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PATENTE
DE
INVENCION

por "UN PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR SALES DE SULFOGLICO-
PEPTIDOS"; a favor de lg firma litaliana CRINOS INDUSTRIA
FARMACOBIOLOGICA S.p.A., residente en Piazza XX Settembre
2 VILLA GUARDIA (Italia).

MEMORTA DESCRIPIIVA

Este invento ge refiere a un grupo de nuevas
gales derivadas de glicopéptidos sulfatados y a un
procedimiento para su preparacidn.

Se conocen sales de ésteres polisulfiricos de
glicopéptidos (sulfoglicopédptidos) con metales alcalinos;
elcalinotérreos y metales pesados que estén dotadas de
propiedades antiinflametorias, Sin embargo, estas sales;
pera ser utilizadas con fines terapéuﬁieos; requieren

tratanmientos particulares después de su obtencidén o
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praceuciones particulares de aplicaciéd apropiadas para

reducir su toxicidad., Esto es particularmente aplicable

a sales derivadas de metales pesados de metales alcalino-

térreos como es el bario, que tienen por 1o gensral meyor
5, 0 menor grado de toxicidad.

' Ahora se ha descubierto y es un objeto de este
invento, que es posible obtener también de los sulfogli-
copédptidos antes citados sales con aminodcidos naturales
o0 sintétitcos, ZEstas sales estén practicamente exentas

10, de actlvidad t6xica y poseen uwna actividad antiinflame~
toria superior que la de las sales de sulfoglicopéptidos
yva conocidag, Por congiguiente, wn objeto de este in-
vento consiste en Obtener sales de sulfoglicopéptidos
con aminodcidos naturales o sintéticos,
15, Otro objeto de este invento consiste en propor-
| cionar un procedimiento para la preparacidn de dichas _
sales a parltir de los sulfoglicopéptidos en forma dcida
¥ a partir del aminodcido libre,
_ El éster polisulfirico de gllcopéptldo ge obtie- -
20, ne, de preferencla, en su forma de 4cido libre, a paritir
de la sal sbédica o ambénica correspondiente, disol-
viendolo en agua y filtréndolo a través de up lecho
de resina calidnica fuerte como, por egemplo, el tipo
o conocido con la marca AMBERLITE IR 120, producido por
25. la compafiia ROHM y HAAS., Da solucidn acuosa Que se
o obtiene despuéds de esto tratamiento contiene la forma
4dcide del sulfoglicopéptido y se caracteriza por una
fuerte acidez que corresponde & un pH inferior a 1.

A la solucién dcida e sulfociclopéptido se
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le gdiciona divectamente gl aminoacido libre, caso de

encontrarse disponible bajo dicha forma, o bien se

adiciona una solucidn acuosae del aminoacido preparada
aparte, en caso de que éste se encuentre disponible

en forme de un derivedo, por ejemplo una sal, Lla can-

tidad del aminodeido adicionada a la solucidn &cida de

sulfoglicOpéptido, es de preferencia, ligeramente su-
perior (5%) que la cantidad estequiométrica requerida.

Lag soluciones acuosas del producto as{ obtenidas
se caracterizan por un valor pH que depende de la natu~-
raleza del aminodcido utilizado. Este valor es, por lo
general inferior a 3, en el caso de aminodcidos newtros
v acidicos, mientras que se aproxima a la neutralidad
en el caso de aminoscidos basicos, Para separar de
las soluciones as{ obtenidas una fraccion de aminodcido
en exceso 0 sales inorgénicas eventualmente presentes,
estas soluciones pueden someterse a un tratamiento de
diglisis adecuado antes de proceder a la separacicn del
produeto.

Ia separacion y purificacidn del producto,
constituido por la sal de sulfoglicopéptido con el
aminoécido, de sus soluciones acuosas puede llevarse a
cabo finalmente segin dos formas distintas:

A) por precipitacidn después de dilucicn con disolventes
selectivos y secado subsiguiente bajo vacio a unos
502¢ (la expresion "disolvente selectivo" significa
wr disolvente miscible en agua en donde la sal que
ha de purificarse es insoluble) o

B) por concentracion bajo presion reducida seguido de
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En calidad de sulfoglicopéptidos preferidos,

liofilizacidn,

pueden utilizarse los derivados de organos o tejidos

animales, segin el procedimiento descrito en la patente

estadounidense n? 3.518.243 de A. Butti y colaboradores.

Ias sales de dichos sulfoglicopéptidos con
aminoacidos naturales o sintéticos ejercen una consi-
derable accidn farmacoldgice antiinflamatoria y se
manifiestan particularmente utiles como medicamentos
para el tratemiento de los fenomenos ulcerosos dei
estomago y del duodeno. Actualmente, en las pruebas
efectuadas con animales experimentales, exhiben las
propiedades farmacolégicas siguientes:

A) reduccidn de la Ulcera debido a la ligazdn del pilero
y a la hidrocortisona y la histamina con una dosis
de 10-20 mg/kg por via endoperitoneal y de 50-100
mg/kg por via oral,

B) inhibicidn de la actividad péptica del jugo gdstrico
ya sea "in vivo" (50 mg/kg por.via orai) e "in vitro"
(100 mierogramos/cc),

C) aumento de la velocidad de cicatrizacidn de lgs
ulceras cronicas experimentales con una dosis de
unos 100 mg/kg/dfa, por via oral,

D) inhibicion del edema local en las ratas'debido a
la carragenina, la serotonina y el caolin; con una
dosis de 3-5 mg/kg, por via parenteral;

E) inhibicion de la hiperseorecidn inducida en las ratas
con histamina, gastrina y betanecol (camhinoil—be%a—

-metilcolina) con una dosis de 1 mg/kg, por via
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intravenosa,

No se observaron fenbmenos téxicos en ratas 0
ratones despuds de un tratamiento tnico con 300 mg/ kg ;
administrado por via oral.

5, Las sales de conformidad con este invento y
ol procedimicnto respectivo para su preparacibn se des-
cribird ahora mejor en 1os ejemplos que siguen 1los cuales
se ofrecen para la ilustracién del invento sin que impli-

que limitacién,

10, EJEMPLO 1
Sal histidinica de sulfoglicopdptido
Se disuelven 20 g de sgl sbédica de sulfoglico=

péptido en 200 cc de agua destilada y se f£iltra la so-
lucién a través de un lecho de resina de intercambio
15, ' catiénico AMBERLITE IR 120 (H") contenido en wna columna
con un disdmetro de 25 mm, A continuacién se lava la
resina con otros 150 cc de sgua destilada que se adi-
cionan 2l liquido ya filtrado; se adiciona la solucitn
o asi obtenida a wna solucién de hisgtidina preparada
20, tratando una solucién de 18 g de clorhidrato de histidina
- en 100 cec de agua con 3,7 g de hidrato sédico,
- Despuéds de la reaceibn se diluye el conjunto
'-" en 1500 cc de etamol, se recoge el precipitado por
. centrifugacibn y se lava tres veces con una solucidn
25, de etanol/agua en wna proporcién de 3 a 1 por volumen,
Por dltimo; el polvo que se obtione se seca bajo vacio
T a 502C, Se obtienen 22 g de producto cuyo anélisis

el ofrece 108 porcentajes siguientos expresados en peso:



Histidina | = 45%
Sulfoglicopéptido = 65%
Nitrdgeno = 11;65%
' Azufre sulfénico = 10;16%
5. Sodio - 1:,45%
Hexosas = 9,9:%
Hexosaminag = 12;8%-
Grupos acetilicos = 3;4%
_ Acido sidrico® = 1;85%
10, Proteinas = 6,3%
Humedad 7 $ 4,5%
* = Acido Neacetil-neuraminico,
EJEMPLO 2 |
- | Sal _lisinica de sulfoglicopéptido
15: Ta sal lisinica de sulfoglicopédptido se prepara

de modo andlogo al método ilustrado en el ejemplo prece-
dente a partir de 16 g de monoclorhidrato de lisina y 20
g de sulfoglicopéptido en forma de sal sédica, Se obtienen

21,7 g de producto cuyo andlisis ofrece los porcentajes

?0; gravimétricos siguientes:
Iisina = 34%
Sulfoglicopéptido = 66%
Azufre sulfénico = 10?24%
. Sodio = 2,014
25, Nitrégeno = 8,78%
Hexosas = 10?2%
Hexosaminas = 13,5%
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Grupos acetilicos = 3;6%
Acido siflico = 1;92%
Proteinas = 6,4%
Humedad = 4;7%

EJEMPLO 3
Sal glutaminica de sulfoglicopéptido

Se disuelven 25 g de sal sédica de sulfoglico.

péptido en 250 cc de agua destilada y se filtra la so-
lucibén a través de un lecho de resina de intercambio
AMBERLITE IR 120 (H') contenida en wma columa con un
diémetro de 25 mm, A continuacién se lava la resina

con otros 150 cc de agua destilada que se adiciona al
liquido ya filtrado; se.adicionan 2 las soluciones reunj.
das; bajo agitacibn 15;5 g de l-glutamina, E1 pH

de la solﬁcidn obtenida es do 2;5. Luego se dializa
la solucién durante una noche a una temperatura de 402C
frente al agua destilada a través de una membrana de
celulosa regencrada con un grosor de 0;03 milimetros,

Se concentra la solucidn bajo presién reducida a unag
tenperatura de 402C hasta un volumen total de 200 cm3
¥ luego se liofiliza, E1 andlisis de 35 g del producto

obtenido d4 los datos sigulentes:

Glutamina = 42%
"Sulfoglicopéptido = 58%
Nitroégeno = 10,04%
Azufre sulfénico = 9;05 %
Sodio = 0;5 %
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Hexosas = 8;9%
Hexosaminas =710;8%
Grupos acetilicos = 2;9%
Acido sidlico = 2;9%
5. Proteinas = 5;4¢
Humedad = 4;4%

EJEMPLO 4
Sal metioninica de sulfoglicopdptido

. - Se disuelven 25 g de sal sbédica de sulfoglico-
10, péptido en 250 cc de agua destilada y se¢ filtra la solu-
. cion a través de un lecho de resinas de intercambio AM- |
BERLITE IR 120 (H") contenida on ung columna con un did-
metro de '25.mm. A continuacibn se lave la resina con 0tros
V 150 cc de agua destilada que se adicionan a la solucidn
15, ya filtrada; sec adicionan a las soluciones reunidas;
bajo agitacién; 15 g de dl—metionina; Se dializa la
solucién durante 12 horas a una tomperatura de 402C
frente &l agua destilada a travéds de una membrena de
celulosa regenerada con wn sspesor de 0,03 milimetros,
20, . Se concentra la solucién bajo presidn reducida y a 40°C
hasta que se obticne un volumen total de 200 cc y luego
se liofiliza, 8Se obtienen 35;4 g de producto cuyoc ané~

lisis ofrece los datos siguientes expresados en % en

. peso,
25, . MNetionina = 43; 45
‘ SulfbgliOOpéptido = 56;5%
Nitrégeno = 6%

Azufre gulfdnico

9,95%



Sodio = 0;5%
Hexosas = 8;'%%
Hexosaminas = 10;5%
Grupos acetilicog = 2;8%
5, Acido siflico = 1;5%
Proteinas = 5;3%
Humedad = 4,6%

EJEMPLO 5
Sal asparaginica de sulfoglicopéptido

10, La sal asparaginica de sulfoglicopéptido se
prepard siguiendo el procedimiento ilustrado en los
ejemplos 3 y 4., El andlisis del producto final da los

porcentajes siguientes:

_ Asparagina = 35%
15. Sulfoglicopéptido = 65%
Nitrbégeno = 9,6%
Azufre sulfénico = 10;1%
Sodio = 0;4%
Hexosas = 9;4%
20, Hexosaminas = 13;00%
:‘-»-" Grupos acetilicos = 3;4%
Acido sidlico = 1;8%
Proteinas = 6;2%
. Humedad = 4;5%
25. Asimismo, segin ¢l procedimiento iluetrado en

log ejemplos 3 y 4 se prepararon otras gales de sulfo-
T glicopéptidog con diferentes aminoacidos, cuyos datos

analiticos se rosumen en la tabla que sigue:
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Ej. Amino- { Andlisis (% en peso)
aeido i -
Ami~ S He~ |He- | Gru-! Aci- Prg—
' no N{sul { Na | x0= | 20~ | pos | dO {fei-
I aci- fo- sas | sa- | ace-| sid~ | nas
do ni- mi- | tili] lico
: i co nas cos
5 6 argi | 44,0{16,5 9,00,5 8,7/10,0| 2,8 1,5]| 5,3
nina ‘

7 Cig= 36,0| 6,19 10,0 0,74 9,0112,7{ 3,3 1,7 6,0
$eina

8 Proli | 37,0/6,5| 9,80,5 9,613,2| 3,5! 1,77 | 5,9
na

10, 9 Seri- 32,5 6,6 10,62 0,4 10,5{ 13,5 | 3,61 1,9 6,4
) neg

10 Treo- |} 36,0 6,2| 1004 0,5 9,012,5| 3,4} 1,55 | 6,0
nina

11 Trip- { 56,4 9,1 6,8 0,5 8,8 8,6| 2,1}1,25 | 4,2

t6fa~ . \
N no i : :
15. ; !
NOTA
7 Degerito el objeto del presente invento, se de-
claran nuevas y de propia invencidn las siguientes reivin-
dicaciones con prioridad de la solicitud de patente ita~
liana n® 30582 A/72 del 18 de Octubre de 1972,
20, 1. Un procedimiento para proparar sales de

sulfoglicopéptidos, caracterizado porque se hace reaccio-

nar un swlfoglicopdptido directamente en su forma 4cida

&
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con uno 0 més aminodcidos libres natursles 0 sintéticos.

2, Un procedimiento, de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizado porque los aminodcidos
naturales ¢ sgintéticos que se utilizan son alfa~amino-

écidos,

3+ Un procedimiento, de conformidad con la

reivindicacién 1, caracterizado porque el producto
obtenido se separa por precipitacidén utilizando disol-

ventes selectivos y subsiguiente secado bajo vacio,

4, Un procedimiento, de conformidad con la
reivindigacién 1, caracterizado porque el producto se
gsepara por concentrecién bajo presifn reducida y subsgi-

guiente liofilizacion,

6. Un procedimiento para preparar sales de
sulfoglicopéptidos,
Segtin se describe y reivindica en la presente

memoria descriptiva que conste de 11 péginas foliadas

y escritas a méquine por una sola cara,

Madrid, a 17 Octubre 1973

i, JAIME ISERN

Firmodn: EELIPE PRIETO
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