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Este invento se refiere a nuevas sales inorgénicas
neutras de difosfopiridina nucledtido (denominado de aqul
en adelante DEN) y a los métodos para su preparacién Mds
particularmente, el invento comprende las sales de DB sé-
lidas, estables y terapéuticamente ¥Ytiles que se adaptan de
forma ¢nica a la preparacién de soluclones isoténicas ade-
cuadas para inyeccidn.

El DPN es un coenzima que ha sldo conocido durante
muchos afiog. Pgede ser aislado Técilmente de la levadura de

pan fresca en forma de wn polvo blanco muy higroscépico y

se encuentra en el comercio. Solamente en los Ultimos afios,|

se ha encontrado que el DPI es terapduticamente dtil. En la
patente estadounidense n2 3+158.540 de O'Hollaren, de 24 de
Noviembre de 1964, se emplea el DEXN en el tratamiento de lo
adictos a las drogas y en la paiente estadounidense mimero
3.2664989 de O'Hollaren, de 16 de Agosto de 1966, se emplea
la misma droga para tratar el alcoholismoe.

Como consecuencia del descubrimiento de que el DFI era

terapbuticamente Wtil, se hizo necesario encontrar el modo

de administrerlo en una forme que fuers fisioldézicamente

~aceptable. Como una solucidén acuosa al 10 % tiene un pH de

2, resulta demasiasdo 4cida para ser tolerada por el organig
mo cuando se administra por via intramusculsar o intravenoss

Se ha hallado que cusndo se emplea como agenie de neutrali-

zacién una solucidn acuosa de fosfato disédico, la solucién|

neutra resultante de DPN es extremadamente hipertébnica y
produce un dolor indebido en el punto de la inyeccidén. Cuan
do se emplea solucidn acuoss de bicarbonato‘sédico pare neu
tralizar la acidez del DPH, se produce un desprendimiento

excegivo de didxido de carbono que crea una presién en la
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jeringa al sacar la solucidén del vial. Ademds, se requieren
viales independientes para almacenar el DPN s6lido y la so-
lucidn neutralizadora. Esto no solamente es caro sino tam—
bién inadecuado debido a la cristalizacién, la alcalinidad
¥ la presibn creadas por las proplas soluciones neutralizen

tes.

Un objeto del presente invento es superar lag deficiq

Ld

cias inherentes a los métodos cominmente empleados para ney
tralizar el DPXN para uso terapduticoe. 0o objeto es propox
cionar sales inorgsnicas neuiras de DPN que son estables
cuando se almacenan durante periodos de tiempo prolongados
¥y que producen soluciones neutras isotdnicas de DFI cuando
se mezclan sinmplemente con agus destilada. Un tercer obje—
t0 es proporcionar mitodos de preparacibn de estas nuevas
sales de DPH, sélidas, estables ¥y soiubles en agua y su uso
en la preparacidn de soluciones de DPX inyectablés 7 Tigio=-
légicamente aceptables. Otros objetos se pondrdén en evidenw-
cia en la siguiente descripcidn ‘detallada.

El presente invento incluye dentro de sus limites las
sales sélidas y terapbuticamente Utiles de DFN con sodio,
votasio, calcio, amonio, cine, magnesio y manganeso, que
hasta ghora no han sido descritas en la bihliografis quimi-
ca. Egtas sgles pueden sar aisladas en forma de sélidos
blancos, estables y que fluyen libremente, desprovistos de
impurezas, siguiendo el procedimiento descrito = continua-
cidne

En esencia, el procedimiento para formar estas sales
neutras congiste en hacer reaccionar una golucidn acuosa de
DPN con una solucidn o suspensién acuosa de un compuesto bé-

sico tal como los Sxidos, hidrdxidos, carbonatos o fosfatos
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to- s61ido que fluye libremente deseado. En ambos métodos de

_operacidn, finalmente el producto se seca sobre una sustan-

de sodio, potasio, calcio, amonio, cinec, magnesio o manga-
neso, a la temperaturs embisnte o nis baja, con agitacidn
constante y midiendo el pH hasta que se alcanza el valor de
%,O. Ta solucién de sal bdsica se agrega generalmente soﬁre
la solucién del DPN, pero en el caso de los éxidos que son
menos solubles en aéua: es conveniente invertir el orden de
la adicibn. Unz vez que se ha conssguido La neutralidad, se
afleden lentemente ginco o mds volimenss de un disolvente
orgénico hidrofilico tal como metanol, etanol o acetona,
entriado a 0°C o menos, con agitacidn constante, éobre la
solucién acuosz de sal pera precipitar la sal de DE resul-
tante que se recoge y se lava con mas disolvente hasta que
se obtiene un producio cristalino blanco. Si la solucién
de sal se evapora.comﬁleﬁamente despuds de la neutralizacidy
se obtiene una sustanciz amarillenta y pegajosa de composi-
c¢ibn indefinida y no reproducido.

Si se desea, la solucidén acuosa de sal puede concen~
trarse por evaporacidn haste aproximadamente el 10 % de su

volumen y después se liofiliza para oblener el mismo produc

cia de secante ¥ a vacio. Cuando antes de la inyeccidn se
reconstituyen 1,5 milimoles de cualquiersg de las sales sé~
lidas_de DEH asi obtenidas con 10 ml de agua estéril, se
obtieneiuna solucidn isotdénica que es fisiolbgicamente acep
table sin més ajustes del pH.

Los sigulentes ejemplos ilustran el invento pero no

deben considerarse como una limitacidn del mismo.
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~ se centrifuga e 2000 r.p.ne durante 15 minutos. ElL liqui~

se.licta a 155°C, mientras que la sal sédica sélida coumlen—

 EJSIPLO 1
8al sbédica de DPH

Se disuelven 10 g de DPN en forma dé dcido libre en
85 ml de agua destilada, ;o la temperatura ambiente. Esta
solucién se neutraliza hasta pH ; con 15,2 ml de una solu—~
eién 1 N de hidrédxido sbédico, agitgndo constantemente. A
continuacidén se agregen lentemente, con agitacidn, 5 voli-

menes de acetona enfriada a ~109¢ ¥ la nezcla resultante

do que -sobrenada se decanta y el producto viscoso y amari-
1lo se disﬁelve en agua, Se pasa a un matraz de litro y se
congela formando una capa delgada sobre las paredes del ma-
traz, por eanfrismiento en un bafio de acetora y hielo seco.
El sélido asi formado se liofiliza para formar un polvo
blanco fino y el contenido en DPU se determina enzimdtica~
mente con deshidrogenasa alcohblica, medido por el aumento
de absorcién e 340 milimicras. Se enconird que la absor-
bancia molar de la sal sédica de DEY ehziméticamente redu~
cidg era de 4800 frente a 4400 para el Acido libre reduci-

do. Ademds, se encontréd que el DPW en forme de deido libre

za a volverse liguida a 180°C. Ie presencia de sodio en la
sal es confirmada por el procedimiento TeSeP
EJZIPIO 2
Sal nmegnésica de DPH
Une mezcla de 1,2 g de DPH y 40,3 mg de 6xido magné-

sico en 12 ml de ague destilada se aglta intensamente durand
te 3 horas, al cabo de las cuales el éxido magnésico en sug

pensibn se ha disuelto y el pH de la solucién se hn estabi~

lizado en 7,0. Entonces se agregan 5 vollmenes de acetona
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fria y la mezcla se trata de forma idéntice a la dssorita
en el Ejemplo 1+ ElL producto blanco obtenido, después de re
duccidn con deshidrogenass alcokélica, tiene una absorban—
cia molar de 5000 a 340 milimicras frente a 4900 para el
DPN empléa&o como material de partida. Adenmds, le gal mag-
nésice de DPN no lictg a 300°C, mientras que el propio DEIN.
se licta a 155°C. Ia presencia de magnesio en la sal es
confirmada por el procedimientc UsSe<P.

De forma similer a la desecrita en los ejemplos ante-
riores, se puede hacer reaccionar DFI con fosfato potésico,
carbonato cédlcico, hidréxido aménica, éxido de cinc o car—
bonato de ménganeso para obtener las mismas sales de DB
gblidas, estables, reutras y teranbduticsmente Giiles con
potasib, celcio, emonio, cine y manganeso, respectivemente.

Cuando cualquiera de estas saies se disuelve en agua
destilada a la concentracidn adecuada, se obtiene una solu~

cién isoténica fisioldégicamente aceptavle de DFH, adecuada

para inyeccibne

En resumen, le Patente de Invencién que se solicita

recaers sobre las siguientest
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31 199

- EEIVINDICACIONES -~

1.- Un rétodo de preparacién de nuevas sales —-
inorginicas neutras de difosfopiridina nucledétido y parti-~
cularmente, de una sal solida, esteble, neutra y terapéuti
camente Util, Que consiste en hacer reaccionar difosfopiﬁi
dina nuledtido con una sal bésica seleccionada entre el —~—
grupo formado por los dxidos, hidréﬁidos, carbonatos y fos
fatos de sodio, potasio, calcio, amonio, cinc, magnesio y
manganeso, en un medio de reaccidn acuoso, ajustar el pH a
7, diluir el medio de reaccidén mediante la adicién de un -~
disolvente organico hidrofilico seleccionado entre el gru-
po formado por metanol, etanol y acetona, separar la sal -
sélida d2 difosfopiridina nucledtido del medio de reaccidn
Yy secar dicha sal separada hasta peso aproximadamente --
constante,

2.~ Uo rmétodo seghn la reivindicacidn 1, para
la preparacién de una sal sédica neutra de difosfopiridina
nucledtido, sblido, estable y terapéuticamente Gtil, qQue -
cousiste en hacer reaccionar difosfopiridina nucledtido --
con hidrdxido sédico en un medio de reaccidn acuoso y a la
temperatura ambiente, ajustar el pH a 7, diluir el medio -
de rsaccibn con acetona, separar la sal sddica sélida de -
difosfopiridina nucledtido del medio de reaccidén y secar -
dicha sal sodica hasta peso aproximadamente constante,

3.- Un método segin las reivindicaciones 1 6 2,
para la preparacidn de una sal magnésica neutra de difosfo
piridina rucledtido, sb6lido, estable y terapéuticamente —-
U%il, que consiste en hacer reaccionar difosfopiridina nu-
clebtido con bxido magnésico a la temperatura ambiente, --

ajustar el pH a 7, diluir el medio de reacciédn con acetona,
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separar la sal magnésica sdlida de difosfopiridina nucled-
tido del medio de reaccidn y secar dicha sal magnésica --
hasta peso aproximadamente constante.

4.~ 82 reivindica por dltimo, como objeto sobre
el que ha de recaer la Pateate de Iavencién que se solici
ta: "UN METODO DE PREPARACION DE NUEVAS SAIES INORGANTICAS
NEUTRAS DE DIFOSFOPIRIDINA NUCLEOTIDO".

Todo conforme queda describto y reivindicado en
la presente memoria, Que consta de ocho péginas mecanogra-

fiadas.

Madrid, 19 de enero de 1,968

BERNARDO UNGRIA
p‘p'
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