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MEMORIA DESCRIPTIVA
rara solicitar
PATENTE DE INVENCION
‘en
ESPANA

por VEIRTE afios
a nombre de ROUSSEL-UCLAF, socieded andnime francesa, es-
tablecida en 35, Boulevard des Invalides, Peris, Francis,
pors ol
“PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE R-—(SULFOBENZOIL) N-DESUL
PO HEPARINAS"

Ie presente invencién tiene por objeto un proce=
dimiento de preparacidn de nuevos compusstos, las F-(sulfo
benzoil) Nedesulfo herarinas y sus ssles de metales alce~
linos, las cuales son utilizables especialmente mra el
tratamiento de las enfermedades de la coagulabilidad san-
gufnes. Las B-(sulfobenzoil) R-desulfo-heparinas respon-
den a la férmula generals;



g by ©

00=HN

¥080%H0

0
HO
13

¥000

200193



10

15

25

30

calinos Ry, Rp, Ry ¥ 34 remresenten simulténeamente o dig
tintamente, un 4tomo de hidrdgemo o un grupo sulfénico 1i

tre-o salificado, estando exclufdo el que R, = R, = R3 =

2
R, = hidrdgen o.

¢ Se conocen ya los derivedos N-acilados de la Ne-ds
sulfo heparine tales camo N-benzoil N-desulfo heparins,
F~p-nitro benzoil N-desulfo heparina, F-3,5-dimetilben-
20il N-desulfo hepexrina, etc., degeritos en la patente og~-
pefiola nvmero 250.529, que poseen una actividad anticoagu
lante minima,

Por otra parte, se sabe iguelmente que la trans-
formacién de la N-desulfo heparina en urea sustitu{da,
conduce como se ha descrito en la patente espaficla nimero
258.108, a compuestos tales como la n-butil hepmrilurea,
fenil hepmrilurea o alfe-naftil heperilurea, dotados de
une actividad anticoagulante poco pronunciadsa. |

Ahora se ha descubierto que lag N-(sulfobenzoil)
N-degulfo heparinas y sus sales alcelinas obtenidas segin
el procedimiento objeto de la invenci én, poseen uns clara
actividad anticoagulante y, mds especislmente, una aeccién
anticoagulante prolongada, que puede manifestarse durante
6 2 10 horas despuds del momento de administracidn.

El procedimiento de preparacidn de estos. compuss-
tos se caracteriza esencislmente par que se transforms la
Nedesulfcheparina en una sal de amonio cuaternario de lar
ga cadena de carbonos, se hace reaccionar sobre esta sal
de amonio cuaternario, el anhidrido o un anhidrido mixto
de wn &cido benzolco mono— o polisulfonado, y se transfor
ma finalmente, llegado ol caso, la amide resultanée en la
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sal de un metal elcalino, por accidn de un acilaeto inferior
de metal alcalino,

El esquema siguiente resume leg reacciones:
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En sus modos de ejecucidn, el procedimiento de pre

paracién de las N-(sulfobenzoil) F-desulfo heparinas, pue

de caracterizarse por los puntos siguientes: .

- Las gales de smonio cuaternarias qﬁe convienen especial
mente para la preparacidn de lag sales de amanio cuater
neriag de la N-dosulfo heparina, san de preferencia la
hiemine 2.389, que es el clorurc de trimetil (metildoeds
cilbenzil)amonio, Arquad 2C o clerura de dileuril dime
tilamonio y, especia]menté, la hiaming 1622 ¢ clorurc de
benzildimetil 2 [z-(;:-z,1,3,3-tetramem butilfenoxi)=
etoxi 7/ etilamanio;

- El anhidride o anhidrido mixto de un #cido benzoico mano-

¢ polisulfonado, que se hace reaccioner sobre la sal de amg

nio cuasternaria de la N-desulfo heparina, es preferentemen

te anhidride o-sulfobenzoico, anhidrida del &cido 2,4-di-

sulfobenzoico, anhidride mixto del &cido 3,5-disulfoben-

zoico y del acide ethexi-carbénice, ¢ enhidride mixto del
fcide m-sulfobenzoico y del dcido ethoxi~cerbénico;

= el acilato inferior de un metal alcalino que se emplea

pers la cbtencién de sales alcalinass de N-(sulfcobenzoil)

N-desulfo heparinas es de preferencie el acetato sddico,

Log ejemplos siguientes {lustren la invencién, pe
ro sin limitarla.

Ejemplo I — Preparaciln de Is sal de sodic de le
Ne( 2=smlfobenzoil) N-desulfo heparina

Se introducen 9,07 g de B-damlfc heparina en 50
e de agus, ge afiaden después 250 cm3 de une solucidm
acucse al 10 % de hiamina 1622, se homogeneizs el precipi
tedo farmado, se dejs en reposo durante eproximadsmente

una hora, se filtra can succidn y se lave con egua. Se ob
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tienen 28,5 g de sal de hismina de N-desulfc heparine,
que ge emplesn tal cusl pere ls etapa siguients de la zin
tesiz. Se introducen agitando, 3 g de compuesto arribs in
dicado en 60 cm3 de tetrshidrofurano, y se agits hasta di
gsolucién, Despuds, se afiaden sucesivamente y bajo agita~
eibn, 3 cmd de trietilamina y 1,5 g de anhidride o-sulfo-
benzoico. Se continda la agitaciin durante 15 horas a la
temperaturas ambients. Se evapora seguidamente hasgia seque
dad bajo vac{o, se recoge el residuc en 3Q cms de N-buta-
nol scuoso, se extrae la solucidén n-butandlica en varias
veceg con una solucifn de acetato sbdico al 208, se £il-
tren log extractos reunidos, se vierte el filtrado en me-
tencl, se deja em reposo dursnte aproximedamente wns hora,
ge filtra con succiénm el preeipitado farmado, ss lava can
metanol y se seca., Se obtienen 1,047 g de sal de sodio de
la N-(2-sulfobenzoil) N-desulfcheparina.
Egpectro U.3. : (écido clorhidrico N/10] ebsorcidn a 266
¥ 212 mu correspendiente 2 1,3 - 1,4.1073 moles do Sefdo
o-sulfobenzoico por gramo.

Este producto es soluble en agus, insoluble en al
cohol, éter, acetona, benceno y cloroformo. Log §cidos di
lufdos acuosos lo hidrolizan. Los &lcalis diiufdos acuo-

gog 1o degraden,
inflistes  (CocH 0. K, S, e, ), = (2.976,12),
Celeulador %% 11,85
Encantrado: 11,4

Este campuesto no estd dsscritc en la bibliografia.
Actividad enticosgulantes 36,5 ¢ 1,5 UAT/mg.

Ejemplo YT¢ Preparacién de la gel de sodic de la

N_-§ 254=41 emlfa‘benzoil! N~degulfo hepe~

rina 2 @ @ei 93
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Se diguelven 17,88 g de sal de potasic de N-desul
foheparina en 100 cm3 de agus, se efinden despude 500 cm3
de una soluciém acuose de hiamina 1622 al 10¢, se hamoge-
neizg lg mezcla de reasccidn, se deja en reposo durants wma
a dog horag aproximadsmente, s¢ filtra can succién el mre
cipitado, se lave con agua y se seca bajo vacio. Je obtie
nen 56 g de sal de hisming de N-desulfo heparina (4).

Por otra parte, se prepara la sal de hiamina del
anhidrido de &cido 2,4-disulfobenzoico (B): se digsuelven
:io g de gal de sodic del écido 2,4-disulfobenzoico en
700 cu3 de sgua y 70 > de &cido férmico. Despuds, se
afizden 1550 cm3 de una solucidn ecuosa de hismina sl 106,
se extrae en variasg veces con cloruro de metileno, se
reunen los extractos, ss evaporan, se expulesa el dgus por
arrasgire coﬁ bencena, so recoge el residuo seco con 7C
cm3 de triclorestilenc, se lleva & reflujo hasta digoiu-
cién, se deja enfriar hacia 50-608C, y se introducen agi-
tando 105 cm3 de cloruro de tianile. Se continda la agita
cién durente 2 horas sproximadamente, & una temperaturs
situada entre 75 ¥ 808C, se destila al principio bejo me
« &n normal y, despuds bajo vacfo, hasta que no quedan
mds que trazag de cloruro de tionilo. Se recoge seguida-
mente el residue en 700 em3 de tetrehidrofuranc, se trata
la solucidn con negro animal, se filtre y se obtiens la so
lucién tetrahidrofurdnice de la sal de hiamina del anhidri
do del #cido 2,4-disulfo benzoico (B), que 8¢ emplea tal

cual para la etapa siguiente de la sintesis.

 Se introducen bajo agitacidn 49 g de sal hiaming
1622 de N-desulfo heparina (A) en 1000 cm3 de tetrahidro-
furano, se afiaden a continuacién, despuds de disolucién a
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la temperatura ambiente, la solucidn B preparada camo se’
ha descrito precedentemente, y se somete la mezcla de reagc
cifn a agitecién durante 17 horas aproximadamente a la tem

peratura ambiente. Seguidemente, se evapora a sequedad ba

jo vac{o sin sobtremsar los 508C, se recoge el regiduo en
500 cm3 de Nebutancl acuoso, se extrae en varias veces can
wne goluciln acuoss de acetato sddico al 20, se rewmen
los extractos, se filtran, se eiiaden 750 cm3 de metanol,
y se deja en reposgo durante una hora a dos horas aproximg
demente, ge filtra despuds el precipitade formado, se la~
va sucesgivamente con metanol y con 6ter, se geca y se Ob=-
tiene la sal sbdica de le N-(2,4-disulfobenzoil) N-desul-
£o heparing bruta. Este produeto se purifica haciendo pe~
sar una solucidn acucse del mismo sobre une resina inter-
cambiadora de aniones fuertemente bisica, tal camo la que
posse una estructura funcional de amonio cuaternario.
Sobre la re_sina se hace pasar la totalided de la
solucidn acuosa preparsda arriba, pero no se recoge més
que la fraccién que da un ensayo positivo de precipita-
cifn con hiamina, se enjuaga la columne con agua destile-
da, se reunen los eluatos, se tratan con negro animal, se
filtran, se neutraliza el filtrado por asdicién de dcido
acético y, despuds, se ajuste el pH a 7 ,8 con 1ejfe de so
sa, se precipita por adicién de metenol, se separa el pre
cipitado, se filtra con succién, se lava sucesivaments
con metanocl y con éter, ge sece y se obtienen 16,7 g de
sal sddice de la Ne(2,4=disulfobenzoil) N-desulfo heparins.
Cantenido de azufre: 12,6% (teorfa: 14,18f).
Espectro Us,Vsx (en solucién en C1H N/10)

o)
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A mex. 2217 mpm E = 107
tem
1%

) maxe 263 nm E sem = 11,2
%

)\ mex. 270 mMm E i " 12,4
1%

~>\ max, 277 B A E tem = 11,1

Actividad anticagulante: 66,2 UAT/mg.
El producto es soluble en agua, insoluble en alco
hol, éter, acetona, benceno y cloroformo,
Este compuesto no estd descrito en la bibliogra~
fia. '
Ejemplo III: Preparacién de la N-(3,5-disulfoben-
2011) N—desulfo heparina (sal de so-
a) Preparecidn del emhidrido mixto del dcido 3,5=d4 sul-

fobenzoico

En wn matrez cdnico de 500 cm3, se disuelven 3,75
g de 3,5-disulfobenzoato potésico, en 50 em3 de sgus des—
tilede. E1 pH de la solucidn se ajuste a 10 por adicidn de
potasa. Se afiaden entonces 160 cm3 de une soluci én al 10f
de hiaming 1622, La sal de hiaming del dcido 3,5-disulfo-
benzoico precipita. Se recoge por filtracidn y, despuéds,
8¢ agote, en dos veces, con 100 cm3 de cloruro de metileno.
ls solucidn orgénica se lave con agus y, despuds, se seca
sobre sulfato sédico, y se evapora a sequedad., El extrace
to seco se redisuelve en 30 cm3 de tetrashidrofuranc. La
solucibn se transvasa a un metraz redondo de tres tubulee
dureg y se enfria entre O y $58C, bajo sgitacidn y bajo
atmbéafera de nitrégenc. Se sjusta el pH a 10 por adicidn
de 0,1 cm3 de trietilamina y despuds, se afisden 0,75 cm3

- 10 = S
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de cloroformiato de etilo., Se mantiene la agitacién en at
mésfera de nitrdgemo. Al cabo de 15 minutos, se afiaden
1,5 em3 de una solucién de formiato de trietilamina al 10%
en tetrahidrofurano, que descampone el exceso de clorofor
miato de etilo. Se obtiene as{ una sclucién de anhidrido
mixto del dcido 3,5=-disulfobenzoico.
b) Preperacién de la N-(3,5=-disulfobenzoil) Nedesulfo he-
parine

Se afiade a la golucidén de anhidrido mixto prepara
da segim a), la solucidn siguiente: ,
F-desulfo heparinato de hiaming 1622 ¢« « « o o ¢ ¢« 2 &
Tatrahidrofurant « « « « o « s ¢ ¢ o ¢« ¢ ¢ o ¢ o o« 30 cm3
Trietilaming ¢« « o ¢ o ¢ ¢ ¢ o ¢ o o s ¢ ¢ o ¢ s« 0,5 cm3

Seguid smente, se agits mientrss ss hace burbujear
nitrégano. Ia solucidn se evapora a continuacidn, bajo va
cio hagta sequedad. Se obtiene la N-(3,5-disulfobenzoil)

N-desul fo heparins, en forma de un residuo amorfo.

c) Preparacifn de la sal de godio do la N-(3,5-disulfoben~
zoil! N-desulfo heparing

El residuc obtanido segim b) se disuelve en 30
cn3 de butanol saturado de agua. Este soluciln se agota
en tres veces, can 5 cm3 Ge une solucibn acuocsa &l 20k Ge
acetato sédico, Ls soluciln scucsz se filtra y, despuds,
se vierte en 100 cm3 de metanol., Precipita la sal de so~
dio de la N=(3,5-digulfobenzoil) N-desulfo heparing. Se
recoge par filtracibn, se filtra con succién, se lave
con metenol al 20f de agua y se seca. Se obtienen asf de
U5 a 0,55 g de sal de sodio, &3 decir un rendimiento de
w 55 & un 60f. El producto he sido cbtenido cen un {ndi-
ce de amidificecién qus var{s entre 82 3.9%. e ”JS“}
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Emcﬁ‘o U.Ve: (dcido clorhfdrico N/10)
inflexiones & Z70° y 230 m/a aproximadamentes
Actividad antfcosgulantes 31 + 3 UAT/mg

El espectro U.V,. indica la pregencia de 0,97 a
1,13 x 10~ moles de &cide 3,5«disulfobenzoica por grama
de producto (teoria : 1,18 x 1073 moles/g).

Este campuesto no egtd deserito en la bibliogra-
ia, '

Ejemplg IV : Preparscién del Ne(3-sulfobenzoil)
K-degulfo heparina (ssl de godio)
a) Preperacién del mesulfobenzoato de hiemine 1622

En un erlemnmeyer de 300 cm3, se intraeducen sucesi

vemente 5,2 g de m—sulfobenzaxto de sodio, 125 cm3 de
agua destilada y 2,5 cm3 de lejfe de sodes. El m-sulfoben~
zoato de modic se disuelve rdpidamente. Se d tiene una so
lucidn alcalins de pH préxime a 10. Se sfizden entonces
220 cm3 ds una soluced én acuose al 10f de hiemina 1622,
Frecipite el mesulfobenzoato de hiamina 1622, E1 precipits
dc amorfc separado por filtraciém, se agota en dos veces
can 100 em3 de clorurc de metilenc. Ia solueién orgénica
se lava con agug, se seca sobre sulfato de sodio y se eva
pora a sequedsd a la pres &n atmosférice. El residuc seco
de sal de hiaming 1622 se redisuelve en 50 cm3 aproximada
mente de tetrahidrofursnc. Despuds de una disolucidn come
plata, se lleve 8 un volumen exacto de 100 cm3 con tetra~
hidrofuranoc.

b} Preparacién del gnhidride mixto
En un metraz redondo de tres tubulaeduras, se in
troducen 50 cm3 de la solucién tetrshidrcfurdnica de m-sul
fobenzogto de hismina 1622 preparsds segin &). Se enfris

WA N ﬂ‘?
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hasta 58C & 1, agitando y bajo atmbafers de nitrdgenoc.
Se ajusta el pH de la solucifn a 10 con trietilemina y,

despuds, se introduce 1 cm3 de cloroformiato de etila re-
destiledo., La temperatura del medio sube ligeraments y, .
despuds, retorna a 5¢C. Se mantiene entonces & esta tempe
ratura durante 30 minutos. Seguidamente, se sfiaden 3 om3
de una solueiln de formiato de trietilamins al 10k en te-
trehidrofurano, _

Se obtiene asf{ una golucidn de anhidrido mixzto del
écido mesulfobenzoico.
¢} Preparacién de] N—(3-sulfobenzoil) N—degulfo heparin

(sa] de sodio) .
A la solucién de enhidrido mixte del ée;do n-gul-

fobenzoico, se afiaden 30 cm3 de una solucién tetrahidrofu
rénica al 10¢ de N-desulfcheparinetc de hiamina 1622. El
recipiente que ha contenido el N-desulfoheparinato de hig
ming 1622, se enjuaga con 10 cm3 de tetrehidrofuranc. Se
agita 1a mezcla durante una hors & + 58C bajo stmdafera de
nitrdgenc. Le mezcla de reacciin se evapora ssguidemente
hasta sequedad bajo vecio. El residuo smorfo se redisuel-
ve en 50 cm3 de Witanol saturado de aguz. la solucién de
F~(m-sulfobenzoil) N-desulfcheparina, se agota entonces
can 10 em3, 10 cm3 y, finelmente, con 5 cm3 de una solu-
cifn acuoss el 20§ de acetato sddico. La fase acuosa decan
tads se filtrs y se vierte en 100 cm3 de metanol. El pro-
cipitado de sel sfdica se separa finslmente por filtra-
cién, se filtra con succeidn, se lava y se seca.

Se obtienen as{ 1,05 g de N-(3-sulfobenzoil) N-de
sulfoheparina (sal de sodic), o sea un rendimiento de un
7%, Contenido en -NH, < % (expr%sado o Ni-degglfohe-

/’ x>
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paring)
| s 11,% (teoria : 11,88).
Bgpectro U,V. (en dcido clorhidrico N/10) 3

inflexiones hacia 230 m/ B % = 79,5
‘ 1 em
B % 6,6
hacia 2710 m =
/” Ten !

Este absarcién corresponde & 1,06 x 1073 moles/g
de écido mesulfobenzoico (tearfa : 1,35 x 1073). E1 fndi-
ce de amidificacién es, por lo tanto, del orden de 80F.
Actividad anticoagulante : 29 UAT/mg.

Este compuesto no estd descriio en la bibliogra-
fia. ' |

Tal como ha sido indicado més arriba, lee N-(sul-
fobenzoil) N-desulfo heparinas pueden mer utilizadas pars
el tretamiento de las trombosis, tramboflebitis, embolias,
amenazes de infarto pulmonar o cardfaco, arteritis, angina
de pecho, y trastornos tréficcs postflebiticos.

Poseen especialmente la ventaja sobre la heparinsg
de ejercer una acg:.én prolongads que evita les inyeccio-
nes inﬁ'avenosaa repetidas o las perfusiones venosas con-
tinuadag que representan dosis de heparing muy elevadas,
Poseen, ademfs, la ventaja sobre log snticosgulantes deri
vados de la dicumarina de actuar con rapidez y durante un
espacio bien determinado, mientras que los derivados de
la dicumerina que inhiben le sintesis de la trombina en
el higado (antegonistas de la vitamina K) son de una ac-
cién tardie pero cuya duracidn no puede preverse con cer-
teza.

Finelmente hasta donde se sabe, la accidn de las
N-(sulfobenzoil) Nedesulfo heparinas se manifiesta sobre

- 14 - o B
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todog los egtaedos de la coagulacidn, 1o gue hace su accidm
més segura y menos peligrosa para el organismo.

las N-(sulfobenzoil) Nedesulfo heparinas se admi-
nistren por via intravenocsa. No setian por via bucal.

Ia posolog{e 4til se escalona entre 400 mg y 2 &
por dfa para el adulto, en funcién de la via de administre
cibn,

Accidén retardsda por vias intravenosa.
Este accién ha sido estudiade en el cmejo. Se ha

medido determinando el tismpo de coagulacién e intervalos
reguleres (2, 4, 6, 8, 10 horas despuds de la inyeccldn
intravenosa del compuesto estudiado). Los compuestos han
side administrados en dogis de 10 mg/kg y de 20 mg/kg. Se
han obtenido los resultados siguientes:
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Tal camo resulta de esta tabla, lag N-( su.lfm:
zoil) N-desulfo heparinag poseen una accidn enticoagulan-
te prolongads para dosls enticosgulantes (expresadas en
unidades internacionsles) infinitemente mds aébiles que
las que se necegitan de heparina, para obtener un efecto
del mismo orden. |

la presente solicitud que corresponde a la pre sen
tada en Francia, el 27 de Julio de 1962, bajo el ndmero
P.V. 905,336, se acoge a los beneficios del erticulo 51
del vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial,

N 0T A

Los puntos de invemncidén propia ¥ nueva que se pre
senten pera que sean objeto de esta solicitud de Pastente
de Invencidn en Espaiia, por VEINTE afios, son los siguien—
tess

ls,~ Procedimiento de preparacidén de N-(sulfoben-
z0il) N-desulfo heparinas y de sus sales de metales alca~
linos de la férmmle general:
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en la cual R representa un &tamo de hidrdgeno o de metal
alealino, R,, Ry,Ry ¥ R, representan simul tdneamente o dig
tintemente un &temo de hidrdgenoc o el grupe sulfénico li-
bre o salificado, estando exclufdo el que R =R, = R3 =
R 4 = hi.drégeno, caracterizado por que se transforma la
N-desulfo heparins en una sal de amonio cuaternario de
largas cadens de carbonos, se hace reaccionar scbre esta
sel de amonio cuaternario el anhidrido o un anhidrido mix
to de un écido benzoico mono= o polisulfonado, y se trang
forma finelmente, llegado el caso, lg amida resultente en
sal de un metal alcalino, por accién de un scilato infe-
rior de metal alcalino.

28 .= Procedimiento segin la reivindicaciln 1s, ca
racterizado por gque las sales de amonio cuaternarias que
convienen particularmente para la preparacién de las se-
les de amonio cuaternarizag de la N-desulfo heparing, son
preferentemente la hiaemina 2389 que es el cloruro de tri-
metil (metildodecilbenzil)smanio, el Arquad 2C o cloruro
de dilauril-dimetilamonioc y, especielmen té lg hiamina
1622 o clorurc de benzildimetfl 2 / 2-(p-1,1,3,3-tetreme~
tilbutilfenoxi)-etoxi_/etilemonio,

38~ Procedimiento segin la reivindicecién 1e, ca
recterizado por que el anhidrido o anhidrido mixto de un
acido benzoico mono- o polisulfonada que se hace reasccio-
nar gobre la sal de smonio cuaternario de la N-desulfc he
pering, es preferentemente el anhidridec o—sulfobenzoico,
anhidride de dcido 2,4-disulfobenzoico, enhidrido mixto
dal dcido 3,5-disulfobenzoico y del dcido ethoxicarbénico,
o enhidrido mixto de écido mesulfobenzoico y del dcido

athoxicarbdnice. 2 g \l 93
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recterizado por que el acilate inferior de un metal alca-
lino que se emples para la obtencién de las seles alcali-
nag de N-(sulfobenzoil) Nedesulfo heparinas, ea, preferen
temente, acetatoc de sodic.

54~ Pr&cedimiento de preparaeién de N-(sulfoben~
z0il) Nedesulfc heparinas. '

Tal y como ge ha deserito en la Memaria que ante-
cede y para log fines que se han especificado.

Este Memorie consta de veinte hojas escritas & mg

quina por uns sola cara.,

Medrid,

28 0193
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