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Bl invento comcierne a un procedimiento para la
preparacién del nuevo decido bis-(4,7-dihidroxicumarinil-3)-

~acético de la férmula

OH COOH OH

Este nuevo compuesto, hasta el momento no descri
to todavia, constituye un-importante inhibidor de la aglo-
meracién de trombocitos, con gran amplitud terapéutica, sin
efectos anticoagulantes, que puede ser utilizado clinicamen
te para la prevencién de trombosis y embolias post-operato
rias. En forma del dcido libre este compuesto puede ser ad
ministrado por via peroral, y en forma de la solucién de
sal dis6dica, preparada a partir de sustancia cromatografi
camente pura, puede ser administrado por via parenteral. En
la evaluacién de acuerdo con el método de G. V. R. Born /Na
ture 124, 927, 1962/ este compuesto mostré el efecto inhibi
torlio més elevado hasta el momento conocido en una cantidad
de 25 pg (efecto inhibitorio de 50%) por 1 ml de plasma. Me
diante ensayos usuales se comprobd que este conpuesto era
nuy poco téxico,

De acuerdo con el invento, el 4eido bis-(4,7-dihi
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droxicumarinil-3)-acético es prepsrado haciendo reaccionar
4,7-dihidroxicumarina con #dcido glioxilico, después de lo
cual el producto obtenido es transformado eventualmente en
una sal, preferiblemente en la sal disédica.

Para esta reacecién puede utilizarse el 4dcido
glioxilico en forma del hidrato o en forma de una solucibn
del hidrato.

En este caso, como un manantial del dcido glioxi
lico puede servir la mezcla de reaccidn obtenida de la re-
duccidén elédctrica del Acido oxdlico. Como medio de reaccién
son apropiados agua, 0 un disolvente orgénico acuoso 0 anhi
dro, miscible con agua, preferiblemente acetona acuosa al
20% libre de aldehidos y de alcoholes, llevédndose a cabo la
reaceién a la temperatura de ebulliciébn de la mezcla de
reacciobn,

Para la realizacidén del procedimiento de acuerdo
con el invento es necesario partir de 4,7-dihidroxicumarina
cromatogréficamente pura, y asimismo el dcido bis~(4,7-dihi
droxicumarinil-3)-acético obtenido debe ser cromatogrifica-
mente puro para la administracion terapéutica por via paren
teral. Ambas sustancias pueden ser analizadas o valoradas
por espectrofotometria o por cromatografie, en el caso Ulti
mamente citado por cromatografia en capa delgada frente a
gel de silice con la mezcla de disolventes de benceno-meta=—

nol-acetona~dcido acético (7:2:0,5:0,5) utilizando un modo
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de deteccibén conocido (K. Fudik, S. Xoristek, Chem. listy,
45, 190, 1951), Otra condicién mds para la obtencién de un
producto con las propledades exigidas la comstituye el gra
do de pureza del medio de reaccidn, que no debe contener
ninguna sustancia del cardcter de un aldehido o de un al-
cohol, que podrian ofrecer la posibilidad de reacciones se
cundarias,

Desde luego, la reaccién transcurre con rendi-
miento satisfactorio también en etanol acuoso, pero el pro
ducto de reaccidén estd impurificado con vestigios de éster
etilico resultante, que no puede ser eliminado ni siquiera
por varias recristalizaciones, y que acompafia también en
vestigios a la sal disébédica, cuyas soluciones acuosas indi-
cadas para la administracién por via parenteral se colorean
en corto tiempo. Por esta razbn el mejor medio de reaccibn
lo constituye la aceftona acuosa libre de aldehidos y alcoho
les, sobre todo libre de metanol; en este medio de reaccibn
se obtiene el 4cido libre en calidad adecuada; en esta for-
ma éste puede ser utilizado no sblo para la produccibn de
formas de administracibén por via oral sino también para la
preparacién de la sal disbdica, que proporciona soluciones
incoloras y estables para la administracién por via parente
ral,

El aislamiento del Zecido bis-(4,7-dihidroxicumari

nil=3)-acético es muy fécil, En efecto, éste ya se separa
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en caliente desde el medio de reaccidén, gracias a su peque
fla solubilidad, en forma cristalina, del modo que son sufi
cientes una mera filtracidén con succién y un lavado con ace
tona acuosa. A partir de las sguas madres enfriadas se se-
para todavia la segunda porcién del producto, que se recrig
taliza en acetona. El rendimiento globsl es mayor del 90%.

El 4cido big-(4,7~dihidroxicumarinil-3)-acético
constituye una sustancia incolora, que cristaliza con 1 mo
lécula de agua y se descompone lentamente a una temperatu-
ra por encima de 2452C, las constantes de ionizacién son:
Pk, 3,045 pK, ¢ 7,13 pKS ¢ 10,0, en etanol al 50%. En el
ensayo del grado de pureza, una solucién preparada a partir
de 100 mg de dcido, 80 mg de NaHGO3 ¥y 20 ml de aguva debe
permanecer incolora de modo permanente.

La sal disédica de 4eido bis-(4,7-dihidroxicumari
nil-3)-acético, que constituye la sustancia de partida para
la preparacién de soluciones para inyeccién, se obtiene sen
c¢illamente por reaccién del Acido con bicarbonato de sodio
en medio acuoso. La separacidén de la sal por cristalizaciébn
es facilitada mediante adicibn de acetona libre de aldehidos
y de alcoholes,

El procedimiento de acuerdo con el invento es ilus
trado de modo adicional con Ejemplos, en los cuales se indi
can las posibilidades de preparacién en diferentes condicio

nNes.
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Ejemplo,

1.~ Una mezcla de 900 ml de una solucidn acuosa
al 20% de acetona (libre de metanol) y 35,6 g de 4,7-dihi
droxicumarina (cromatogrificamente pura) se pone en ebulli
ci6n hasta la total disolucibén y se afiaden con agitaciébn a
la solucibn resultante 9,6 g de deido glioxflico en forma
del hidrato. Aproximademente después de 10 minutos comien-
za a enturbiarse la solucidén con cristales que se sedimen-
tan, Se pone en ebullicién a reflujo todavia durante 1 hora
mds, se filtra con succién en estado todavia caliente el
dcido bis-(4,7-dihidroxicumarinil-3)-acético que se separa
por cristalizacibén, se le lava con acetona acuosa al 20% y
se le seca en vacio a 40-502C, Rendimiento: 92 a 95% de un
producto cromatogrificamente puro, que se descompone lenta-—
mente a una temperatura superior a 245¢C, Las aguas madres
proporcionan después de enfriamiento una segunda porcién del
producto, que se recristaliza en acetona.

2.~ Una suspensién de 35,6 g de 4,7-dihidroxicums
rina (cromatogréficamente pura) en 200 ml de acetona (libre
de metanol) se lleva a ebullicién, se mantiene hirviendo du
rante 10 minutos, se afiaden 9,6 g de 4cido glioxflico en for
ma del hidrato y la mezcla se pone en ebullicibn durante 1
hora méds. El producto separado se filtra con suceibn en es-
tado todavia caliente y es tratado tal como se indica en el
Ejemplo 1. El rendimiento de 4cido bis~(4,7-dihidroxicumari-



nil-3)-acético cromatogrificamente puro es de aproximadamen
te 80%, Por tratemiento de las aguas madres se obtiene el
segundo producto, que se purifica por recristalizacién en
acetone.

5 3,~ A la mezcla de reaccién obtenida por reduc-
cibn eléetrica del 4cido oxdlico, la cual contiene 7,8 g de
dcido glioxilico, se afiade acetona (libre de metanol) en
unz centidad de 20% en volumen y 36,5 g de 4,7-dihidroxicu~-
marina (cromatogréficamente pura) y esta mezcla se pone en

10 ebullicibn a reflujo durante 1 hora. El producto separado
se filtra con succién en estado todavia caliente, y es tra-
tado ulteriormente tal como se indica en el Ejemplo 1. Ren—
dimiento aproximadamente 90%,

4.~ Una suspensién de 35,6 g de 4,7~dihidroxicuma

15 rina (cromatogridficamente pura) en 900 ml de una soluciébn
acuosa al'20% de etanol se calienta a ebullicifn y se mantie
ne hirviendo hasta la total disolucién, después de esto se
agregan 9,6 g de dcido gliox{lico en forma del hidrato y es-
ta mezcla de reaccidn se pone en ebullicidn a reflujo bajo

20 agitacibn durante 1 hora mds. Por tratamiento tal como se in
dica en el Ejemplo 1 se obtiene el producto con un rendimiepn
to de 88%. El Acido bis=(4,7~dihidroxicumarinil-3)-acético
preparado de este modo es apropiado sélo para la administra-
cién por via peroral, dado que incluso por varias recristali

zaciones no puede obvtenerse una sustancia pura, incolora y

3]
i

56573



10

15

20

25 .

5.5.73

estable que proporcione soluciones para inyeccibn,

5.~ Una suspensién de 35,6 g de 4,7-dihidroxicu
marina (cromatogréficamente pura) y 9,6 g de 4cido glioxl
lico en forma del hidrato se pone en ebullicidn en agus
hasta la total reaccidn. El producto separado es aislado
tal como se indica en el Ejemplo 1 y es purificado por re
cristalizacién en acetona,

6.— Preparacibn de la sal disbédica,

A 4,1 g de dcido bis-(4,7-dihidroxicumarinil-3)-
~acético (cromatogréficemente puro) se afladen 1,68 g de bi
carbonato de sodio y 15 ml de agua y la mezcla es agitada
hasta que se forma una solucibén transparente, que es mez-
clada con 31 ml de acetona (libre de metanol) y despudés de
esto es hecha cristalizar. Cuando comienza a separarse len
tamente la sal disédica se afiaden a esto todavia 30 ml més
de acetona, se enfria y los cristales separados se filtran
con succibn, se lavan con acetona y con éter y se secan.
Rendimiento: 4 g. La sustancia contiene 1 moléculs de agua
de cristalizacidén. Su solucibn acuosa al 10% tiene un valor
de pH de 6,7 a 7,05 es incolora, transparente y estable. Su
esterilizacibn se efectda filtrando a través de wn filtro
de vidrio sinterizado GB'

BEsta solicitud que corresponde a la presentada en
Checoslovaguia, el 12 de Abril de 1,972, bajo el N@

PV 2442-73, se acoge a 1os beneficios del articulo 51 del
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vigente Estatuto sobre Propiedad Imdustrial.

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencién propia y nueva que se pre
sentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente de
Invencidén en Espafia, por VEINTE afios, son 1l0s que se reco-
gen en las reivindicaciones siguientes:

12,~ Procedimiento para la preparacibén del nuevo
4eido bis-(4,7-dihidroxicumerinil-3)-acético de la férmula

OH COOH OH
n
] - |
c0
0/ RN OH

HO

caracterizado porque se hace reaccionar 4,7-dihidroxicumari
na con dcido glioxilico, después de lo cual se transforma
el producto obtenido eventualmente en una sal, preferible-
mente en la sal disédica.

28,- Procedimiento seglin la reivindicacién 12, ca
racterizado porque se utiliza el &cido glioxflico en forms

del hidrato o en forma de una solucibn del hidrato.

N
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38,~ Procedimiento segim la reivindicacibn 12, ca
racterizado porqgue como un manantial del dcido glioxIlico
se utiliza la mezcle de reaccidn obtenida de la reduccién
eléctrica del 4cido oxdlico.

42,- Procedimiento segin la reivindicacién 12, cg
racterizado porque la reaccién se lleva a cabo en agua 0 en
un disolvente orgdnico acuoso o anhidro, miscible con agua.

5¢,= Procedimiento segin las reivindicaciones 12
Yy 42, caracterizado porque la reaccién se lleva a cabo en
acetona acuosa al 20%, libre de aldehidos y alcoholes.

62,- Procedimiento segln una cualguiera de las rel
vindicaciones 12 a 5%, caracterizado porque la reaccifn se
lleva a cabo a la temperatura de ebullicién de la mezcla de
reacciébn.

T8+~ Procedimiento para la preparacibén del nuevo
4eido bis-/ 4,7-dihidroxicumarinil-3_/-acético.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que ante-
cede y con los fines que se han especificado,

Esta Memoria consta de diez hojas escritas a mé-
guina por una sola cara.

wearia, 10 MAYD 1973

P.A.

w 10 -
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