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CASE 1093

PATENTE

BDE
INVENCION

yor "PROCEDIMIENTO PARA LA FREPARACION DE COMPUESTOS DE COM~
PLEJO CAILCICO DE ALTO PESO MOLECULAR", a favor de la firma
suize J.R. GEIGY A.G., residente en BASILEA (Suiza).

-/ -

MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente invencidn se refiere a un procedimiento
para la preparacidn ge compuestos de complejo calcico de alto
peso molecular con valioses propiedades terapeiticas, particu-
larmente inhibidoras de la coagulacidn sanguinea.

La heparina después de su administracién intravenosa
produce efecto directo en factores individuales de la coagula-
cidn sanguinea, mientras que los anticoagulantes a adminisgtrar
por via bucal, del tipo de los derivados de la hidroxicumarina

¥y d4e la indandiona no son aptos para producir una influencia

indirecta en la coagulacién sangufnea, sino después de un pe~
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» riodo de latenoia de uno hasta varios dfas, disminuyendo la
formacién de protrombina en el higado. Mientras que el grupo
de anticoagulantes citedo en ltimo lugar es excelentemente
ap:opiado para la conservacién de una disminuf{da aptitud de
5, coagulacién sangufinea para la profilaxis o terapéutica, la
heparina es de gran importancia para salvar el perfodo de la-
tencla de los anticoagulantes de efecto lndirecto y, particu-
larmente para la influencia inmediate en complicaciones de
embolie trombética. Por esta razén no han faltado ensayos pa-
10. ra substituir la heparina, cuya obtencién a base de pulmén o
higado de ganado de matadero es costosa y cuantitativamente
limitade, por sales alcalinas de constitucién similar y pre-
paraciédn més fdcil, de ésteres fcidos polisunlfdéricos de poli-
sacdridos, aunque ello hasta el presente no se haya logrado
15, todavia de un modo totalmente satisfactorio.
| Ahora blen, se ha encontrado sorprendentemente que se
obtiene compuestos de complejo ecalcico de alto peso molecular
gue constituyen anticoagulantes inyectables altamente éticaces é
y bien tolerables, si se hace reaccionar con pectina, en solu- §
20. cidén acuose, perdxido de hidrégenoc en una concentracién de un ;
| 1-5¢ y en una cantidad de 20-100%, referid# al peso en seco
de la pectina, con reaccidn neutra hasta ligeramente acida de
la solucidn hasta el logro del grado de descomposicién deseado,i
a verificar mediante medicidn de yiscosidad, si se precipita
25, seguidamente las porciones de peso molecular més alto de los
'~ productos de descomposicidn por adicidn de disolventes orgéni- ;
cog hidrosolubles, segregandolas, secidndolas y transformindo- .
las entonces, de modo conocido, mediante écido clorosulfédnico,
en formamida o en piridina, en ésteres &cidos polisulfiricos

30, y transponiendo estos Qltimos, después de neutralizacién con
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5 una base no precipitadora, en solucidn acuosa y con manteni-

miento de reaccién a lo menos aproximadamente neutra, con una
sal de ecalcio ionizadora, separando eventualmente & coantinua-
cidn el compuesto de compleje cédlcico por precipitacidn con
un 4isolvente orgdnico hidrosoluble.

La descomposicibn oxidativa de la pectina por reaccidn

!

con perdxido de hidrdgeno que forma la primera fase de la serie |

reaccional segin el invento, es llevada a cabo, preferentemen-
te, en presencia de a lo menos 1%, referido a la totalidad de

la solucidn reaccional acuosa, de una materia orgdnica que es

soluble a lo menos en esta concentracidn en agua, as{ como tam-

bién en éter diet{lico, y que en concentraciones mas elevadas,
siempre que éstas puedan lograrse en agua, presenta propledades
preciplitadoras de pectina, 0 en presencia de mezclas de tales
materias.

Preferentemente se utiliza soluciones acuosas al 2-10%

de pectina., La temperatura reaccional puede estar situada entre

25 y 100°C, y afin mis alta utilizando recipientes a presién,

8i bien se hanmostrado como particularmente favorables tempera- ;

turas moderadamente altas de entre 50 y 80°C. Por reaccidn neu- !

tra hasta débilmente doida se entiende, particularmente, valo-

res pH de 5-6; es de importancia que durante la descomposicidn

no se baje esencialmente del pH 5. Esto puede quedar garantiza-'

do vg. mediante una accidn tampdén con acetato sddico. Segin la

temperatura eplicada y las demis condiciones reaccionales, la

reaccidn de descomposicién puede durar unos cuantos minutos has-

ta un par de dias, slendo llevada a cabo, preferentemente, has- E

ta una viscosidad relativa de 1,3-3.0 centipoises a 75° y con-
ptracién al 5%.

Las substancias orgdnicas, segin la definicidn, que son
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adicionadas durante lg reaccién de descomposicidn en cantidades
de a lo menos 1%, causan una disminucidn esencial de la veloci-
dad reaccional, verificable por el retardo en la disminucidn de -
viscosidad., La descomposicidn oxidativa es mds facil de regular‘
con la presencia de las mismas, dando un rendimiento mejorado

en productos de descomposicidon de calidad mis uniforme. Mientrai
que después de la descomposicidn enzimitica pueden ser co.twer‘l:i.-z
das solamente las fracciones intermedias de los productos de |
deaoomposici&n con respecto al peso molecular, por sulfatacidn :
en ésteres polisulfiricos de reducida toxicidad, segun la des-
composicidn 6zidat1va con arreglo al invento en presencia de i
una o varias 4e las substancias orgdnicas segin la definicidn,
resultan apropiadas para su elaboracidn ulterior ea compuestos
de complejo cédleico de reducida toxicidad, tanto las fracciones ;
de peso molecular mas alto, como las fracciones intermedias de
los productos de descomposicidn.

Esto puede ser explicado por el hecho de que las subs-
tancias orgénicas segin la definicidn inhiben la descomposicidn %
oxidativa de la peotina més intensamente que agquella de materias %
concomitantes indeseables, de manera que las dltimas, a conse- ?
cuencia de su descomposicidn mds rapida y mds amplia, faltan en %
las fracciones més elevadas as{ como en las intermedias de los j
productos de descomposicidn. Como adiciones son adecuadas, par- %
ticularmente, las materias orgdnicas que después de la reaccidn |
pueden ser eliminadas facilmente. Por esta razén tendrfan que ‘

ser fécilmente voldtiles y/o fédcilmente solubles en las mezclas

P

de agua y de disolventes orgdnicos hidrosolubles que se origi-
nan durante la precipitacién de los productos de descomposici&n.%
Entran en consideracidn, por ejemplo, alcoholes como metanol, ;

etanol, n-propanocl y n~-butanol, oxocompuestos como acetona, pro-:
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panona y acetaldehido; ademds glicoles como etilenglicol;. és-
teres, éteres y materias similares, como acetato de etilo, bu-
tirolactona, éter diet{lico, metoxietancl y dioxeno., Como di-

solventes hidrosolubles para la precipitacidn de los productos

de descomposicion de la peatina gque tiene lugar, preferantemen-f

te, en fracciones, son apropiados particularmente metanol, eta-

nol o acetona. Los productos obtenidos segin la invencidn por
descomposicidn oxidativa, desde el punto de vista quimico, se
distinguen sin duda marcadénente, de los productos obtenidos
por desintegracién enzimiatica, puesto que solamente de aquéllos
se obtiene‘productos de sulfatacidén aptos para el enlace com-
plejo del calcio con reaccidn neutra o aproximadaﬁente neutra.

Pero los propios prodﬁctos de descomposicidén forman también

complejos metdlicos, ademéds de complejos de calcio, por ejemplo

asimismo complejos de hierro, cobre y cobalto, cuyas propias
solucliones acuosas pueden encontrar empleo terapeutico,

La sulfatacidén de las pectinas descompuestas oxidativa-
mente puede tener lugar de modoc andlogo & la de la pectina o
de pectinas parcialmente descompuestas mediante pectinasa, por

-, . :
ejemplo mediante &cidoyclorosulfénico en formamida, de manera

R T b

analoga al procedimiento descrito en la memoria de patente ale-f

mana n® 924,211 y en la memoria de patente inglesa n? 746,481,
Segiin este procedimiento se hace reaccionar con el pioducto de
descomposicidén de la pectina, eventualmente deépués de disolu-
cién o suspensidn del mismo en formamida, una'meicla de dcido

clorosulfdnico y formamida a una temperatura de entre 10 y 40°,

a cuyo efecto sonutilizadas, preferentemente, 2,5'a 5 partes en |

peso de écido clorosulfdénico y en total 6 a 14 partes en peso

7

de formamida, por parte en peso de producto de desintegracion

de pectina,
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-« Bajo transformacidn parcidl de la formamida en sales de amonio

se presenta una amplia esterificacidn, a cuyo efecto se obtiens

directamente productos reaccionales con un contenido en azulre
de 12% y més. Su aislamiento puede tener lugar de modo senci-
1lo, vg. virtiendo la mezcla reaccional en alecohol y filtrando
el precipitado. Para la neutralizacidén de los ésteres acidos
polisulfdricos obtenidos, éztos pueden ser transpuestos, por
ejemplo, con lejia de sosa, carbonato sbédice o bicarbonato so-
dico en solucidn acuosa. | |

Ademds, entra en consideracidn, asimismo, la sulfata-
cién descrita en la memoria de patente estadounidense numero
2.599.564 para metilglicésidos de 4cido poligalacturbnico y
metilglicdsidos de metiléster poligalacturdénico, con acido clo-
rosulfdénico en piridina.

La preparacién del compuesto de complejo cdlcico a base
de los ésteres polisulfiricos puede tener lugar, por ejemplo,
por disolucién de los mismos en ung_ooncentradén de 5-3%0% en
agua a temperatura ambiente, neutraligacidn con lejia de sosa
y adioién de una sal de calcio ionizadora hidrosoluble, por
ejemplo cloruro ocdlcico en una concentracidn de 0,5-10%. El
complejo se forma muy rédpidamente y puede ser precipitado por
adicidn de vg, metanol, etanol o acetona, ser lavado con el
medioc de precipitacidn y ser secado seguidamente. Perc también
se puede disolver en agua las sales sddicas de los ésteres dci-
dos polisulfﬁr;cos que han sido aisladas después de la sulfata-

cidn, y transponerlas coen sales odlcicas hidrosolubles. Si se

utiliza como sal de calcio hidrosoluble ionizadora una prepara- :

cidn muy bien tolerable sin propiedades pirdgenas, entonces se
puede renunciar, en caso deseado, al aislamiento del complejo

calcico. Entonces se utiliza veantajosamente un pequefic exceso

de éster polisulfurico, es decir, la cantidad utilizada de sal

P
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tantos iones de calcio, cuantos pueden ser enlazados en total

formando complejo. Este es el caso, por ejemplo, si se adicio-

na, aproximadamente 24-40% referido a la sal sddica del éster '’

dcido polisulfdrico de gluconato cdlecico exento de pirdgenos
en solucién acuosa. La mezcla reaccional, as{ obtenida, puede
encontrar directamente empleo para finalidades terapéuticas.
La formacién de compuestos de complejo calcico en la
transposicién de pectina descompuesta segin la invencidn, y

de ésteres polisulfiricos preparados a base de los mismos con

i

t

sales de calcio hidrosoclubles puede ser comprobada, por ejemplof

de la sigulente manera: Se mezcla 2 cc cada vez de una solucidn
cantidades crecientes de una solucién acuosa al 10%, neutra,

de una pectina desintegrada segin la invencién (Tabla I), o
bien de una solucidn neutra de la sal sddica de un éster poli-
sulfirico de la misma concentracidn obtenida a base de la mis-
me (Tabla II). Entonces se introduce en cada tubo de ensayo 2
ce m/15 de substancia tampdn a bese de fosfato SBrensen de pH
7.0 y se obgerva la formacidn de precipitades de'fosfato de
calcio., Los resultados de ensayos comparativos con pectina
descompuests mediante pectinasa de l& misma viscosidad resul-

tan de la Tabla III,

TABLA 1

Ensayo num. , 1 2 3 4 -5 6

Pectina decscompuesta ﬁe- - 0.2 0.4 0.6 0.8 1l
diante Hy0p, ¢c de solu- ' i
cidn al 104

Precipitado de fosfato
calcico

ot -+ L+ + - -

s

R W
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TABLA 11239062

Ensayo num. 9 8 9 | 10 11 12

Sal sodica de éster poli-
sulfirico, cc de solucidp

al 10% - 1 0.2 |0s4 | 0,5] 0.6 1
Precipitado de fosfato
cédlcico _ +hd | ++ + + - -

TABLA 1III

Bneayo num., 13 | 14 15 l6

Pectina desintegrada mediante 1 2
pectinasa, cc de solucidn al 10%

+++ e 444+ | 44+

Pracipitado de fosfato tédlcico

Las series de ensayos I y II muestran que la pectina

deslintegrada oxidativamente y el éste: polisulfirico impiden

la fprmacién de un precipitado de fosfato, éiempre que sean

aplicados en cantidad suficiente. Esto demuestra que los iones
cdlcicos estén enlazados de modo complejo a lo menos al PH 7.
En los ensayos 3 y 9 ya se puede observar uns marcada disminu-
cién y retardacién de la precipitacidn de fosfato cdlcico.

A base del enseyo nt 11 se puede calcular gue 60 mg
del éster polisulfirico reaécionan con 8 mg de CaCl, bajo for-
macidn del complejo cdlcico. Si la proporcidn cuantitativa de
15:2 es desplazada a favor del cloruro célcico, entonces las
soluciones ain contienen iones célcicos que pueden ser preci-

pitados con iones de fosfato. Para 1a saturacién de las valen-
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cias de complejo de 1 parte del éster polisulfurico examinado,
por lo tento, son necesarias 0.133 partes de cloruro cdlcico, o
aproximadamente 0.048 partes de iones de Ca, comc estén conte-

nidos, por ejemplo, en 0.48 partes de gluconato calcico. Tal

como lo han demostrado ensayos ulteriores, esta proporcidén cuag%

titativa es independiente de la concentracidn de las soluciones :

acuosas de los participantes reaccionales gue llegan & trans-
posicidn, por cuya razén se trata de una reaccidén estequiomé-
trica.

La tolerabilidad de los compuestos de complejo calcico

gue pueden ser preparados segin la invencidn, en la aplicacidén

en el hombre es excelente, mientras que los ésteres polisulfi-
ricos en gque estan basados, por ejemplo en forma de sus sales
sédicas, no entran en consideracidn para la aplicacidén terapéu-
tica, en les dosis terapéuticamente necesarias de 400 mg i.v.
y mas, debido a frecuentes efectos secundarios, como ademis en
la articulacidn de la mufieca y en el dorso del ple, ademéds ta=
quicardia, parestesias en los dedos, urticaria y vémitos. Con

otros anticoagulantes inyectables de accién directa, en compa-

T e

racién con ello no se puede causar ninguna mejora de la tolera- °

bilided por adicidn de sales cdlcicas, como por ejemplo gluco-
nato caleico.

El sigulente ejemplo dilucigaré més detenidamente la /
realizecidén de la serie reaccional éegﬁn la invencidn, En el
mismo, las partes significen partes en peso; éstas se compor-
ten con respecto a las partes en volumen como el gramo al cen-

timetro clibico. Las temperaturas estdn indicadas en grados Cel-

sius.

P

o A ) -
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EJEMPLO

200 partes de pectina son mezcladas con 200 partes de
acetato sédico, humectadas con 400 partes en volumen de etanol,
virtiendo entonces encima 3600 partes de agua. Se calienta a
75°, se adiciona 400 partes en volumen de una solucién al 30%
de peréxido de hidrdgeno y se mantiene durante 2 horas bajo
agitacidn & esta temperatura. Entonces se enfria a 20°, se
adiciona 400 partes en volumen de una solucidén al 30% de clo-
ruro sédico y se precipita con 2000 partes en volumen de meta-
nol, Después de la filtracidn se adiciona al filtrado 2200 par-

tes en volumen de metanol, se filtra el precipitado lavandolo

" con metanol y éter y se seca al vac{o. Se obtiene 85 partes de

producto de descomposicidén de pectina.

La sulfatacién tiene lugar de la mejor manera, en for-
mamida con écido clorosulfénico. Cien paites del producto de
descomposiocidén de pectina son incorporadas a 20° en una meszcla
a base de 1000 partes en volumen (1135 partes) de formamida y
140 partes en volumen (unas 246 partes) de écido clorosulfdni-
co, manteniendo durante 24 horas bajo agitacidén a esta tempera-
tura, Virtiendo la mezcla reaccional en 6000 partes en volumen
de metanol y filtrando, puede ser segregado el éster polisulfd-
rico écido. Entonces se disuelve de nuevo en agua, se neutrali-
ga con lejia de sosa, y se precipita con metanol después de la
adicidén de poco cloruro sédico., La sal sddica del éster poli-
sulfirico dcido, entonces es filtrada y lavada con etanol y
éter. El rendimiento es de 130 partes.

La transposicidén en el complejo cdlcico puede efectuar-
se del modo siguiente:

a) 10 partes de sal sddica del éster polisulfirico écido
son disueltas con 1,3 partes de cloruro calcico en 100 partes

de agua. La mezcla reaccional es mezclada entonces con 300 par-

AR S AT 2
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tes en volumen de metanol, filtrada, lavada sucesivamente con
metanol y éter, y secada al vacio. Rendimiento = 10.3 partes,
contenido en calcio del preparado = 4.5%.

b) 10 partes de sal sédica del éster polisulfirico dcido
son mezcladas con 4 partes de gluconato céleico exento de pi-
régenos, y son disueltas en agua ad 100 partes en volumen, La

solucidén que resulta es envasada en ampollas y esterilizada me-g

" diante vapor.

La invencidn, dentro de su esenciaiidad, puede ser de-
sarrollada en otras formas de realizacidn que difieran en de-
talle de la indicade a titulo de ejemplo, a las cuales alcanza-
ré igualmente la proteccién que se recaba. Podré, pues, reali- |
zarse con los medios y aparatos mées adecuados, as{ ecomo con
los porcentajes més convenientes, por quedar todo ello compren-

dido dentro del espiritu de las reivindicaciones,

NOTaA

Desocrito el objeto de la invencidn, se declaran nuevas
las siguientes reivindicaciones, con priorided suiza nimero
40,594 del 12 de Diclembre de 1956. |

l. Proocedimiento para la preparacidn de compuestos
de coﬁplejo cédlcico de alto peso molecular, caracterizado por-
que se hace reaccionar con pectina y en solucidn acuosa, peréd-
xido de hidrégeno en una concentracidn de 1-5% y en una canti-

dad de 20-100% referida al peso en seco de la pectina, con
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reaccidén neutra hasta ligeramente dcida de la solucidn, hasta

el logro del grado de desintegracidén deseado, comprobable por

e G e R0 0,

medicién de viscosided, precipitando, separando y secando se-
guidamente porciones de peso molecular més alto, mediante adi-
cién de disolventes orgénicos hidrosolubles, transponiéndolos
entonces de modo conocido mediante dcido clorosulfdnico, en
formemida o en piridina, en ésteres polisulfiricos dcidos y
transformando estos ultimos después de la neutralizacién con
una base no precipitadora en solucidén acuosa y con mantenimien- :

to de reaccidn a lo menos aproximadamente neutra, con una sal

célcica ionizadora, y precipitando eventualmente, a continua- g
cidn, el compitesto de complejo cdlcico con un disolvente orgé- :
nico hidrosoluble. %

2. Procedimiento segin la reivindicacién 1; caracte~ %
rizado porque se lleva a cabo la reaccién del peréxido de hi- %
drégeno en presencia de a 1o menos 1%, referido a la solucidn

reaccional acuosa total, de una substancia organica que es so-

R e

luble en agua, asi{ como en éter diet{lico, a lo menos en esta

e b et

concentracién, ¥y que presenta propiedades precipitadoras de la
peétina en concentraciones méds elevadas, siempre que éstas sean é
alcanzables en agua, o en presencia de mezclas de tales substanpg
clas. |

3, Procedimiento seglin la reivindicacién 1, caracte-
rizado porque se hace reaccionar con el producto de desintegra-~
oién de pectina preparado segin la reivindicacidn 1 y 2, even- é
tualmente después de disolucidn o suspensidén en formamida, una %
mezcla de dcido clorosulfdnico y formamida a una temperatura de f
eantre 10 y 40°, a cuyo efecto son utilizadas, por cada parte en

peso de producto de descomposicidn de pectina, 2.5 a 5 parteé

en peso de acido cloresulfdnico y'nn total de 6-~-14 partes en

A A VIR T
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peso de formamida.

rico éoido_que ha sido preparado segin las reivindicaciones 1,

2 y 3, en solucidén acuosa a reaccidn aproximadamente neutra,

.
> con una sal edlcica ionizadora, hidrosoluble, exenta de pird-
genos, particularmente con gluconato cdlcico, a cuyo efecto la
cantidad utilizada en sal cdlcica debe contener a lo menos la
mitad hasta aproximedamente tantos iones de calecio, cuantos
10. pueden ser enlazados en total en complejo.
| Se Procedimiento para la preparacién de compuestos
de complejo cdlcico de alto peso molecular.
Segfin se describe y reivindica en la presente memoria
que consta de trece hojas, foliadas y escritas a mdquina por
15.. una sola de sus caras, acompafiadas de la documentacion corres-
pondiente.
Madrid, a 11 de Diciembre de 1957
JeRe GEIGY A.G,
?9‘%
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