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pora solicitar PATENTE DE INVENCION EN ESPANA por 20 afios

a nombre de DR. KARL THOMAE, GESELLSCHAFT MIT BESCHRANKTER

entidad / demmasiermkided’ alemana

con domicilio en Biberach an der Riss, Repfiblica Federal
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por: "PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE ESTER MONOCOLINI-~:
CO DE ACIDO 3-OCTADECILOXI-PROPANOL~-(1)-FOSFORICO"
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El invento concierne al &ster momocolinico de
;écido 3-octadeciloxi-propanol-(1)-fosférico farmacoldgi-

Ecamente valioso de la férmula

THa-0-018%57

Oy

| = (+)

CH2~O-I(° 2-032-032"N ( 0!13 ) 3 I
O¢-)

a8l como a la preparacidn del mismo.
' El compuesto de la férmula I de acuerdo con el
iinvento se prepara alcohilando 1,3-propéndiol con un ha=-
logenuro o sulfato de octadecilo para former 3-octadeci-

‘loxi-propanol-(1) de la férmula

f52'°‘°18H37

‘I’Hz

CH -0 o

haciendo reaccionar el &ter con dicloruro de &ster mono-
-2-bromoetilicp de &cido fosfbdrico para formar &ster 2-

-bromoet{lico de &cido 3=-octadeciloxi~propanol-(l)=fosfé-

rico de la férmula

?32‘0'0181‘57

‘I’Ha
GH2-0-II-‘0 ~0-CHy~CH,~Br III
OH

sometifndolo a aminacién con trimetilamina, y transforman-

dolo en la sal interna de la férmula I por eliminacién de |

los iones bromuro.
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La sustancia de acuerdo con el invento es un
polvo amorfo poco coherente con un comportamiento de fu=
#ién no caracteristico. La caracterizacién tiene lugar
por lo tanto mediante la cromatografia en capa delgada
(valor Rp) ¥ por anflisis elemental.

El compuesto de acuerdo con el invento, que no
es metabolizado en el organismo por fosfolipasa B, tiene
propiedades tensicactivas y, en el caso de administracidn
parenteral al organismo animal, conduce & una modifica=-
cibén de la tensioactividad de membranas celulares. Miene
tras que mayores concentraciones provocan citblisis, por
ejemplo hemblisis, en dosis subliticas se puede observar
una variacién, dependiente de la dosis, de la temsioacti~-
vidad de las membranss. El compuesto de acuerdo con el in
vento se puede utilizar especialmente como coadyuvante

inmunol&gico.'

Ejemplo de preparacibn.
a) 3=octadeciloxi~propanol-(1).

2,3 g (0,1 moles) de sodio son disueltos en 38
g (0,5 moles) de 1,3-propéndiol anhidro y la carga es ca-
lentada a 1502C bajo vigorosa agitacidén durante 16 horas,
después de afiadirse 57 g (0,15 moles) de yoduro de n-octa~
decilo., Despuds de enfriar, se afiaden 200 ml de &ter y 100
ml de &ter de petrdleo (30-502C), se agita bien a fondo y
se decanta del residuo de color pardo muy viscoso. Des-
‘puds de secar la solucién con sulfato de sodio, se obtie-
nen 48,7 g de producto bruto. Al recoger en &ter, la ma-

iyor parte del diéter que resulta como subproducto, asi co

mo una parte del yoduro de alcohilo, quedan sin disolver.
§La gsolucidén en éter sobrenadante es concentrada por evapo
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racibn y el residuo es cromatografiado sobre 250 g de gel

€
‘

%de sf{lice primero en &ter de petréleo puro (30-502C)y pos-
"teriormente con &ter de petréleo (30-5020)/éter (1:1), ob-
vteniéndose el monoSter en forma de sustancla incolora pu-

S ;ravcon un valor de Ry de 0,35. La recristalizacién en étex
E'-(1e petréleo (30-502C) proporciona cristales incoloros de
;p. de £, 50-512C, Rendimiento: 10,5 g (correspondiente a
32% de la teoria).

b) Ester monocolinico de fcido 3-octadeciloxi-
10 ‘propanol-(1)-fosférico,

A una solucién de 4,4 g (75 milimoles) de trie-
tilamina y 4,8 g (20 milimoles) de dicloruro de &ster mo-
no-2-bromoetilico de Acido fosférico en 50 ml de clorofors
mo absoluto se afiade gota a gota lentamente, bajo agita-

‘15 cién y enfriamiento con hielo, una solucidn de 6,6 g (20
milimoles) de 3-octadeciloxi-propanol-(l) en 50 ml de clg
roformo. Después de calentar a la temperatura ambiente se
deja reposar durante 24 horas.

Para la hidrblisis, después de nuevo enfriamien

20 to a 020, se afiaden gota a gota bajo agitacibén 30 ml de

solucidn acuosa 0,1 N de cloruro de potasio. Despuds de

reposar durante una hora a la temperatura ambiente y de

l
afiadir 50 ml de metanol, se ajusta a aproximadsmente pH 5[

con fcido clorhfdrico concentrado, se agita bien a fondo |
25 durante algunos minutos y se separa en el embudo separa= |

dor. Despuls de secar sobre sulfato de magnesio, el resi-

duo de la fase orgfnica es secado en elevado vacio sobre

!
pentdxido de fésforo. El éster bromoet{lico bruto es re=

cogido luego en benceno sbsoluto y es filtrado con succibn
}

30 de las sales ambnicas no disueltes. A parbir del filtrado!
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86 obtienen 10,4 g de sustancia cérea de color amarillo
claro., Esta es disuelta, sin purificacién cromatogréfica
intermedia, en 200 ml de cloroformo absoluto y es agita- -
da a la temperatura ambiente durante 3 dfas juntamente _
con 15 ml de trimetilamina condensada. Después de concen-
trar la solucifn por evaporacibén y de disolver y precipi-
tar de nuevo el residuo con acetona en solucidn de ctoro-
formo, se obtienen 10,4 g de bromuro de éster monocolini-
co de fcido 3~octadeciloxi-propanol-(l)-fosférico bruto
en forma de polvo incoloro. Este, para la eliminacién de
los iones bromuro, es disuelto en 300 ml de metanol y es
agltado vigorosamente a la temperatura ambiente durante
30 minutos con 3 g de acetato de plata. A partir del fil-
trado, después de concentrar por evaporacién, se obbtienen
9,2 g de 8ster colinico bruto. De estos se cromatografia
1,0 g sobre 200 g de gel de sfilice con cloroformo/metanocl/
agua (65:25:4), pudiendo ser recuperado el producto final
con un valor de Ry de 0,20 después de disolver y precipi~
tar de nuevo con acetona en cloroformo, en forma de polvo
blanco como la nieve, Rendimiento 70% de la teoria gpasqg
do por las dos etapas)

CogliggOghP (511,7) (en forma de monohidrato)

Cales :C 61,03 H 11,42 N 2,74 P 6,05

Ence :C 61,38 H 11,14 §¥ 2,72 P 5,98

Las propiedades coadyuvantes del compuesto de

tacuerdo con el invento se ensayaron del siguiente modo:

% 1.~ El ensayo tuvo lugar ayudéndose del método
.de Dresser (Immmnology 9 (1965) 261). El fundsmento de
Eesta disposicién de ensayo consiste en la induccibén de to-

gleranoia mediante una proteina soluble, En esta disposi-
i

1
i
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" ¢ién de ensayo se investiga la aptitud de sustancias'uﬁi§‘1'
)ref;rzar en el organismo la respuesta inmune frente a la
. gamma globulina bovina (GGB) inmundgena de modo extraordi
fnariamente débil de tal modo que los anticuerpos puedan
:ser detectados irrecusablemente frente a esta proteina.

' En este caso, unos ratones recibieron una inyeccién intra-
' peritoneal de GGB exenta de aglomerados separada por cenw
itrifugaci6n, en una dosis de 5 mg., Normalmente, con esta

‘dosis no se puede detectar ningfin anticuerpo después de

8 a 10 dfas. Por lo tanto, los animales no estén inmuniza-
dos. Estos son incapaces bajo estas condiciones de prOporJ
cionar una respuesta inmune frente a la GGB., Por el cone
trario, si ss afiade la GGB en combinacién con un coadyu-
vante, se impide la formacidn transitoria de tolerancia y
los animales forman entonces anticuerpos frente a la GGB
que por lo demfs es tolerSgena. 10 hasta 12 dfas después
de administracibén de la proteina tolerdgena se inyecta a
los animales nuevamente GGB, que esté sefialado con yodo-
125, Si los animales son tolerantes, el antigeno seilalado
es degradado lentamente igual que gamma-globulina propia.
Si por el contrario los animales son inmunes, se llega a

una llamada eliminacibén inmune, es decir, el antigeno se-

filalado es eliminado de la circulacidén con rapidez esencial
!
mente mayor. Como medida de los anticuerpos formados sir—%

ve por lo tanto la velocidad de eliminacibn de GGB aeﬁala;

H

da con yodo=125. %

En el ensayo del compuesto de acuerdo con el inﬁ
vento se p&do comprobar que, en comparacién con un grupo %
testigo que solo habia sido inyectado previamente con sal%

comfin, los animales tratados con GGB y éster monocolinico;
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de Acido 3-octadeciloxi=propanol=(l)=fosférico elimi
la proteina sefialada 10 hasta 100 veces con més rapidez
desde la circulacidn,

2.~ Otro método de determinacibén inmunoldgica
de anticuerpos, con cuya ayuda se pueden determinar las
propiedades del coadyuvante, se basa en que el antigeno
(GGB) es copulado con eritrocitos, y las células asi tra-
tadas son incubadas con el suero en una serie geométrica
de diluciones durante 20 horas a 42C. Si el suero contie-
ne anticuerpos, los eritrocitos son aglutinados. La méxi-
ma dilucidén de suero con la que todavia se ﬁueda observar
este fenémeno, es designada como concentracidén o titulo de
anticuerpos del suero.

También con este método esencialmente méé ine-
xacto, se puede comprobar irrecusablemente que el compues—
to de acuerdo con el invento es un coadyuvante muy activo.

El compuesto de la férmula I de acuerdo con el
invento puede ser aplicado de manera usual. Se prefiere eg
pecialmente la inyeccién intraperitoneal. La dosis puede
oscilar dentro de amplios limites., Segfin el grado deseado
de potenciacifn de la respuesta inmune, se pueden adminis-
trear dosis de 0,5 hasta 10 mg/kg.

Ia presente solicitud, que corresponde a la pre-

sentada en la Repfiblica Federal Alemansa, el 27 de Febrero

de 1.970, bajo el N2 P 20 09 341.8, se acoge a los benefi-

;cios del Articulo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad

&Induatrial.
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‘presentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten~
‘te de Invencién en Egpaiia, por VEINTE afios, son los 8i-
iguientes: -

‘monocolinico de fcido 3=octadeciloxi-propanol=-(l)=fosf-

un halogenuro o sulfato de octadeecilo para formar 3-octa=

388446 1ary

REIVINDICACIONES

Los.puntos de invencién propia y nueva, que se

1, Procedimiento para la preparacién de &ster
rico, caracterizado porque se alcohila 1,35=propandiol con

deciloxipropanol-(1) de la férmula

?Ha-o-clga57
?Hz
OH ,-OH II

se hace reaccionar el &ter de la férmula II con dicloruro
de ézter mono-~2-bromoetilico de &cido fosfbrico para for-
mer &ster-2-bromoetilico de bcido 3-octadeciloxi-propancl-
~(1)=-fosférico de la férmula

‘I’Ha“‘"claﬂa'?
“’Ha
CH y=0~PO ~0=CH y=CHy=Bx

b

gse somete a aminacibn con trimetilaminas al compuesto de

la £6rmula IIT y se le transforme en la sal interns de la
férmula I con eliminacién de los iomes bromuro, ;
2 Procedimiento para la preparacién de &ster

monocolinico de Acido 3~octadeciloxi-propanol-(l)-fosfbri-

COe.
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Tal y como se ha descrito en la Memoria que an=-
tecede, ¥y con los fines que se han especificado.
Esta Memoria consta de nueve hojas escritas a

mAquina por una sola cara,

19 FEROTY

Madrid,
P,A.
Adperiofde &
Por Fodule
S
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