo) (GlySC2N) (compuesto 34)

El compuesto 34 se sintetizé de la siguiente manera.

[Férm. quim. 17]

OH (Etapa 1) S
BocHN/Er + HS o ~gee ——— BocHN’ﬁO( NHBoc

1 32 33
HCI HCI
(Etapa 2) HQN/WS\/\NHQ
O
34

El compuesto 32 se adquirié de Aldrich.
(Etapa 1)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) excepto que la Boc-etanolamina
usada en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) se reemplazé por el compuesto 32, se reemplazé EDCI por 1,20 eq. de
cloruro bis(2-oxo-3-oxazolidinil)fosfinico (BOP-CI) en relacién con el compuesto 32 y se afadié adicionalmente
trietilamina en 2,40 eq. en relacién con el compuesto 32, se obtuvo el compuesto 33 (3,78 g, 11,3 mmol) a partir del
compuesto 32 (2,00 g, 11,3 mmol) y el compuesto 1 (2,17 g, 12,4 mmol) como un liquido viscoso transparente incoloro
(rendimiento del 100%).

H-RMN(500MHz,CDCls,5) 1,44-1,47(18H, m, Bocx2), 3,03-3,07(2H, m, CH,), 3,30-3,31(2H, m, CH,),4,05(2H, d,
J=6Hz, CHy), 4,82(1H, sa, NH), 5,12-5,22(1H, m, NH)

ESI-EM: calc. para C14H26N205S [M+H]+, 335,2; encontrado 335,2
(Etapa 2)
De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) excepto que el compuesto 19 usado

en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) se reemplazé por el compuesto 33, se obtuvo el compuesto del titulo 34 (821
mg, 3,96 mmol) a partir del compuesto 33 (1,36 g, 4,07 mmol) como un solido blanco (rendimiento del 97%).
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H-RMN(500MHz,DMS0-d6,5) 2,97-3,00(2H, m, CHy), 3,25(2H, t, J=7Hz, CHy), 4,09(2H, sa, CHy), 8,37(3H, sa, NH3),
8,60(3H, sa, HsN)

ESI-EM: calc. para C4H10N2OS [M+H]+, 135,1; encontrado 135,1

Ejemplo de referencia 12

Sintesis de diclorhidrato de 2-aminoacetato de 4-(2-aminoetil)fenilo (GlyPhC2N) (compuesto 37)

El compuesto 37 se sintetizé de la siguiente manera.

[Férm. quim. 18]

HO Etapa 1 O
BocHN/YOH 1 \Q\/\ g__ BocHN’\“/ \O\/\
O NHBoc 0 NHBoc

1 35

SN o @v\

El compuesto 35 se adquirié de Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.

(Etapa 1)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) excepto que la Boc-etanolamina
usada en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) se reemplazé por N-Boc-tiramina (compuesto 35) y se reemplazo
diclorometano por N,N-dimetilformamida, se obtuvo el compuesto 36 (3,30 g, 8,37 mmol) a partir del compuesto 35
(2,00 g, 8,43 mmol) y el compuesto 1 (1,62 g, 9,26 mmol) como un sélido blanco (rendimiento del 99%).

H-RMN(500MHz,CDCls,5) 1,44(9H, s, Boc), 1,47(9H, s, Boc), 2,70-2,81(2H, m, CHy), 3,36-3,73(2H, m, CHy), 4,16-
4,17(2H, m, CH,), 4,55(1H, sa, NH), 5,08(1H, sa, NH), 7,04(2H, d, J=9Hz, Ph), 7,20(2H, d, J=9Hz, Ph)

ESI-EM: calc. para CyoH3oN206 [M+NH4]+, 412,2; encontrado 412,3

(Etapa 2)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) excepto que el compuesto 19 usado
en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) se reemplazo por el compuesto 36, se obtuvo el compuesto del titulo 37 (674

mg, 2,52 mmol) a partir del compuesto 36 (996 mg, 2,52 mmol) como un sélido blanco (rendimiento del 100%).

H-RMN(500MHz,DMS0-d6,5) 2,92-2,95(2H, m, CHj), 3,02-3,05(2H, m, CHy), 4,07(2H, s, CH,), 7,14-7,17(2H, m, Ph),
7,35-7,38(2H, m, Ph), 8,25-8,61(6H, m, NHzx2)

ESI-EM: calc. para C19H14N20; [M+H]+, 195,1; encontrado 195,2

Ejemplo de referencia 13

Sintesis de diclorhidrato 2-(2-aminoacetoxi)propanoato de (S)-2-aminoetilo (GlilacC2N) (compuesto 42)

El compuesto 42 se sintetizé de la siguiente manera.

[Férm. quim. 19]
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(Etapa 1)

OH
BocHN/\n/ -+ HO —_—
3 " NOBn BocH N/ﬁ]/ =~ “OBn

¢

"
e
8 ©

m
Q
©
QO
N
o)
(o]
[¢]
I
2
O
I1inaes
@)
@]
I

(S
-
T
08
=
I
vy
@]
O
vy)
O
o]
I
;
O
@)
02
P4
T
o
o]
@]

N
b ([
&

0
(Etapa4)  Hcl P
N Y0 HCI

O
|$ Wi

El compuesto 38 se adquirié de Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.

(Etapa 1)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) excepto que la Boc-etanolamina
(compuesto 2) usada en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) se reemplazé por el compuesto 38, se obtuvo el

compuesto 39 (8,60 g, 25,5 mmol) a partir del compuesto 38 (5,00 g, 27,8 mmol) y el Compuesto 1 (5,10 g, 29,1 mmol)
como un sélido blanco (rendimiento del 92%).

H-RMN(500MHz,CDCls,8) 1,45(9H, s, Boc), 1,51-1,52(3H, m, CHa), 3,92-4,08(2H, m, CH,), 4,98(1H, sa, NH), 5,15-
5,23(3H, m, CH, CH), 7,32-7,39(5H, m, Ph)

ESI-EM: calc. para C17H23NOg [M+NH4]+, 355,2; encontrado 355,2

(Etapas 2y 3)

Se disolvié el compuesto 39 (4,60 g, 13,6 mmol) en acetato de etilo (EtOAc) (50 ml), y se afiadié paladio al
10%/carbono (Pd/C) (232 mg, el 5,05% en peso). Bajo una atmosfera de hidrégeno, se agit6 la mezcla a temperatura
ambiente durante la noche. Se filtré el liquido de reaccion, y se concentré a vacio el filtrado. Por tanto, se obtuvo el
compuesto 40 bruto (3,82 g) como un liquido viscoso transparente incoloro.

Posteriormente, de sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) excepto que la Boc-
glicina (compuesto 1) usada en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) se reemplazé por el compuesto 40, se obtuvo el
compuesto 41 (3,82 g, 9,78 mmol) a partir de todo el compuesto 40 bruto y el compuesto 2 (2,20 g, 13,7 mmol) como
un solido blanco (rendimiento en 2 etapas: 72%).

H-RMN(500MHz,CDCls,5) 1,45(18H, s, Bocx2), 1,52-1,53(3H, m, CHs), 3,37-3,41(2H, m, CH,), 3,92-4,06(2H, m,
CHy), 4,15-4,27(2H, m, CHy), 5,04(2H, sa, NHx2), 5,12(1H, dd, J=14Hz, 7Hz, CH)

ESI-EM: calc. para C17H3oN20g [M+H]+, 391,2; encontrado 391,3

(Etapa 4)
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De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) excepto que el compuesto 19 usado
en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) se reemplazé por el compuesto 41, se obtuvo el compuesto del titulo 42 (645
mg, 2,45 mmol) a partir del compuesto 41 (1,01 g, 2,58 mmol) como un sélido blanco (rendimiento del 95%).

5  'H-RMN(500MHz,DMSO0-d6,5) 1,51(3H, d, J=7Hz, CHs), 3,11(2H, t, J=5Hz, CHy), 3,86-3,97(2H, s, CHy), 4,29-4,32(2H,
m, CHy), 5,24(1H, dd, J=14Hz, 7Hz, CH), 8,50(6H, sa, NHzx2)

ESI-EM: calc. para C7H14N204 [M+H]+, 191,1; encontrado 191,1

10 Ejemplo de referencia 14

Sintesis de diclorhidrato de 2-aminoacetato de (S)-2-amino-3-bencilamino-3-oxopropilo (GlySerNHBN) (compuesto 45)

El compuesto 45 se sintetizé de la siguiente manera.
15
[Férm. quim. 20]

H
O -OH (Etapa 1) O N
NHBoc NHBoc
" 43
O _N
BocHN/w]/OH (Etapa 2) \i
0
0 BocHN/\”/ NHBoc
1 © 44
o N
(Etapa 3)
» HCI 0
H5N NH5
'9) HCI

20 (Etapa 1)

Se disolvié Boc-L-serina (compuesto 11) (2,00 g, 9,77 mmol) en metanol (MeOH) (30 ml), y se afiadieron
secuencialmente bencilamina (1,63 ml, 14,6 mmol) y DMT-MM (3,97 g, 14,4 mmol). Se agit6 la mezcla a temperatura
ambiente durante 4 horas. Se concentré a vacio el liquido de reaccion, se diluy6 con acetato de etilo (EtOAc) (50 ml),

25 y se lavé con agua (50 ml x 3), disolucion acuosa de HCI 0,5 N (50 ml) y solucién salina saturada (50 ml). Se secé la
fase organica con sulfato de sodio y se filtrd, y se concentré a vacio el filtrado. Se sec6 a vacio el residuo. Por tanto,
se obtuvo el compuesto 43 (2,82 g, 9,59 mmol) como un sélido blanco (rendimiento del 98%).

H-RMN(500MHz,CDCls,8) 1,41(9H, s, Boc), 3,54(1H, sa, OH), 3,67-3,70(1H, m, CH), 4,06(1H, d, J=9Hz, CH),
30 4,19(1H, m, CH), 4,38-4,45(2H, m, CHy), 5,69(1H, d, J=8Hz, NH), 7,16(1H, sa, HN), 7,23-7,32(5H, m, Ph)

ESI-EM: calc. para C15H22N204 [M+H]+, 295,2; encontrado 295,4

(Etapa 2)
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De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) excepto que la Boc-etanolamina
(compuesto 2) usada en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) se reemplazé por el compuesto 43, se obtuvo el
compuesto 44 (2,25 g, 4,98 mmol) a partir del compuesto 43 (1,64 g, 5,56 mmol) y el compuesto 1 (1,04 g, 5,91 mmol)
como un solido blanco (rendimiento del 90%).

H-RMN(500MHz,CDCls,58) 1,41-1,42(18H, s, Bocx2), 3,79(2H, d, J=6Hz, CH,), 4,35-4,48(5H, m, CH,x2, CH), 5,31(1H,
m, NH), 5,68(1H, d, J=7Hz, NH), 7,15(1H, m, NH), 7,22-7,31(5H, m, Ph)

ESI-EM: calc. para C;H33N307 [M+H]+, 452,2; encontrado 452,4

(Etapa 3)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) excepto que el compuesto 19 usado
en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) se reemplazé por el compuesto 44, se obtuvo el compuesto del titulo 45 (785

mg, 2,42 mmol) a partir del compuesto 44 (1,16 g, 2,58 mmol) como un sélido blanco (rendimiento del 94%).

H-RMN(500MHz,DMS0-d6,5) 3,81(2H, dd, J=32Hz, 17Hz, CHy), 4,25(1H, t, J=5Hz, CH), 4,36(2H, ddd, J=26Hz, 15Hz,
6Hz, CH,), 4,54-4,69(2H, m, CHy), 7,25-7,36(5H, m, Ph), 8,63-8,68(6H, sa, NH332), 9,37(1H, t, J=6Hz, NH)

ESI-EM: calc. para C12H17N3O3 [M+H]+, 252,1; encontrado 252,2

Ejemplo de referencia 15

Sintesis de diclorhidrato de 2-aminoacetato de (S)-2-amino-3-(octilamino)-3-oxopropilo (GlySerNHC8) (compuesto 48)

El compuesto 48 se sintetizé de la siguiente manera.

[Férm. quim. 21]

H
\I (Etapa1) Oy N
NHBoc HO NHBoc
11 46
O _N
OH Etapa 2 NN
BocHN S & 46 (Etapa 2) o\j:
o) BocHN’ﬁ( NHBoc
1 O 47
H
Q N‘\/\/\/\\/
(Etapa 3) HCI O\I
HoN NH,
o HCl
48

(Etapas 1y 2)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 14 (etapa 1) excepto que la bencilamina usada
en el ejemplo de referencia 14 (etapa 1) se reemplazé por n-octilamina, se obtuvo el compuesto 46 bruto (3,31 g) a
partir del compuesto 11 (2,00 g, 9,74 mmol) y n-octilamina (2,47 ml, 14,6 mmol) como un sélido blanco.

Posteriormente, de sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) excepto que la Boc-

etanolamina (compuesto 2) usada en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) se reemplazo por el compuesto 46, se obtuvo
el compuesto 47 (2,61 g, 5,53 mmol) a partir del compuesto 46 bruto (2,05 g, 6,04 mmol (calculado en cuanto a la

31



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 811269 T3

pureza como 93,0% en peso)) y el compuesto 1 (1,17 g, 6,67 mmol) como un liquido viscoso transparente incoloro
(rendimiento en 2 etapas: 92%).

'"H-RMN(500MHz,CDCls,8) 0,88(3H, t, J=7Hz, CH3), 1,26-1,29(10H, m, CH,x5), 1,45-1,52(20H, m, CH,, Bocx2),
3,25(2H, dd, J=14Hz,7Hz, CH,), 3,87-3,92(2H, m, CH,), 4,36-4,44(3H, m, CH, CHy), 5,16(1H, sa, NH), 5,46(1H, sa,
NH), 6,49(1H, sa, NH)

ESI-EM: calc. para C3H3N3O7 [M+H]+, 474,3; encontrado 474,5

(Etapa 3)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) excepto que el compuesto 19 usado
en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) se reemplazé por el compuesto 47, se obtuvo el compuesto del titulo 48 (803
mg, 2,32 mmol) a partir del compuesto 47 (1,23 g, 2,61 mmol) como un sélido blanco (rendimiento del 89%).
'"H-RMN(500MHz,DMS0-d6,5) 0,86(3H, t, J=7Hz, CH3), 1,26-1,30(10H, m, CHyx5), 1,41-1,45(2H, m, CH,), 3,09-
3,13(2H, m, CHy), 3,82(2H, dd, J=26Hz, 18Hz, CH), 4,13(1H, dd, J=6Hz, 5Hz, CH), 4,49(2H, ddd, J=22Hz, 12Hz, 5Hz,
CH), 8,58(6H, sa, NH3x2), 8,78(1H, t, J=6Hz, NH)

ESI-EM: calc. para C13H27N303 [M+H]+, 274,2; encontrado 274,3

Ejemplo de referencia 16

Sintesis de diclorhidrato de 8-aminooctanoato de (S)-3-amino-4-etoxi-4-oxobutilo (OctHomoSerEt) (compuesto 52)

El compuesto 52 se sintetizé de la siguiente manera.

[Férm. quim. 22]

Ty T i
\/\/\/\)‘k
HoN OH BocHN OH

49 50
_ HO NHBoc B°°HN\/\/\/\)% NHBoc
18 51
(Etapa 3) HCI 0 O CF!
H N\/\/\/\)I\ el
2 0 NH,
52

El compuesto 18 se sintetizé por el método descrito en Journal of Organic Chemistry, 2008, 73 (8), 3212-3217.
(Etapas 1y 2)

Se disolvié acido 8-aminooctanoico (compuesto 49) (1,49 g, 9,39 mmol) en 1,4-dioxano:disolucion acuosa de hidréxido
de sodio 1 N = 2:1 (30 ml). Mientras se realizaba el enfriamiento con hielo, se afiadié gota a gota una disolucion de
dicarbonato de di-terc-butilo (2,47 g, 11,3 mmol) en dioxano:agua = 2:1 (30 ml). Se agité la mezcla a temperatura
ambiente durante 15 horas. Se concentrd a vacio el liquido de reaccion, se diluyé con acetato de etilo (45 ml), y se
lavé con agua (75 ml x 2) y acido clorhidrico 0,2 N (50 ml). Se seco la fase organica con sulfato de sodio y se filtro, y
se concentrd a vacio el filtrado. Se sec6 a vacio el residuo. Por tanto, se obtuvo el compuesto 50 bruto (2,73 g) como
un solido blanco.
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Posteriormente, de sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) excepto que la Boc-
glicina (compuesto 1) usado en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) se reemplazé por el compuesto 50 y Boc-
etanolamina (compuesto 2) se reemplazo por el compuesto 18, se obtuvo el compuesto 51 (1,17 g, 2,47 mmol) a partir
del compuesto 50 bruto (1,02 g, 3,52 mmol (calculado en cuanto a la pureza como 89,2% en peso)) y el compuesto
18 (1,10 g, 4,45 mmol) como un sdlido blanco (rendimiento en 2 etapas: 70%).

H-RMN(500MHz,CDCl3,8) 1,27-1,31(11H, m, CHs, CH,x4), 1,44(18H, sa, Bocx2), 1,60-1,62(2H, m, CHy), 1,99-
2,04(1H, m, CH), 2,16-2,20(1H, m, CH), 2,28(2H, t, J=8Hz, CH,), 3,09-3,10(2H, m, CH,), 4,12(1H, dt, J=12Hz, 6Hz,
CH), 4,16-4,23(3H, m, CHy, CH), 4,38-4,39(1H, m, CH), 4,58(1H, sa, NH), 5,18(1H, d, J=7Hz, NH)

ESI-EM: calc. para C4H44N2Og [M+H]+, 489,3; encontrado 489,4
(Etapa 3)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) excepto que el compuesto 19 usado
en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) se reemplazé por el compuesto 51, se obtuvo el compuesto del titulo 52 (775
mg, 2,15 mmol) a partir del compuesto 51 (1,17 g, 2,40 mmol) como un liquido viscoso blanco (rendimiento del 89%).

H-RMN(500MHz,DMS0-d6,5) 1,23-1,31(9H, m, CHs, CH,x3), 1,49-1,60(4H, m, CHpx2), 2,16-2,21(2H, m, CHy),
2,29(2H, t, J=8Hz, CHy), 2,72(2H, m, CHy), 4,02-4,05(1H, m, CH), 4,12-4,23(4H, m, CH,x2), 8,15(3H, sa, NHa),
8,82(3H, sa, NHa)

ESI-EM: calc. para C14H2sN204 [M+H]+, 289,2; encontrado 289,2

Ejemplo 17

Preparacion de sulfato de condroitina reticulado con el compuesto 7 (CS-GlySerEt)

(Método A)

Se disolvieron 1,70 g (3,33 mmol en cuanto a grupos carboxilo, 1,00 eq.) de CS (sal de sodio, El Cédigo Farmacéutico
Japonés, fabricado por SEIKAGAKU CORPORATION) en agua para inyeccion (WFI) de manera que su concentracion
seria del 10%, y etanol (EtOH) 17,0 ml se mezclan con lo mismo. Se afiadieron secuencialmente una disolucion acuosa
de etanol al 50% (v/v) (1,70 ml) del compuesto 7 (36,8 mg, 0,042 eq.) (un agente de reticulacion de diamina) sintetizado
en el ejemplo de referencia 2, y una disolucion de etanol al 50% (v/v) (1,70 ml) de cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-
triazin-2-il)-4-metilmorfolinio N hidratado (DMT-MM) (232 mg, 0,252 eq.: 6 veces en relacién con el agente de
reticulacion de diamina). Se agitd la mezcla a temperatura ambiente durante 10 minutos y se dejo reposar durante la
noche.

Se afadié WFI (225 ml) al producto de reaccion de reticulacion que resultd de la noche en reposo, y se agitd la mezcla
vigorosamente durante 4 horas para triturar el producto de reaccion solidificado. Se afiadié una disolucion de cloruro
de sodio (NaCl) (1,50 g/6,00 ml), y Se afiadié gota a gota EtOH para producir precipitacion. Se recogi6 el precipitado
por filtracién, y se lavo con 150 ml de EtOH al 90% (v/v) tres veces y con 150 ml de EtOH dos veces. Se sec6 a vacio
el precipitado resultante a 42°C durante la noche. De esta manera, se obtuvo sulfato de condroitina reticulado con el
compuesto 7 (CS-GlySerEt) (1,45 g) como un polvo blanco.

(Método B: preparacién de andlogos)

Mediante un método similar al del ejemplo 17 (método A) excepto que se cambid el equivalente de compuesto 7
(0,030, 0,031, 0,034, 0,050 o 0,060 eq.), se obtuvieron varios tipos de CS reticulados (CS-GlySerEt) cada uno como
un polvo blanco (en cada caso aproximadamente 1,40 g).

Ejemplo 18

Preparacion de sulfato de condroitina reticulado con compuesto 10 (CS-GlySerNH2)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo 17 (método A) excepto que el compuesto 7 usado en el
ejemplo 17 (método A) se reemplazd por el compuesto 10 (sintetizado en el ejemplo de referencia 3), se cambio el
equivalente de compuesto 10 (0,030, 0,040, 0,050 6 0,060 eq.), se cambié la cantidad de CS a 1,64 g y se cambi¢ la
concentraciéon de CS inicial al 20,5%, se obtuvieron varios tipos de CS reticulados (CS-GlySerNH2) cada uno como
un polvo blanco (en cada caso aproximadamente 1,00 g).

(Calculo de la razon de reticulacion)

La razén de reticulacion de cada uno de los CS reticulados obtenidos (CS-GlySerNH2) se calculd tal como se define
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en la férmula (A) a continuacion:

[Férm. mat. 2]

Equivalente molar del agente de reticulacién de amina cuyos grupos amino en ambos
extremos se unen al polisacarido acido (mol)

x 100 (%) (A)
Equivalente molar total de grupos -COR en el polisacarido acido reticulado (mol)

(en la que R indica agente de reticulacion de -OH, -ONa o NH.)

A partir de los resultados dados en la tabla a continuacién, se demuestra que la razén de reticulacion se correlaciond
con (es decir, aumentod dependiendo de) el equivalente del agente de reticulacion de diamina alimentado.

[Tabla 1]
Equivalente (eq.) de agente de reticulacion
de diamina (por 1,00 eq. de grupos carboxilo)
0,03 0,04 0,05 0,06
Razon de reticulacion (%) | 0,84 1,80 2,37 2,64
Ejemplo 19

Preparacion de sulfato de condroitina reticulado con compuesto 4 (CS-GlyC2N)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo 17 (método A) excepto que el compuesto 7 usado en el
ejemplo 17 (método A) se reemplazé por el compuesto 4 (sintetizado en el ejemplo de referencia 1), se cambio el
equivalente de compuesto 4 (0,015, 0,019, 0,023, 0,027 6 0,035 eq.) y se cambi¢ la cantidad de CS a 1,00 g, varios
tipos de CS reticulados (CS-GlyC2N) cada uno como un polvo blanco (en cada caso aproximadamente 0,6 g).

Ejemplo 20

Preparacion de sulfato de condroitina reticulado con compuesto 10 (CS-GlySerNH2)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo 17 (método A) excepto que el compuesto 7 usado en el
ejemplo 17 (método A) se reemplazd por el compuesto 10 (sintetizado en el ejemplo de referencia 3), se cambio el
equivalente de compuesto 10 (0,030, 0,033, 0,036, 0,040, 0,042, 0,045 6 0,048 eq.) y se cambio la cantidad de CS a
1,70 g, se obtuvieron varios tipos de CS reticulados (CS-GlySerNH2) cada uno como un polvo blanco (en cada caso
aproximadamente 1,50 g).

Ejemplo 21

Preparacion de sulfato de condroitina reticulado con compuesto 14 (CS-GlySerNHMe)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo 17 (método A) excepto que el compuesto 7 usado en el
ejemplo 17 (método A) se reemplazé por el compuesto 14 (sintetizado en el ejemplo de referencia 4) y se cambié el
equivalente del compuesto 14 (0,030, 0,035, 0,040, 0,045 6 0,050 eq.), se obtuvieron varios tipos de CS reticulados
(CS-GlySerNHMe) cada uno como un polvo blanco (en cada caso aproximadamente 1,50 g).

Ejemplo 22

Preparacion de sulfato de condroitina reticulado con compuesto 17 (CS-GlySerNMe2)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo 17 (método A) excepto que el compuesto 7 usado en el
ejemplo 17 (método A) se reemplazé por el compuesto 17 (sintetizado en el ejemplo de referencia 5) y se cambid el
equivalente de compuesto 17 (0,030, 0,035, 0,040, 0,045 6 0,050 eq.), se obtuvieron varios tipos de CS reticulados
(CS-GlySerNMe2) como un polvo blanco (en cada caso aproximadamente 1,50 g).

Ejemplo 23

Preparacion de sulfato de condroitina reticulado con compuesto 20 (CS-GlyHomoSerEt)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo 17 (método A) excepto que el compuesto 7 usado en el
ejemplo 17 (método A) se reemplazo por el compuesto 20 (sintetizado en el ejemplo de referencia 6) y se cambid el
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equivalente de compuesto 20 (0,016, 0,019, 0,028 6 0,038 eq.), se obtuvieron varios tipos de CS reticulados (CS-
GlyHomoSerEt) como un polvo blanco (en cada caso aproximadamente 1,50 g).

Ejemplo 24

Preparacion de sulfato de condroitina reticulado con compuesto 24 (CS-AlaC2MeN)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo 17 (método A) excepto que el compuesto 7 usado en el
ejemplo 17 (método A) se reemplazd por el compuesto 24 (sintetizado en el ejemplo de referencia 7) y se cambid el
equivalente de compuesto 24 (0,028, 0,033, 0,036, 0,042 6 0,054 eq.), se obtuvieron varios tipos de CS reticulados
(CS-AlaC2MeN) como un polvo blanco (en cada caso aproximadamente 1,50 g).

Ejemplo 25

Preparacion de sulfato de condroitina reticulado con compuesto 27 (CS-AlaC2Me2N)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo 17 (método A) excepto que el compuesto 7 usado en el
ejemplo 17 (método A) se reemplazé por el compuesto 27 (sintetizado en el ejemplo de referencia 8) y se cambio el
equivalente de compuesto 27 (0,046, 0,054, 0,058 6 0,062 eq.), se obtuvieron varios tipos de CS reticulados (CS-
AlaC2Me2N) como un polvo blanco (en cada caso aproximadamente 1,50 g).

Ejemplo de referencia 26

Preparacion de acido hialurénico reticulado con compuesto 10 (HA-GlySerNH2)

(Método C)

Se disolvié 1,00 g (2,49 mmol en cuanto a grupos carboxilo, 1,00 eq.) de hialuronato de sodio (a continuacion en el
presente documento, HA) (fabricado por SEIKAGAKU CORPORATION) en WFI de manera que su concentracion seria
del 2,34% en peso, y se mezclan 42,7 ml de etanol con lo mismo. Se disolvieron cada uno de compuesto 10 (sintetizado
en el ejemplo de referencia 3) (55,5 mg, 0,095 eq.) y DMT-MM (394 mg, 0,571 eq.: 6 veces en relacion con el agente
de reticulacion de diamina) en una disolucion acuosa de EtOH al 50% (v/v) (total 7,10 ml), y se afadieron
secuencialmente las disoluciones respectivas. Se agitdé la mezcla a temperatura ambiente durante 10 minutos, y se
dejo reposar durante la noche.

Se afiadieron WFI (50 ml) y disolucién de NaCl/WFI (1,00 g/4,00 ml) al producto de reaccion de reticulacion que resultd
de la noche en reposo, y se agité la mezcla vigorosamente durante 4 horas para triturar el producto de reaccion
solidificado. Las operaciones posteriores fueron sustancialmente las mismas que las del método descrito en el ejemplo
17 (método A). De esta manera, se obtuvo un acido hialurénico reticulado (HA-GlySerNH2) (1,02 g) como un polvo
blanco.

(Método D: Preparacion de analogos)
Mediante sustancialmente el mismo método que en el ejemplo de referencia 26 (método C) excepto que se cambio el
equivalente de compuesto 10 a (0,151 6 0,190 eq.), se obtuvieron HA reticulados (HA-GlySerNH2) cada uno como un

polvo blanco (en cada caso aproximadamente 1,00 g).

Ejemplo de referencia 27

Preparacion de acido hialurénico reticulado con compuesto 24 (HA-AlaC2MeN)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 26 (método C) excepto que el compuesto 10
usado en el ejemplo de referencia 26 (método C) se reemplazé por el compuesto 24 (sintetizado en el ejemplo de
referencia 7) y se cambio el equivalente de compuesto 24 (0,095, 0,151 6 0,190 eq.), se obtuvieron varios tipos de HA
reticulados (HA-AlaC2MeN) cada uno como un polvo blanco (en cada caso aproximadamente 1,00 g).

Ejemplo de referencia 28

Preparacion de carboximetilcelulosa reticulada con compuesto 10 (CMC-GlySerNH2)

(Método E)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 26 (método C) excepto que el HA usado en el
ejemplo de referencia 26 (método C) se reemplazd por carboximetilcelulosa de sodio [nimero de unidades de
repeticion de Glc = 500] (a continuacion en el presente documento, CMC) (fabricado por Tokyo Chemical Industry Co.,
Ltd.), la cantidad inicial de CMC fue de 1,11 g (2,52 mmol en cuanto a grupos carboxilo, 1,00 eq.), la concentracién de
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CMC fue del 2,32% en peso y la cantidad de EtOH afadido fue de 32 ml, usando compuesto 10 (sintetizado en el
ejemplo de referencia 3) (0,168, 0,224 6 0,280 eq.), se obtuvieron CMC reticuladas (CMCGIlySerNH2) cada una como
un polvo blanco (en cada caso aproximadamente 0,95 g).

Ejemplo de referencia 29

Preparacion de carboximetilcelulosa reticulada con compuesto 24 (CMC-AlaC2MeN)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 28 (método E) excepto que el compuesto 10
usado en el ejemplo de referencia 28 (método E) se reemplazé por el compuesto 24 (sintetizado en el ejemplo de
referencia 7), se cambio la cantidad de CMC a 0,56 g y se cambid el equivalente de compuesto 24 (0,180, 0,240 6
0,300 eq.), se obtuvieron varios tipos de CMC reticuladas (CMC-AlaC2MeN) cada una como un polvo blanco (en cada
caso aproximadamente 0,47 g).

Ejemplo de referencia 30

Preparacion de acido alginico reticulado con compuesto 10 (Alg-GlySerNH2)

(Método F)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 26 (método C) excepto que el HA usado en el
ejemplo de referencia 26 (método C) se reemplaz6 por alginato de sodio [viscosidad: de 500 a 600 mPa's] (a
continuacioén en el presente documento, Alg) (fabricado por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), la cantidad inicial
de Alg fue de 1,08 g (5,46 mmol en cuanto a grupos carboxilo, 1,00 eq.), la concentraciéon de Alg fue del 1,23% en
peso y la cantidad de EtOH afiadida fue de 29,3 ml, usando compuesto 10 (sintetizado en el ejemplo de referencia 3)
(0,123, 0,146 6 0,168 eq.), se obtuvieron Alg reticulados (Alg-GlySerNH2) cada uno como un polvo blanco (en cada
caso aproximadamente 0,95 g).

Ejemplo de referencia 31

Preparacion de acido alginico reticulado con compuesto 24 (Alg-AlaC2MeN)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 30 (método F) excepto que el compuesto 10
usado en el ejemplo de referencia 30 (método F) se reemplazé por el compuesto 24 (sintetizado en el ejemplo de
referencia 7), se cambio la cantidad de CMC a 0,54 g y se cambid el equivalente de compuesto 24 (0,123, 0,146 6
0,168 eq.) se obtuvieron varios tipos de Alg reticulados (Alg-AlaC2MeN) cada uno como un polvo blanco (en cada
caso aproximadamente 0,46 g).

Ejemplo comparativo 1

Preparacion de sulfato de condroitina reticulado con diclorhidrato de etano-1,2-diamina (CS-NC2N)

Se repitieron los procedimientos en el ejemplo 17 (método A), excepto que el compuesto 7 usado en el ejemplo 17
(método A) se reemplazo por diclorhidrato de etano-1,2-diamina (NC2N), el equivalente de diclorhidrato de etano-1,2-
diamina fue de 0,022 6 0,030 eq., el equivalente de DMT-MM fue de 0,132 6 0,120 eq. y se cambi6 la cantidad de CS
a 1,70 6 5,00 g. De esta manera, se obtuvieron CS reticulados (CS-NC2N) cada uno como un polvo blanco (1,50 g y
4,85 g, respectivamente).

Ejemplo comparativo 2

Preparacion de acido hialurénico reticulado con diclorhidrato de etano-1,2-diamina (HA-NC2N)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 26 (método C) excepto que el compuesto 10
usado en el ejemplo de referencia 26 (método C) se reemplazé por diclorhidrato de etano-1,2-diamina y se cambio el
equivalente de diclorhidrato etano-1,2-diamina (0,085, 0,135 6 0,170 eq.), se obtuvieron varios tipos de HA reticulados
(HA-NC2N) cada uno como un polvo blanco (en cada caso aproximadamente 1,00 g).

Ejemplo comparativo 3

Preparacion de carboximetilcelulosa reticulada con diclorhidrato de etano-1,2-diamina (CMC-NC2N)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 28 (método E) excepto que el compuesto 10
usado en el ejemplo de referencia 28 (método E) se reemplazé por diclorhidrato de etano-1,2-diamina, se cambio la
cantidad de CMC a 0,56 g y se cambi6 el equivalente de diclorhidrato de etano-1,2-diamina (0,150, 0,200 6 0,250 eq.),
se obtuvieron varios tipos de CMC reticuladas (CMC-NC2N) cada una como un polvo blanco (en cada caso
aproximadamente 0,45 g).
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Ejemplo comparativo 4

Preparacion de acido alginico reticulado con diclorhidrato de etano-1,2-diamina (Alg-NC2N)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 30 (método F) excepto que el compuesto 10
usado en el ejemplo de referencia 30 (método F) se reemplazé por diclorhidrato de etano-1,2-diamina, se cambio la
cantidad de Alg a 0,54 g y se cambié el equivalente de diclorhidrato de etano-1,2-diamina (0,110, 0,130 6 0,150 eq.),
se obtuvieron varios tipos de Alg reticulados (Alg-NC2N) como un polvo blanco (en cada caso aproximadamente 0,42

)
Ejemplo 32

Cambios con el tiempo en la viscosidad de CS reticulados hinchados (CS-GlyC2N/AlaC2MeN/AlaC2Me2N/NC2N)
(prueba in vitro)

Se afiadié solucion salina fisioldgica tamponada con fosfato 20 mM a cada uno de los polvos blancos de CS-GlyC2N,
CS-AlaC2MeN y CS-AlaC2Me2N preparados en los ejemplos 19, 24 y 25, y de CS-NC2N (control) preparado en el
ejemplo comparativo 1, para asi obtener CS reticulados hinchados como materiales de tipo gelatina. Usando estos
materiales, se realizaron evaluaciones para determinar si el tiempo de desintegracion del CS reticulado hinchado era
controlable (es decir, la capacidad de desintegracion después del periodo de tiempo requerido como material de relleno
tisular). La concentracion del material hinchado fue del 1,75%, y el pH estuvo cerca de las condiciones biolégicas a
7,5. Para acelerar la tasa de cambio, los materiales hinchados se dejaron reposar a una temperatura de 60°C, y se
midieron los cambios con el tiempo en la viscosidad de los materiales hinchados. La viscosidad de un material de este
tipo se asocia con la persistencia del material en los tejidos vivos, y se sabe que la disminucion de la viscosidad del
material a un determinado valor o menos permite que el material desaparezca rapidamente del sitio de administracion.
Por ejemplo, se confirma que el CS original no reticulado, que tiene una viscosidad de aproximadamente -5 (LN (Pa -
s)), se desintegra rapidamente de un organismo vivo en varias horas. Por tanto, la viscosidad del CS no reticulado
puede servir como indice de persistencia. Ademas, como se describe a continuacion en detalle, se ha confirmado que
los resultados de esta prueba in vitro estan correlacionados con los resultados de la prueba in vivo descrita en el
ejemplo 37.

La viscosidad se midié con un viscosimetro rotativo de cono-placa TV-L (cono: CORD-1, 1°34’ x R24, o CORD-6, 3 °
x R9,7) (fabricado por TOKI SANGYO CO., LTD.). Se adopto el valor de viscosidad (Pa - s) medido a 25°C y 5 rpm.

Los resultados se ilustran en la figura 1. Los valores entre paréntesis descritos en las leyendas de la figura 1
representan el equivalente del agente de reticulacion de diamina que se alimentd. En el caso del CS reticulado con
diclorhidrato de etano-1,2-diamina que no tiene sitios biodegradables (CS-NC2N), no se observé ninguna disminucion
en la viscosidad, lo que significa la desaparicion de los tejidos vivos (degradacion de las reticulaciones). En cambio,
los CS reticulados, cada uno preparado con el agente de reticulacion de diamina que tiene un enlace éster como un
sitio biodegradable, a saber, CS-GlyC2N, CS-AlaC2MeN y CS-AlaC2Me2N, han demostrado ser adecuados como
materiales médicos, cada uno con un tiempo de desintegracion controlable desde varios dias hasta varios meses.

Ejemplo de referencia 33

Cambios con el tiempo en la viscosidad de HA reticulados hinchados (HA-GlySerNH2/AlaC2MeN/NC2N) (prueba in
vitro)

Para evaluar la capacidad de desintegracion después del periodo de tiempo requerido como material de relleno tisular,
se sometieron a prueba HAGlySerNH2 y HA-AlaC2MeN preparados en los ejemplos de referencia 26 y 27, en forma
hinchada, para medir los cambios con el tiempo en la viscosidad. Las condiciones fueron similares a las del método
descrito en el ejemplo 32, excepto que el pH del liquido para hincharse fue de 9,0 y la temperatura fue de 50°C para
acelerar la prueba. Como controles, se usaron HA-NC2N preparado en el ejemplo comparativo 2 y el HA original (no
reticulado). Los resultados se ilustran en la figura 2. Los valores entre paréntesis descritos en las leyendas de la figura
2 representan el equivalente del agente de reticulacion de diamina que se alimento.

De manera similar a los resultados del ejemplo 32, el HA reticulado con diclorhidrato de etano-1,2-diamina que no
tiene sitios biodegradables (HA-NC2N) no mostré ninguna disminucion en la viscosidad, lo que significa desintegracion
de los tejidos vivos (degradacion de las reticulaciones). Por el contrario, los HA reticulados preparados con el agente
de reticulacion de diamina que tiene un sitio biodegradable, concretamente, HA-GlySerNH2 y HA-AlaC2MeN, han
demostrado tener una marcada diferencia en el tiempo de desintegracion atribuido a la estabilidad de sus estructuras
de éster. Debido a que el HA original (no reticulado) no cambi6 sustancialmente su viscosidad, se ha confirmado que
el cambio en la viscosidad observado en los HA reticulados dependia de la degradacion del agente de reticulacion de
diamina. Por tanto, se ha demostrado que mediante el uso de la diamina que tiene un sitio biodegradable, es posible
preparar, también a partir de HA, un producto reticulado adecuado como material médico que tiene un tiempo de
desintegracion controlable desde varios dias hasta varios meses en un organismo vivo
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Ademas, los resultados de este ejemplo han demostrado que la tendencia a la desintegracion de los polisacaridos
acidos reticulados puede confirmarse incluso cuando el pH de los materiales hinchados se aumenta por encima de las
condiciones de pH bioldgico.

Ejemplo de referencia 34

Cambios en la viscosidad de materiales de CMC reticulados hinchados (CMC-GlySerNH2/AlaC2MeN/NC2N) con el
tiempo (prueba in vitro)

Para evaluar la capacidad de desintegracion después del periodo de tiempo requerido como material de relleno tisular,
se sometieron a prueba CMC-GlySerNH2 y CMC-AlaC2MeN preparados en los ejemplos de referencia 28 y 29, en
forma hinchada, para medir los cambios con el tiempo en la viscosidad. Las condiciones fueron similares a las del
método descrito en el ejemplo de referencia 33, excepto que el pH del liquido para hincharse fue de 11,0 para acelerar
la prueba. Como controles, se usaron CMC-NC2N preparado en el ejemplo comparativo 3 y el CMC original (no
reticulado). Los resultados se ilustran en la figura 3. Los valores entre paréntesis descritos en las leyendas de la figura
3 representan el equivalente del agente de reticulacion de diamina que se alimento.

Durante el periodo de prueba, no se observé una disminucion significativa en la viscosidad en el CMC reticulado con
diclorhidrato de etano-1,2-diamina que no tiene sitios biodegradables (CMC-NC2N) y en el CMC original (no
reticulado). En cambio, de manera similar a los resultados en el ejemplo 32 y el ejemplo de referencia 33, CMC-
GlySerNH2 y CMC-AlaC2MeN preparados con el agente de reticulacion de diamina que tiene un sitio biodegradable
mostraron una disminucion en la viscosidad, lo que significa la desaparicion de los tejidos vivos (degradacion de las
reticulaciones), y tuvo una marcada diferencia en el tiempo de desintegracion atribuido a sus estructuras de éster. Por
tanto, se ha demostrado que mediante el uso del agente de reticulacion de diamina que tiene un sitio biodegradable,
es posible preparar, también a partir de CMC, un producto reticulado adecuado como material médico que tiene un
tiempo de desintegracion controlable desde varios dias hasta varios meses en un organismo vivo.

Ejemplo de referencia 35

Cambios con el tiempo en la viscosidad de Alg reticulados hinchados (Alg-GlySerNH2/AlaC2MeN/NC2N) (prueba in
vitro)

Para evaluar la capacidad de desintegracion después del periodo de tiempo requerido como material de relleno tisular,
se sometieron a prueba Alg-GlySerNH2 y Alg-AlaC2MeN preparados en los ejemplos de referencia 30 y 31, en forma
hinchada, por el mismo método que en el ejemplo de referencia 34 para medir los cambios con el tiempo en la
viscosidad. Como controles, se usaron Alg-NC2N preparado en el ejemplo Comparativo 4 y el Alg original (no
reticulado). Los resultados se ilustran en la figura 4. Los valores entre paréntesis descritos en las leyendas en la figura
4 representan el equivalente del agente de reticulacion de diamina que se alimento.

Durante el periodo de prueba, no se observé una disminucion significativa en la viscosidad en Alg reticulado con
clorhidrato de etano-1,2-diamina que no tiene sitios biodegradables (Alg-NC2N) y en el Alg original (no reticulado). En
cambio, de manera similar a los resultados en el ejemplo 32 y los ejemplos de referencia 33 y 34, los Alg reticulados
preparados con el agente de reticulacion de diamina que tiene un sitio biodegradable, concretamente, Alg-GlySerNH2
y Alg-AlaC2MeN, mostraron una disminucién en la viscosidad, lo que significa la desaparicion de los tejidos vivos
(degradacion de las reticulaciones), y tenian una marcada diferencia en el tiempo de desintegracion atribuido a sus
estructuras de éster. Por tanto, se ha demostrado que mediante el uso del agente de reticulacion de diamina que tiene
un sitio biodegradable, es posible preparar, también a partir de acido alginico, un producto reticulado adecuado como
material médico que tiene un tiempo de desintegracion controlable desde varios dias hasta varios meses en un
organismo Vivo.

Ejemplo 36

Medicion de tensidn fisica de productos de CS reticulados

En esta prueba, se sometieron a prueba materiales de CS reticulados hinchados para medir la tensién fisica para
separar los tejidos entre si que se requiere en el uso como materiales de relleno tisular.

Antes de la prueba, los productos se sometieron a una prueba de hinchamiento/desintegracion con solucion salina tal
como se describe a continuacion en el ejemplo 38, y la concentracion de hinchamiento de equilibrio de cada producto
CS reticulado se calcula a partir del peso de los materiales hinchados después de 3 dias.

Los productos de CS reticulados (CS-AlaC2MeN) preparados en el ejemplo 24 se hincharon con solucion salina de
manera que la concentracion fuera 1,5 veces la concentracion de hinchamiento de equilibrio, y 1 g del material
hinchado se empaqueto en un envase cilindrico que tenia un area inferior de 3,8 cm? de manera que la superficie fuera
plana. Se estudio la relacion entre la deformacion y la tensién segun el método descrito en la norma JIS K6503,
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Pegamentos y gelatinas de animales (5.4 Resistencia de la gelatina), excepto que la tasa de insercion fue de 4 mm/s,
el diametro de la sonda cilindrica fue de 10 mm y la sonda se insertd a 5 mm por encima del fondo y se devolvio al
punto de inicio. Los resultados se describen en la tabla 2 y la figura 5. Los valores entre paréntesis descritos en las
leyendas de la figura 5 representan el equivalente del agente de reticulacion de diamina que se alimento.

CS-AlaC2MeN reticulado con el agente de reticulacion de diamina present6 una tensién marcadamente mayor que la
materia prima de CS no reticulada. Ademas, se ha demostrado que la tension fisica 6ptima para su uso como
materiales de relleno tisular en aplicaciones médicas puede controlarse controlando el equivalente del agente de
reticulacion.

[Tabla 2]
Muestra de . Concentracion (% en Equ[valenF(,a del agentg de Teln§|on
Preparacion .2 . reticulacion de diamina maxima
prueba peso)/solucion salina
(eq.) (kPa)
CS Sin reticular 3,00 - 0,09
CS- Ejemplo 24 2,24 0,028 3,11
AlaC2MeN ’ ’ ’
Cs- Ejemplo 24 3,00 0,054 11,39
AlaC2MeN ’ ’ ’
Ejemplo 37

Evaluacién de rendimiento persistente de productos de CS reticulados (CS-GlySerEt/GlyC2N/AlaC2MeN/AlaC2Me2N)
bajo la piel abdominal de ratas (prueba in vivo)

El rendimiento persistente de los materiales de CS reticulados hinchados bajo la piel abdominal de ratas se evalué
mediante el siguiente método.

(1) Bajo anestesia con isoflurano, se inyectaron por via subcutanea ratas macho Wistar (de 7 semanas de edad) en el
abdomen con 400 pl/sitio de la sustancia de prueba que tenia la concentracion de hinchamiento de equilibrio.

(2) Después de un periodo recomendado después de la inyeccion, se recogieron los tejidos alrededor del residuo y se
separo el residuo. El peso del mismo se midié como el indicador de rendimiento persistente. (El porcentaje de peso
residual (%) bajo la piel abdominal de ratas en relacién con el peso inyectado como el 100%)

(3) Los productos de CS reticulados preparados en los ejemplos 17, 19, 24 y 25 se usaron en la prueba. Como control,
se uso CS reticulado (CS-NC2N) preparado en el ejemplo comparativo 1.

(4) Antes de la prueba, cada uno de los productos de CS reticulados se someti6 a una prueba de
hinchamiento/desintegracion con solucién salina tal como se describe a continuacion en el ejemplo 38. Después de 3
dias, se midio el peso del material hinchado para calcular la concentracién de hinchamiento en equilibrio. Los productos
de CS reticulados se hincharon cada uno con una disolucién tampoén de pH 5,2 a la concentracién de hinchamiento
de equilibrio, preparando asi las muestras usadas en la prueba.

Tal como se ilustra en la figura 6, los resultados han demostrado que los materiales hinchados de los productos de
CS reticulados producidos con los diversos agentes de reticulacion de diamina que tienen un sitio biodegradable
persistieron en los organismos vivos durante varios periodos de tiempo que van desde 2 semanas hasta 24 semanas
0 mas, hasta aproximadamente un afio. Los valores entre paréntesis descritos en las leyendas de la figura 6
representan el equivalente del agente de reticulacion de diamina que se alimentd. Los resultados estaban altamente
correlacionados con los resultados de la prueba in vitro (cambios en la viscosidad con el tiempo) descritos en el ejemplo
32. Tal como se comentd anteriormente, los polisacaridos acidos reticulados preparados con el agente de reticulacion
de diamina que tiene un sitio biodegradable son muy utiles como materiales de relleno tisular que presentan una alta
biocompatibilidad y tienen un tiempo de persistencia controlable con precisién segun el sitio de administracion o el
propésito de uso.

Ejemplo 38

Prueba de hinchamiento/desintegracion (in vitro) de productos de CS reticulados (CS-GlySerNH2)

Se exige que los materiales que impiden la adhesion ideales no sélo tengan un alto rendimiento antiadhesivo sino que
también se desintegren rapidamente después de que haya transcurrido un periodo recomendado. En esta serie de
pruebas, la propiedad de hinchamiento al absorber agua a través de un filtro representa el rendimiento antiadhesivo
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que aisla una herida, y la reduccién de peso al salir del material a través de un filtro representa el rendimiento de
desintegracién en organismos vivos.

Especificamente, la prueba incluyé un filtro de 0,22 ym y una disolucién tampén (pH 10,9) para realizar la prueba en
condiciones bioldgicas aceleradas. El peso total (mg) del material hinchado por 1 mg del polvo de muestra de prueba
se definié como el grado de hinchamiento, y los cambios en el grado de hinchamiento con el tiempo se representaron
graficamente en la ordenada.

(Muestras de prueba)
Se usaron productos de CS reticulados (CS-GlySerNH2) preparados en el ejemplo 18.
(Resultados)

Los resultados de la prueba se ilustran en la figura 7. Los valores entre paréntesis descritos en las leyendas de la
figura 7 representan el equivalente del agente de reticulacién de diamina que se alimentd. Tal como se ilustra en la
figura 7, CS-GlySerNH2 reticulado con GlySerNH2 mostré hinchamiento rapido y desintegracion rapida en cualquier
equivalente. Los resultados estaban muy altamente correlacionados con el rendimiento antiadhesivo/rendimiento de
desintegracion in vivo descrito en el ejemplo 42. Por tanto, se ha demostrado que los productos reticulados que tienen
un patron de cambio de peso similar al patron de cambio de peso en la figura 7 obtenido en esta serie de las pruebas
presentaran rendimiento antiadhesivo/rendimiento de desintegracion también in vivo.

Ejemplo de referencia 39

Prueba de hinchamiento/desintegracion (in vitro) de productos de HA reticulados (HA-GlySerNH2)

(Método de prueba)
La prueba se realiz6 mediante un método similar al descrito en el ejemplo 38.
(Muestras de prueba)

Se usaron los productos de HA reticulados (HA-GlySerNH2 y HA-NC2N) preparados en el ejemplo de referencia 26 y
el ejemplo comparativo 2.

(Resultados)

Los resultados de la prueba se ilustran en la figura 8. Los valores entre paréntesis descritos en las leyendas en la
figura 8 representan el equivalente del agente de reticulacién de diamina que se alimentd. Tal como se ilustra en la
figura 8, HA-GlySerNH2 presentd caracteristicas de hinchamiento/desintegracion similares a las del ejemplo 38 y, por
tanto, se demostré que eran utiles como materiales que impiden la adhesion. El producto de HA reticulado (HA-NC2N)
preparado con clorhidrato de etano-1,2-diamina que no tiene sitios biodegradables se hinch6 pero no mostré ninguna
desintegracion por la descomposicion del agente de reticulacion de diamina. Los resultados de esta prueba se
correlacionaron muy altamente con el rendimiento antiadhesivo/rendimiento de desintegracion in vivo descrito en el
ejemplo 42. Por tanto, se ha demostrado que el sitio biodegradable en la estructura del agente de reticulacion de
diamina desempefia un papel muy importante en el control del rendimiento de desintegracion de manera apropiada.

Ejemplo de referencia 40

Prueba de hinchamiento/desintegracion (in vitro) de productos de CMC reticulados (CMC-GlySerNH2)

(Método de prueba)

La prueba se realiz6 mediante un método similar al descrito en el ejemplo 38.

(Muestras de prueba)

Se usaron CMC-GlySerNH2 y CMC-NC2N preparados en el ejemplo de referencia 28 y el ejemplo comparativo 3.
(Resultados)

Los resultados de la prueba se ilustran en la figura 9. Los valores entre paréntesis descritos en las leyendas en la
figura 9 representan el equivalente del agente de reticulacién de diamina que se alimentd. Tal como se ilustra en la
figura 9, CMC-GlySerNH2 presenté caracteristicas de hinchamiento/desintegracion similares a las del ejemplo 38 y,

por tanto, se demostré que eran Utiles como materiales que impiden la adhesién. El producto de CMC reticulado (CMC-
NC2N) preparado con diclorhidrato de etano-1,2-diamina que no tiene sitios biodegradables mostré resultados
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similares a los obtenidos en el ejemplo de referencia 39.

Ejemplo de referencia 41

Prueba de hinchamiento/desintegracion (in vitro) de productos de Alg reticulados (Alg-GlySerNH2)

(Método de prueba)

La prueba se realiz6 mediante un método similar al descrito en el ejemplo 38.

(Muestras de prueba)

Se usaron Alg-GlySerNH2 y Alg-NC2N preparados en el ejemplo de referencia 30 y el ejemplo comparativo 4.
(Resultados)

Los resultados de la prueba se ilustran en la figura 10. Los valores entre paréntesis descritos en las leyendas en la
figura 10 representan el equivalente del agente de reticulacion de diamina que se alimentd. Tal como se ilustra en la
figura 10, Alg-GlySerNH2 presentd caracteristicas de hinchamiento/desintegracion similares a las del ejemplo 38, y
asi se demostrd que eran Utiles como materiales para prevenir la adhesion. El producto de Alg reticulado (Alg-NC2N)

preparado con diclorhidrato de etano-1,2-diamina que no tiene sitios biodegradables mostré resultados similares a los
obtenidos en el ejemplo de referencia 39.

Ejemplo 42

Prueba de rendimiento antiadhesivo/rendimiento de desintegracion (in vivo) de productos CS reticulados en modelos
de adhesion de trompa uterina de rata

(1. Animales de prueba)

Las ratas hembra Crl: CD (SD) (SPF) adquiridas a la edad de 7 semanas se usaron en la prueba después de ser
alimentadas preliminarmente durante 1 semana antes de la prueba. Se usaron cinco individuos por sustancia de
prueba.

(2. Método de prueba)
(2-1. Preparacion de modelos de adhesion de trompa uterina de rata)

Bajo anestesia por inhalacién de isoflurano (concentracion del 3%, velocidad de flujo de 2 a 3 I/min), se afeit6 la zona
abdominal de las ratas y se desinfectd con alcohol. Después de esto, se realizdé una incision en la linea media de
aproximadamente 4 cm. La musculatura de la pared abdominal derecha de la rata quedé expuesta. Con un trépano
de 8 mm de diametro para trasplante de cérnea, se realizé una incision circular a aproximadamente 1,5 cm de la
incision de la linea media hacia la parte posterior. La musculatura dentro de la incisién circular se retiré con unas
pinzas y se preparé asi una capa circular defectuosa. Posteriormente, se expuso la trompa uterina derecha. Con las
tijeras oftalmicas, se crearon cuatro heridas incisionales a intervalos de 2 a 3 mm desde aproximadamente 1 cm a un
lado del ovario hacia el cuello uterino. El sangrado de las heridas se detuvo segin sea necesario con un
electrocauterizacion. Para promover la formacion de fuertes adherencias, los dos extremos de la trompa uterina se
cosieron a la pared abdominal con una puntada de hilo de sutura 8/0 para que la herida defectuosa en la pared
abdominal se uniera a las heridas incisionales en la trompa uterina.

[Muestras de prueba]: Las muestras de prueba se prepararon interponiendo el polvo del polisacarido acido reticulado
o el polvo del polisacarido acido no reticulado, cada uno de 25 mg/sitio, y Seprafilm comercial (1 x 3 cm) entre el
defecto en la pared abdominal y las heridas incisionales en la trompa uterina.

[Controles]: Los controles se prepararon operando quirdrgicamente la pared abdominal izquierda y la trompa uterina
izquierda de los animales usados en la preparacién de las muestras de prueba de la misma manera pero sin interponer
ningun material.

(3. Método de evaluacion)

Siete dias después del implante, las ratas se sacrificaron por desangrado de la arteria carétida con anestesia con éter
y se diseccionaron. Los efectos antiadhesivos de las sustancias candidatas se evaluaron basandose en la tasa de
aparicion de adherencias. En el presente documento, los efectos antiadhesivos se determinaron como la razén de los
individuos con adherencias con respecto a los individuos a los que se les administro la sustancia de prueba (los cinco
individuos). Después de completar la prueba, la concentracion de la sustancia de prueba en la cavidad abdominal se

41



10

15

20

25

ES 2 811269 T3

midié mediante un método de sulfato de carbazol y se comparo con la del control. La capacidad de desintegracion de
las sustancias de prueba se evalué como “Desaparecida” cuando la sustancia de prueba administrada no se detectd
sustancialmente, y como “Restante” cuando se detectd una cantidad distinta de la sustancia de prueba.

(4. Resultados)

Los resultados de la prueba se describen en la tabla 3.

[Tabla 3]
Ej. Efectos antiadhesivos
Sustanciade  Peso equivalente Capacidad de
prueba (eq.) Muestras de . 1o desintegracion
prueba

17 CS-GlySerEt 0,034 0/5 5/5 Desaparecida
17 CS-GlySerEt 0,042 1/5 5/5 Desaparecida
17 CS-GlySerEt 0,050 0/5 5/5 Desaparecida
17 CS-GlySerEt 0,060 0/5 5/5 Desaparecida
19 CS-GlyC2N 0,023 0/5 5/5 Desaparecida
20 CS-GlySerNH2 0,033 0/5 5/5 Desaparecida
20 CS-GlySerNH2 0,036 0/5 5/5 Desaparecida
18 CS-GlySerNH2 0,040 0/5 5/5 Desaparecida
20 CS-GlySerNH2 0,045 0/5 5/5 Desaparecida
20 CS-GlySerNH2 0,048 0/5 5/5 Desaparecida
18 CS-GlySerNH2 0,050 0/5 5/5 Desaparecida
21 CS-GlySerNHMe 0,030 1/5 5/5 Desaparecida
21 CS-GlySerNHMe 0,035 0/5 5/5 Desaparecida
21 CS-GlySerNHMe 0,045 0/5 5/5 Desaparecida
21 CS-GlySerNHMe 0,050 0/5 5/5 Desaparecida
22 CS-GlySerNMe2 0,030 1/5 5/5 Desaparecida
22 CS-GlySerNMe2 0,035 0/5 5/5 Desaparecida
22 CS-GlySerNMe2 0,045 1/5 5/5 Desaparecida
23 GIyHc?n?c;SerEt 0,019 0/5 5/5 Desaparecida
Ej. comp. A Seprafilm - 5/5 5/5 Desaparecida
Ej. comp. B CS - 5/5 5/5 Desaparecida

Ej. comp. C CS-NC2N 0,030 0/5 5/5 Restante

Como resulta evidente a partir de los resultados en la tabla 3, Seprafilm comercial (ejemplo comparativo A) y sulfato
de condroitina sddico (CS) que era la materia prima no reticulada (ejemplo comparativo B) se desintegraron en los
modelos de adhesion pero no presentaron ningun efecto antiadhesivo.

Por otro lado, los productos de CS reticulados preparados con el grupo de union de diamina de la invencién que tiene
un sitio biodegradable mostraron efectos antiadhesivos significativos y se desintegraron rapidamente después de un
periodo recomendado, y asi se demostré que eran muy Utiles como materiales que impiden la adhesion.

Si bien el CS-NC2N reticulado con diclorhidrato de etano-1,2-diamina que no tiene sitios biodegradables (ejemplo
comparativo C) presento efectos antiadhesivos significativos, la sustancia de prueba permanecio incluso después de
las extensiones determinadas del periodo recomendado.

Basandose en los resultados anteriores, se ha confirmado que los agentes de reticulacion de diamina de la invencion
para polisacaridos acidos se desintegran en un momento apropiado y los polisacaridos acidos reticulados de la
invencion obtenidos usando tales agentes de reticulacion alcanzan un alto rendimiento antiadhesivo y un rendimiento
de desintegracion rapido al mismo tiempo.

Ejemplo de referencia 43
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Sintesis de diclorhidrato de 2-(2-aminoacetamido)acetato de 2-aminoetilo (GlyGlyC2N)-(compuesto 55)

El compuesto 55 se sintetizé de la siguiente manera.

[Form. quim. 23]

0 0

H (Etapa 1) H
BocHN’ﬁrN\)I\OH + HOC~NHBoe —> BocHN™ ™Y~ N o ~~NHBoc
O O

53

N

54

o]

HZ""/\WN ONNHHél

El compuesto 53 se adquirié de Chem-Impex International, Inc.

(Etapa 1)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) excepto que la Boc-glicina
(compuesto 1) usada en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) se reemplazé por el compuesto 53, se obtuvo el

compuesto 54 (2,50 g, 6,65 mmol) a partir del compuesto 53 (2,01 g, 8,63 mmol) y el compuesto 2 (1,39 g, 8,61 mmol),
como un solido blanco (rendimiento del 77%).

"H-RMN(500MHz,CDCls,8) 1,44-1,46(18H, s, Bocx2), 3,40-3,41(2H, m, CH,NHBoc), 3,85(2H, d, J=6Hz, BocNHCH,),
4,07(2H, d, J=5Hz, NHCH»COO), 4,12(2H, t, J=5Hz, COOCH,), 4,92(1H, sa, NHBoc), 5,21(1H, sa, BocNH), 6,70(1H,
sa, CONH)

ESI-EM: calc. para C16H29N307 [M+NH4]+, 393,2; encontrado 393,2

(Etapa 2)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) excepto que el compuesto 19 usado
en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) se reemplazé por el compuesto 54, se obtuvo el compuesto del titulo 55 (692

mg, 2,79 mmol) a partir del compuesto 54 (1,05 g, 2,79 mmol), como un sélido blanco (rendimiento del 100%).

H-RMN(500MHz,DMS0-d6,5) 3,08(2H, d, J=5Hz,COOCH,), 3,64(2H, s, NHsCH,), 4,05(2H, d, J=7Hz, CONHCH,),
4,30(2H, t, J=5Hz, CH,NHs), 8,37(6H, sa, NHsx2), 9,07(1H, t, J=7Hz, CONH)

ESI-EM: calc. para CsH13N303 [M+H]+, 176,1; encontrado 176,2

Ejemplo de referencia 44

Sintesis de diclorhidrato 2-aminoacetato de 2-(2-aminoetoxi)etilo (GlyC20C2N) (compuesto 58)

El compuesto 58 se sintetizé de la siguiente manera.

[Férm. quim. 24]
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OH
BocHN™ Y | HO_~ -~ NHBoc (Eapa 1) J BocHN N O o NHBee
ol

1 56 57

El compuesto 56 se sintetiz6 por el método descrito en Biochemical and Biophysical Research Communications 374
(2008) 419-423.

(Etapa 1)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) excepto que la Boc-etanolamina
(compuesto 2) usada en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) se reemplazé por el compuesto 56, se obtuvo el
compuesto 57 (4,14 g, 11,4 mmol) a partir del compuesto 1 (2,01 g, 11,4 mmol) y el compuesto 56 (2,36 g, 11,5 mmol),
como un liquido viscoso transparente incoloro (rendimiento del 100%).

H-RMN(500MHz,CDCls,8) 1,45(18H, m, Bocx2), 3,31-3,32(2H, m, CH,NHBoc), 3,54(2H, t, J=5Hz, CH,CH,NHBoc),
3,66-3,69(2H, m, CHy), 3,94(2H, d, J=6Hz, BocNHCH,), 4,28-4,32(2H, m, CH,), 4,97-5,01(2H, m, NHx2)

ESI-EM: calc. para C16H3oN207 [M+H]+, 363,2; encontrado 363,2

(Etapa 2)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) excepto que el compuesto 19 usado
en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) se reemplazé por el compuesto 57, se obtuvo el compuesto del titulo 58 (654
mg, 2,78 mmol) a partir del compuesto 57 (1,01 g, 2,78 mmol), como un semisolido viscoso blanco (rendimiento del

100%).

H-RMN(500MHz,DMS0-d6,5) 2,94-2,95(2H, m, CH,NH3), 3,61-3,70(4H, m, CH,, CH,CH,NHs), 3,81(2H, sa, NHsCH,),
4,30-4,31(2H, m, CHy), 8,27(3H, sa, CH,NHs), 8,65(3H, sa, NHsCH,)

ESI-EM: calc. para CgH14N203 [M+H]+, 163,1; encontrado 163,1

Ejemplo de referencia 45

Sintesis de triclorhidrato de 2-aminoacetato de 2-((2-aminoetil)amino)etilo (GlyC2NC2N) (compuesto 61)

El compuesto 61 se sintetizé de la siguiente manera.

[Férm. quim. 25]

OH (Etapa 1) o NHBoc
BocHN/\Ic])’ 4 HO A~ o~ NHBoc =220 BocHN/\g NN

Boc Boc
1 59 60
HCI
(Etapa 2) HCI o NH
~ NN N2
> HzN/\lg N HCl
61
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El compuesto 59 se sintetizé por el método descrito en Journal of Applied Polymer Science, 121 (2), (2011) 666-674.
(Etapa 1)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) excepto que la Boc-etanolamina
(compuesto 2) usada en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) se reemplazé por el compuesto 59, se obtuvo el

compuesto 60 (3,95 g, 8,56 mmol) a partir del compuesto 1 (1,50 g, 8,56 mmol) y el compuesto 59 (2,61 g, 8,57 mmol),
como un liquido viscoso transparente incoloro (rendimiento del 100%).

H-RMN(500MHz,CDCls,8) 1,43-1,45(27H, m, Bocx3), 3,27-3,35(4H, m, CH,NHBoc, CH,CH,NHBoc), 3,47(2H, sa,
CH,), 3,92(2H, sa, BocNHCH,), 4,24-4,28(2H, m, CHy), 4,66-4,99(1H, m, NHBoc), 5,22-5,30(1H, m, BocNH)

ESI-EM: calc. para C1H39N30g [M+H]+, 462,3; encontrado 462,3

(Etapa 2)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) excepto que el compuesto 19 usado
en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) se reemplazé por el compuesto 60, se obtuvo compuesto del titulo 61 (1,07 g,

3,97 mmol) a partir del compuesto 60 (1,83 g, 3,97 mmol), como un sélido blanco (rendimiento del 100%).

'H-RMN(500MHz,DMSO0-d6,3) 3,26-3,33(6H, m, CHpx3), 391(2H, s, HiNCH,), 4,49(2H, t, J=5Hz, CHy), 8,64-
10,05(8H, m, NH3x2, NHy)

ESI-EM: calc. para CsH15N302 [M+H]+, 162,1; encontrado 162,2

Ejemplo de referencia 46

Sintesis de diclorhidrato de 2-amino-4-metilpentanoato de (S)-2-aminoetilo (LeuC2N) (compuesto 64)

El compuesto 64 se sintetizé de la siguiente manera.

[Férm. quim. 26]

HO (Etapa 1)
BocHN BocHN NHBoc
(@)
62 2 63
(Etapa 2)
— > HCI
H,N O NH,
HCI O
64

El compuesto 62 se adquirié de Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.

(Etapa 1)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) excepto que la Boc-glicina
(compuesto 1) usada en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) se reemplazé por el compuesto 62, se obtuvo el
compuesto 63 (4,32 g, 11,5 mmol) a partir del monohidrato del compuesto 62 (3,10 g, 12,4 mmol) y el compuesto 2
(2,00 g, 12,4 mmol), como un solido blanco (rendimiento del 93%).

H-RMN(500MHz,CDCl3,55°C,5) 0,95(3H, s), 0,96(3H, s), 1,45(18H, s), 1,50(1H, m), 1,59(1H, m), 1,70(1H, m),
3,41(2H, m), 4,16-4,27(3H, m), 4,86-4,93(2H, m)

ESI-EM: calc. para C1gH34N206 [M+H]+, 375,2; encontrado 375,4

(Etapa 2)
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De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) excepto que el compuesto 19 usado
en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) se reemplazé por el compuesto 63, se obtuvo el compuesto del titulo 64 (668
mg, 2,70 mmol) a partir del compuesto 63 (1,01 g, 2,70 mmol), como un sélido blanco (rendimiento del 100%).

H-RMN(500MHz,DMS0-d6,5) 0,90(6H, dd, J=3Hz, 7Hz, CH3x2), 1,66-1,83(3H, m, CH(CHs),, CHCH,CH), 3,13(2H, t,
J=5Hz, OCHy), 3,98(1H, t, J=7Hz, NH,CH), 4,31-4,43(2H, m, CH,NHs), 8,63(6H, sa, NHsx2)

ESI-EM: calc. para CgH1sN202 [M+H]+, 175,1; encontrado 175,3

Ejemplo de referencia 47

Sintesis de diclorhidrato de 2-amino-3-fenilpropanoato de (S)-2-aminoetilo (PheC2N)-(compuesto 67)

El compuesto 67 se sintetizé de la siguiente manera.

[Férm. quim. 27]

4 HO_~ (Etapa 1)
NHBoc — >
BocHN OH BocHN O~ ~NHBoc
0
65 2 66
(Etapa 2)
> o HCI
H,N " NH,
HCI 0
67

El compuesto 65 se adquirié de Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.

(Etapa 1)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) excepto que la Boc-glicina
(compuesto 1) usada en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) se reemplazé por el compuesto 65, se obtuvo el
compuesto 66 (4,65 g, 11,4 mmol) a partir del compuesto 65 (3,29 g, 12,4 mmol) y el compuesto 2 (2,01 g, 12,5 mmol),
como un solido blanco (rendimiento del 92%).

H-RMN(500MHz,CDCl3,55°C,8) 1,43(9H, s), 1,45(9H, s), 3,06(2H, m), 3,29(2H, m), 4,14(2H, m), 4,54(1H, m), 4,64(1H,
s), 4,99(1H, d, J=7Hz), 7,17(2H, m), 7,24-7,33(3H, m)

ESI-EM: calc. para C,1H32N206 [M+H]+, 409,2; encontrado 409,4

(Etapa 2)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) excepto que el compuesto 19 usado
en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) se reemplazé por el compuesto 66, se obtuvo el compuesto del titulo 67 (695

mg, 2,47 mmol) a partir del compuesto 66 (1,03 g, 2,53 mmol), como un sélido blanco (rendimiento del 98%).

H-RMN(500MHz,DMS0-d6,5) 3,05-3,13(2H, m, OCH,), 3,18-3,26(2H, m, CH,Ph), 4,25-4,39(3H, m, NHsCH,
CH,NH3), 7,26-7,36(5H, m, Ph), 8,66(6H, sa, NH3x2)

ESI-EM: calc. para C11H1sN202 [M+H]+, 209,1; encontrado 209,3

Ejemplo de referencia 48

Sintesis de diclorhidrato de 2-amino-3-(1H-indol-3-il)propanoato de (S)-2-aminoetilo (TrpC2N) (compuesto 70)
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El compuesto 70 se sintetizé de la siguiente manera.

[Férm. quim. 28]

HN | HN \
(Etapa 1)
on T HOC~NHBos ——— > o
BocHN BocHN ~~""NHBoc
o) o)
68 2 69
HN )
(Etapa 2)
— o HCl
H,N ~"NH,
HCl o)
70

El compuesto 68 se adquirié de Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.

(Etapa 1)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) excepto que la Boc-glicina
(compuesto 1) usado en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) se reemplazé por el compuesto 68, se obtuvo el

compuesto 69 (4,61 g, 10,3 mmol) a partir del compuesto 68 (3,77 g, 12,4 mmol) y el compuesto 2 (2,00 g, 12,4 mmol),
como un solido blanco (rendimiento del 83%).

H-RMN(500MHz,CDCl3,55°C,8) 1,43(9H, s), 1,44(9H, s), 3,26(4H, m) 4,10(2H, m), 4,61(2H, m), 5,07(1H, d, J=7Hz),
7,04(1H, d, J=2Hz), 7,14(1H, m), 7,21(1H, m), 7,37(1H, d, J=8Hz), 7,59(1H, d, J=8Hz), 8,09(1H, s)

ESI-EM: calc. para Ca3H33N306 [M+H]+, 448,2; encontrado 448,4

(Etapa 2)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) excepto que el compuesto 19 usado
en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) se reemplazo por el compuesto 69, se obtuvo el compuesto del titulo 70 (725
mg, 2,26 mmol) a partir del compuesto 69 (1,01 g, 2,26 mmol), como un sdlido blanco (rendimiento del 100%).
"H-RMN(500MHz,DMSO0-d6,5) 3,05-3,12(2H, m, OCHy), 3,33-3,40(2H, m, CH,CH), 4,21-4,37(3H, m, CH, CH,NHs),
7,02(1H, dt, J=8Hz, 1Hz, Ph-H), 7,10(1H, dt, J=8Hz,1Hz, Ph-H), 7,29(1H, d, J=3Hz, HC=C), 7,38(1H, d, J=8Hz, Ph-H),
7,58(1H, d, J=8Hz, Ph-H), 8,58(6H, sa, NH3x2), 11,09(1H, d, J=2Hz, NH)

ESI-EM: calc. para C13H17N3O; [M+H]+, 248,1; encontrado 248,3

Ejemplo de referencia 49

Sintesis de diclorhidrato de 2-aminopropanoato de (S)-(2R,3S)-3-amino-4-(etilamino)-4-oxobutan-2-ilo (AlaThrNHEt)
(compuesto 74)

El compuesto 74 se sintetizé de la siguiente manera.

[Férm. quim. 29]
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H
O« _OH
(Etapa 1) O N
HO —>
NHBoc HO NHBoc
71 12
H
oH (Etapa 2) O N
BocHN + 72 o)
BocHN NHBoc

(Etapa 3) HC

o) HCl

El compuesto 71 se adquirié de Sigma-Aldrich.
(Etapas 1y 2)

Se disolvié Boc-treonina (compuesto 71) (3,00 g, 13,7 mmol) en tetrahidrofurano (THF)/disolucion acuosa de hidréxido
de sodio 1,83 N = 3/1 (30 ml) a temperatura ambiente, se afiadieron clorhidrato de etilamina (1,12 g, 13,7 mmol) y
cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio N hidratado (DMT-MM) (6,44 g, 23,3 mmol). Ademas, se
afadié metanol/agua = 1/4 (37,5 ml). Se agitd la mezcla a temperatura ambiente durante la noche. Se concentro el
liquido de reaccioén, y se afadié acido clorhidrico 0,5 N. Se realiz6 la extraccion con acetato de etilo. Se lavé la fase
organica secuencialmente con disolucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio y solucién salina saturada, se seco
con sulfato de sodio, y se filtrd. Se elimind el disolvente por destilacion a presion reducida, y se seco el residuo. Por
tanto, se obtuvo el compuesto 72 (3,39 g, bruto) como un semisolido viscoso blanco.

Posteriormente, se hicieron reaccionar el compuesto 21 (2,59 g, 13,7 mmol), el compuesto 72 (3,39 g, bruto) y
trietilamina (2,10 ml, 15,1 mmol) de sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1)
excepto que la Boc-glicina (compuesto 1) usada en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) se reemplazé por Boc-alanina
(compuesto 21), y Boc-etanolamina (compuesto 2) se reemplazd por el compuesto 72. De esta manera, se obtuvo el
compuesto 73 (3,72 g, 8,92 mmol) como un compuesto amorfo blanco (rendimiento en 2 etapas: 65%).

H-RMN(500MHz,CDCl3,8) 1,16(3H, t, J=8Hz, CH,CHs), 1,24(3H, d, J=7Hz, OCHCHa), 1,35(3H, d, J=7Hz,
BocNHCHCHS), 1,42-1,47(18H, m, Bocx2), 3,26-3,38(2H, m, CH,CHs), 4,17-4,25(2H, m, BocNHCH, CHNHBoc), 4,99-
5,00(1H, m, BocNH), 5,29(1H, sa, OCH), 5,50(1H, sa, NHBoc), 6,17-7,00(1H, m, CONH)

ESI-EM calc. para C1gH35N307 [M+H]+, 418,3; encontrado 418,3

(Etapa 3)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) excepto que el compuesto 19 usado
en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) se reemplazé por el compuesto 73, se obtuvo el compuesto del titulo 74 (723
mg, 2,49 mmol) a partir del compuesto 73 (1,04 g, 2,49 mmol), como un sélido blanco (rendimiento del 100%).
'"H-RMN(500MHz,DMS0-d6,5) 1,06(3H, t, J=7Hz, CH,CHs), 1,29(3H, d, J=7Hz, OCHCHjs), 1,45(3H, d, J=7Hz,

H3NCHCHs), 3,08-3,22(2H, m, CH,CHa), 3,98(1H, d, J=6Hz, CHNH3), 4,08-4,09(1H, m, HsNCH), 5,16(1H, dq, J=7Hz,
7Hz, OCH), 8,74-8,79(6H, m, NHsx2), 9,04(1H, t, J=6Hz, CONH)

ESI-EM: calc. para CoH19N303 [M+H]+, 218,2; encontrado 218,2
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Ejemplo de referencia 50

Sintesis de diclorhidrato de 2-amino-4-(metiltio)butanoato de (S)-2-aminoetilo (MetC2N) (compuesto 77)

El compuesto 77 se sintetizé de la siguiente manera.

[Férm. quim. 30]

(Etapa 1)
OH + HOC~NHBoe ——— o
BocHN BocHN ~~"“NHBoc
(9]
75 2 © 76
~s
(Etapa 2)
HCI o HCI
HoN ~"NH,
)
77

El compuesto 75 se adquirié de Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.

(Etapa 1)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) excepto que la Boc-glicina
(compuesto 1) usada en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) se reemplazé por el compuesto 75, se obtuvo el

compuesto 76 (3,06 g, 7,81 mmol) a partir del compuesto 75 (2,01 g, 8,06 mmol) y el compuesto 2 (1,30 g, 8,06 mmol),
como un sélido blanco (rendimiento del 97%).

'"H-RMN(500MHz,CDCls3,8) 1,45(18H, s, Bocx2), 1,92-1,99(1H, m, SCH,CH), 2,11-2,16(4H, m, SCHs;, SCH,CH),
2,55(2H, t, J=8Hz, SCHj), 3,41-3,42(2H, m, CHyNH), 4,19-4,25(2H, m, OCHy), 4,38-4,39(1H, m, NHCH), 4,99(1H, sa,
NHBoc), 5,21-5,23(1H,m,BocNH)

ESI-EM: calc. para C17H32N206S [M+H]+, 393,2; encontrado 393,5

(Etapa 2)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) excepto que el compuesto 19 usado
en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) se reemplazé por el compuesto 76, se obtuvo el compuesto del titulo 77 (601
mg, 2,26 mmol) a partir del compuesto 76 (1,00 g, 2,56 mmol) como un semisoélido viscoso blanco (rendimiento del
89%).

H-RMN(500MHz,DMS0-d6,5) 2,07(3H, s, Me), 2,12-2,20(2H, m, SCH,CHy), 2,58-2,71(2H, m, SCHy), 3,14(2H, d,
J=5Hz, CH,NH3), 4,13(1H, sa, NHsCH), 4,33-4,44(2H, m, CH,CH,NHs), 8,51(3H, sa, NHs), 8,93(3H, sa, NH3)

ESI-EM: calc. para C7H1sN20,S [M+H]+, 193,1; encontrado 193,2

Ejemplo de referencia 51

Sintesis de diclorhidrato de 3-amino-2-fluoropropanoato de 2-aminoetilo (BAla(F)C2N) (compuesto 81)

El compuesto 81 se sintetizé de la siguiente manera.
[Férm. quim. 31]

49



10

15

20

25

30

35

ES 2 811269 T3

F (Etapa 1) F
HZN\)\FOH (Eapal) L BocHN OH
HC

o) 0
78

79

HO (Etapa 2) 1
79 + "ON“NHBoc ——» BoctN O~ “NHBoc
o)
2 80
F
(Etapa 3) HCI
_— H2N O\/\NHE
HCI

O
81

El compuesto 78 se adquirié de Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.
(Etapas 1y 2)

Se disolvié el compuesto 78 (1,30 g, 9,07 mmol) en tetrahidrofurano (THF) (26 ml) y disolucién acuosa de hidroxido
de sodio 1 N (18,1 ml). Mientras se realizaba el enfriamiento con hielo, se afiadieron Boc,O (2,08 g, 9,52 mmol) y agua
(7 ml). Se agit6 la mezcla a temperatura ambiente durante la noche. Se concentré a vacio el liquido de reaccion. Se
llevé el residuo a pH 1 mediante la adicion de acido clorhidrico 1 N, y se realizé la extraccion con cloroformo (150 ml
x 4). Se seco la fase organica con sulfato de sodio, y se filtr6. Se concentré a vacio el filtrado. Se seco a vacio el
residuo a temperatura ambiente. Por tanto, se obtuvo el compuesto 79 (2,04 g, bruto) como un liquido viscoso
transparente incoloro.

Posteriormente, de sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) excepto que la Boc-
glicina (compuesto 1) usada en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) se reemplazé por el compuesto 79, se obtuvo el

compuesto 80 (2,21 g, 6,30 mmol) a partir del compuesto 79 (2,04 g, bruto) y el compuesto 2 (1,46 g, 9,06 mmol),
como un solido blanco (rendimiento en 2 etapas: 70%).

'"H-RMN(500MHz,CDCls,8) 1,44-1,45(18H, m, Bocx2), 3,43(2H, sa, CH,NHBoc), 3,54-3,63(1H, m, BocNHCH), 3,81-
3,85(1H, m, BocNHCH), 4,13-4,17(1H, m, OCH), 4,36-4,37(1H, m, OCH), 4,92-5,03(2H, m, CHF, BocNH), 5,44(1H,
sa, NHBoc)

ESI-EM: calc. para C1sH27FN2Og [M+H]+, 351,2; encontrado 351,2

(Etapa 3)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) excepto que el compuesto 19 usado
en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) se reemplazé por el compuesto 80, se obtuvo el compuesto del titulo 81 (660

mg, 2,94 mmol) a partir del compuesto 80 (1,03 g, 2,94 mmol), como un sélido blanco (rendimiento del 100%).

H-RMN(500MHz,DMS0-d6,5) 3,10-3,18(2H, m, CHoNHs), 3,37-3,51(2H, m, NHsCH,), 4,35-4,44(2H, m, OCHy), 5,50-
5,62(1H, m, CHF), 8,46-8,64(6H, m, NHsx2)

ESI-EM: calc. para CsH11FN2O, [M+H]+, 151,1; encontrado 151,1
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Ejemplo de referencia 52

Sintesis de diclorhidrato 2-amino-2-metilpropanoato de 2-aminoetilo ((Me)AlaC2N) (compuesto 84)

El compuesto 84 se sintetizé de la siguiente manera.

[Férm. quim. 32]

OH HO (Etapa 1) o
BocHN -+ ~"SNHBoc — >  BocHN ~~">NHBoc
o (@)

I
N
0
w

(Etapa 2) HCI o HCI
————>  H)N " NH,

El compuesto 82 se adquirié de Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.

(Etapa 1)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) excepto que la Boc-glicina
(compuesto 1) usada en el ejemplo de referencia 1 (etapa 1) se reemplaz6 por el compuesto 82, y se afadio
adicionalmente trietilamina (2,50 ml, 17,9 mmol). Se obtuvo el compuesto 83 (2,50 g, 7,22 mmol) a partir del compuesto
82 (3,00 g, 14,8 mmol) y el compuesto 2 (2,87 g, 17,8 mmol), como un liquido viscoso transparente incoloro
(rendimiento del 49%).

"H-RMN(500MHz,CDCls,8) 1,43-1,45(18H, m, Bocx2), 1,48(6H, s, CH3x2), 3,42(2H, d, J=5Jz, CH,NHBoc), 4,23(2H, t,
J=5Hz, OCH), 4,94(1H, sa, BocNH), 5,16(1H, sa, NHBoc)

ESI-EM: calc. para C16H3oN206 [M+NH4]+, 347,2; encontrado 347,3

(Etapa 2)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) excepto que el compuesto 19 usado
en el ejemplo de referencia 6 (etapa 2) se reemplazoé por el compuesto 83, se obtuvo el compuesto del titulo 84 (587

mg, 2,68 mmol) a partir del compuesto 83 (939 mg, 2,71 mmol), como un sélido blanco (rendimiento del 99%).

H-RMN(500MHz,DMS0-d6,5) 1,53(6H, s, CH3x2), 3,15(2H, t, J=5Hz, CH,), 4,34-4,36(2H, m, CH,), 8,29-8,77(6H, sa,
NH;x2)

ESI-EM: calc. para CgH14N20, [M+H]+, 147,1; encontrado 147,1

Ejemplo 53

Preparacion de sulfato de condroitina reticulado con compuesto 37 (CS-GlyPhC2N)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo 17 (método A) excepto que el compuesto 7 usado en el
ejemplo 17 (método A) se reemplazé por el compuesto 37 (sintetizado en el ejemplo de referencia 12), el equivalente
de compuesto 37 fue de (0,030, 0,040 6 0,050 eq.), y se cambié la cantidad de CS a 0,80 g, se obtuvieron productos
de CS reticulados (CS-GlyPhC2N) como un polvo blanco (en cada caso aproximadamente 0,65 g).

Ejemplo 54

Preparacion de sulfato de condroitina reticulado con compuesto 42 (CS-GlilacC2N)
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De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo 17 (método A) excepto que el compuesto 7 usado en el
ejemplo 17 (método A) se reemplazd por el compuesto 42 (sintetizado en el ejemplo de referencia 13), el equivalente
de compuesto 42 fue de (0,040, 0,050 6 0,060 eq.), y se cambid la cantidad de CS a 0,80 g, se obtuvieron los productos
de CS reticulados (CS-GlilacC2N) como un polvo blanco (en cada caso aproximadamente 0,78 g).

Ejemplo 55

Preparacion de sulfato de condroitina reticulado con compuesto 52 (CS-OctHomoSerEt)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo 17 (método A) excepto que el compuesto 7 usado en el
ejemplo 17 (método A) se reemplazé por el compuesto 52 (sintetizado en el ejemplo de referencia 16), el equivalente
de compuesto 52 fue de (0,060, 0,080 6 0,100 eq.), y se cambié la cantidad de CS a 0,80 g, se obtuvieron productos
de CS reticulados (CS-OctHomo-SerEt) como un polvo blanco (en cada caso aproximadamente 0,62 g).

Ejemplo 56

Preparacion de sulfato de condroitina reticulado con compuesto 81 (CS-pAla(F)C2N)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo 17 (método A) excepto que el compuesto 7 usado en el
ejemplo 17 (método A) se reemplazd por el compuesto 81 (sintetizado en el ejemplo de referencia 51), el equivalente
de compuesto 81 fue de (0,030, 0,040 6 0,050 eq.), y se cambié la cantidad de CS a 0,80 g, se obtuvieron productos
de CS reticulados (CS-BAla(F)C2N) un polvo blanco (en cada caso aproximadamente 0,69 g).

Ejemplo 57

Preparacion de sulfato de condroitina reticulado con compuesto 84 (CS-(Me)AlaC2N)

De sustancialmente la misma manera que en el ejemplo 17 (método A) excepto que el compuesto 7 usado en el
ejemplo 17 (método A) se reemplazd por el compuesto 84 (sintetizado en el ejemplo de referencia 52), el equivalente
de compuesto 84 fue de (0,100 6 0,300 eq.), y se cambié la cantidad de CS a 0,80 g, se obtuvieron productos de CS
reticulados (CS-(Me)AlaC2N) como un polvo blanco (en cada caso aproximadamente 0,61 g).

52



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 811269 T3

REIVINDICACIONES

Polisacarido acido reticulado obtenido formando reticulaciones mediante un enlace amida entre grupos amino
primarios en un agente de reticulaciéon de diamina y grupos carboxilo en un polisacarido acido;

en el que el polisacarido acido es sulfato de condroitina; y

en el que el agente de reticulacién de diamina es un compuesto de diamina que tiene los grupos amino
primarios en ambos extremos terminales y un enlace éster o tioéster en la molécula de manera que el carbono
carbonilico del éster o tioéster esta en una cadena lineal que conecta los dos grupos amino terminales, en el
que el numero de atomo en la cadena lineal entre al menos uno de los grupos amino y el carbono carbonilico
en el éster o tioéster es de 1 a 5.

Polisacarido acido reticulado segun la reivindicacion 1, en el que el agente de reticulacion de diamina se
representa por la férmula general (1) a continuacion:

[Férm. quim. 33]
R’H

HoNL X 2. g
g \n/ Yo NH, ()
@)

R"H

en la que el nimero de atomos en la cadena lineal entre los grupos amino primarios en ambos extremos
terminales es de 5 a 12,

X e 'Y son cada uno independientemente un enlace sencillo, un grupo alquileno sustituido o no sustituido, un
grupo alquenileno sustituido o no sustituido o un grupo alquinileno sustituido o no sustituido, con la condicién
de que X e Y no pueden ser enlaces sencillos al mismo tiempo;

Z representa un atomo de oxigeno o un atomo de azufre, preferiblemente un atomo de oxigeno;

R'y R? son cada uno independientemente un atomo de hidrégeno, un grupo -CONR3R*, un grupo -COOR5,
un grupo alquilo sustituido o no sustituido, un grupo alquenilo sustituido o no sustituido o grupo alquinilo
sustituido o no sustituido;

cualquier -CHs- en el grupo alquileno, grupo alquenileno o grupo alquinileno representado por X o Y puede
sustituirse con uno o mas grupos seleccionados del grupo que consiste en grupo amida (-CONH-), grupo
éster (-C(=0)-0-), grupo éter (-O-), grupo imino (-NH-) y grupo fenileno, en el que cualquier grupo éster, grupo
amida, grupo éter (-O-) y grupo imino (-NH-) presentes en X o Y no pueden estar directamente adyacentes a
-CO-Z- en la formula (1),

cualquier -CHz- en el grupo alquilo, grupo alquenilo o grupo alquinilo representado por R' o R? puede
sustituirse con uno o mas grupos seleccionados del grupo que consiste en >C=0, -CONH-, arileno, -O-, -NR&-
y -S;

los sustituyentes en X, Y, R' y R? se seleccionan del grupo que consiste en grupos hidroxilo, grupos alquilo
que tienen de 1 a 6 atomos de carbono, grupos fenilo, grupos indolilo, grupos diazolilo, grupos -(CH3),-NHMe,
grupos -(CHz)n-NMez, grupos -(CH2),-CONR3R?, grupos -(CH2),-COORS®, grupos -S-Me y grupos -SH, y los
sustituyentes en X e Y pueden seleccionarse del grupo que consiste en grupos 4-hidroxifenilo, atomos de
halégeno, grupos nitro y grupos nitrilo, en el que n representa independientemente en cada caso un ndmero
enterode0a4;y

R3, R*, R®y R® son cada uno independientemente un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo opcionalmente
sustituido con grupo fenilo.

Polisacarido acido reticulado segun la reivindicacion 2, en el que el nimero de atomos en la cadena lineal
entre los grupos amino en ambos extremos terminales es de 5 a 8.

Polisacarido acido reticulado segun la reivindicacion 2, en el que el nimero de atomos en la cadena lineal
entre los grupos amino en ambos extremos terminales es de 5 6 6.
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Polisacarido acido reticulado segun una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en el que
R' es un atomo de hidrégeno, o un grupo alquilo sustituido o no sustituido;

R? es un atomo de hidrégeno, un grupo -CONR3R* o un grupo -COORS;

X es un enlace sencillo o un grupo alquileno que puede sustituirse con halégeno;

Y es un grupo alquileno sustituido o no sustituido;

el/los sustituyente(s) en R se selecciona(n) del grupo que consiste en grupos metilo, grupos fenilo, grupos
indolilo, grupos -COORS y grupos -S-Me; y

el/los sustituyente(s) en Y se selecciona(n) del grupo que consiste en grupos metilo, grupos fenilo y
grupos -COORS,

Polisacarido acido reticulado segun una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en el que

X es un enlace sencillo;

Y es un grupo >CR’R8; y

R’ y R® son cada uno independientemente un atomo de hidrégeno, un grupo hidroxilo, un grupo alquilo que
tiene de 1 a 6 atomos de carbono, un grupo fenilo, un grupo 4-hidroxifenilo, un grupo indolilo, un grupo
diazolilo, un grupo -(CHz)»-NHMe, un grupo -(CH:z)--NMez, un grupo -(CH2)-CONRZR?, un grupo -(CHa).-
COOR?, un grupo -SH, un atomo de halégeno, un grupo nitro o un grupo nitrilo.

Polisacarido acido reticulado segun la reivindicacion 6, en el que

R? es un grupo -CONR3R* o un grupo -COORS?,

R’ es un atomo de hidrégeno; y

R® es un atomo de hidrégeno o un grupo metilo.

Polisacarido acido reticulado segun la reivindicacion 3 6 4, en el que al menos uno de X e Y se sustituye con
un grupo fenilo, un grupo 4-hidroxifenilo, un grupo -CONR3R*, un grupo -COORS, un atomo de halégeno, un
grupo nitro o un grupo nitrilo.

Polisacarido acido reticulado segun la reivindicacion 6, en el que R” y R® son cada uno independientemente
un atomo de hidrégeno, un grupo fenilo, un grupo 4-hidroxifenilo, un grupo -CONR3R*, un grupo -COORS®, un

atomo de halégeno, un grupo nitro o un grupo nitrilo.

Polisacarido acido reticulado segun la reivindicacion 9, en el que R' es un atomo de hidrogeno, un
grupo -(CHz)2-S-CHs, un grupo -(CHz)3 s 4-NHMe, un grupo -(CHz)3 6 ~-NMez 0 un grupo -(CHz)1 5 -COORS.

Polisacarido acido reticulado segun la reivindicacion 10, en el que R? es un grupo -CONR3R* o un
grupo -COORS®, y R” y R® son atomos de hidrogeno.

Polisacarido acido reticulado segun la reivindicacién 11, en el que R es un atomo de hidrégeno.

Polisacarido acido reticulado o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, representado por la férmula
general a continuacion:

RRH 9
H
cs. N X _Z

DONe

O R'H o

CS

Ir=z

en la que CS es una estructura en la que un grupo carboxilo se excluye del sulfato de condroitina o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo,

dos CS en la férmula anterior son una misma molécula o moléculas diferentes del sulfato de condroitina,
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X,Y, Z, R" a R® son tal como se definen segun la reivindicacion 2,
el numero de atomos en la cadena lineal entre los grupos amino en ambos extremos terminales es de 5 a 8,

al menos uno de X e Y se sustituye con un grupo fenilo, un grupo 4-hidroxifenilo, un grupo -CONR3R?, un
grupo -COORS®, un atomo de halégeno, un grupo nitro o un grupo nitrilo.

Polisacarido acido reticulado o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, representado por la férmula
general a continuacion:

RRH 9
H
cs_ N

T

O R'H o

CS

/
_<
T=Z

en la que CS es una estructura en la que un grupo carboxilo se excluye del sulfato de condroitina o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo,

dos CS en la féormula anterior son una misma molécula o moléculas diferentes del sulfato de condroitina,
Z, R" a R® son tal como se definen segun la reivindicacion 2,

el numero de atomos en la cadena lineal entre los grupos amino primarios en ambos extremos terminales es
de5a 12,

X es un enlace sencillo;
Y es un grupo >CR’R8, y

R’ y R® son cada uno independientemente un atomo de hidrégeno, un grupo fenilo, un grupo 4-hidroxifenilo,
un grupo -CONR3R*, un grupo -COOR?®, un atomo de halégeno, un grupo nitro o un grupo nitrilo.

Polisacarido acido reticulado segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que el peso molecular
promedio en peso del sulfato de condroitina es de 10.000 a 100.000.

Material médico que comprende el polisacarido acido reticulado descrito en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 15.

Material de relleno tisular que comprende el polisacarido acido reticulado descrito en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 15.

Material que impide la adhesiéon que comprende el polisacarido acido reticulado descrito en una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 15.
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