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Bl presente invento se reficre a un procedimien=-

to de preparacidén de -nuevos derivados de la coenzima Ble‘

Se sabe que la vitamina B uega-un papel muy

12 J
importante en el organismo humano en el transcurso de di-
versos procesos biogquimicos que necezitan la presencia de
esta vitamina. Igualmente so sabe que esta vitemine no es
directamente actiéa Yy que se transforma al nivel de lo cd-
lula hepdtica en coenzima de la vitamina Bioe b

Esta coenzima de la vitamine Bl2 es particuler-
mente indispensable en el organismo humzno, puesto que fa-
voreco y acelera las reacciones enzimdticas que condicio-
non la sintesis Ge las proteinas, lipoproteinas y nueleo-
proteinas,

Cuando es deficiente la célula hepdtica, puede
ger interesante administrar esta coenzima por via orai ¢
por vie perenteral.

Eeta administracidn de la coenzima de ia vitaui-
na 312, denominada igualmente dibencoszida, no permite ob=-
tener mds que durante algunas horas & 1o sumo, indices sand
guineos significativamente superiores a log indices fisio-
16gicos; por esto, las administraciones de dibencoszida dow
ben tener lugar de forma repetida cada poco tiempo.

Por dltimo se sabe que se han intentado modifi-
caciones de las formas gelénicas, sin gran ¢xito, pars tra-
tar de distribuir con el tiempo Ja duracidn de 1la accidn
de esta coerzima de la vitamina Blz’

Principalmente debido a 1a débil estabilidad inhe
rente a la molécula por sf miswma, esias mcdificsciones no
han dado los resultados esperades.

Ia Sociedad Solicitante se ha dirigido asi a in—'




P- DB-584

10

15

20

25

30
10107

[ vestigar la moﬁifioacidn de la estructura quimica de 1a

Hoja nfumn, 2

coenzima de la vitamina B o1 Dara obtener un producto que,

manteniendo la actividad ;e le. moldcula inicial, presente
una duracidn de la accidn escalonada en el tiempo; y ha
encontrado que la introduccidn de ciertos grupos acilos en
el gfupo 6-amino de la purina de la dibencozide conducia a
este resultado.

Lo presente golicitud tiene pucs por objeto un

procedimiento de preparacidn de nuevos derivados de la

coenzime B;,, de férmula general I:

Nii-R

<<N I ¢J (D

6]

Q

~
~
-

HO \OH

en la que R representa un radicel acilo que tiene de 4 a
20 dtomos de carbono y representa el grupo ~(5,6-
~dimetilbencimidazolil)-cobamida.

Bn 1a férmula I ¥ en lo que sigue, el radical
acilo que contiene de 4 8 20 dtomos de carbono designa,
por ejemplo, un radical butirilo, valerilo, pivaloilo, ca-
proilo, capriloilo, caprilo, lauroilo, miristoilo, palmi=-
toilo, estearoilo o eicosanoilo.

‘ Entre los nuevos derivados de la coenzima Blz'
obtenidos por el procedimiento del invento, se pueden ci-

tar principalmente los que responden & la fdérmula gencral

I anterior,vcaracterizéndose dichos derivados porque R re-
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T presenta un fadical acilo que contiene de 14 a 18 4tomos ds
carbono. |

Entre los productos preferidos, se citan mds par
ticularmente la Co-of =/ ~(5,6-dimetil-bencimidazolil)/Co
(3 -N-palmitoiladenosil-cobamida, la Co=y /o —(5,6~dimetil
bencimidazolil)Co /A -N-estearoil-adencsil-cobamida, asi
como la Co~of =/ =(5,6~dimetil-bencimidazolil)/Co /A N~
~niristoil-adenosil-cobamida.

Tgualmente se puede citar la Co=yl =/of =(5,6-dime
til—bencimidazolil)/@o/@;N-cayroil»adenosil—cobamida.

La nomenclatura utilizada es la preconizada por
1a comisidn IUPAC-IUB sobre la nomenclatura bvioquimica, pu
blicada en "Archives of Biochemiptry and Biophysics 161,
1idi-xd (1974)n,

Bl procedimiento de preparacidn de los derivados

de la coenzima B., de férmula general I se caracteriza

12
porque se hace reaccionar, al abrigo de la luz, el deriva-
do funcional de un deido de férmula II:

HO-R ' (I1)
en la que R representa un radical acilo que contiene de 4
a 20 dtomos de carbono, con la dibencoéida que responde

g la férmule III:

L

1]
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~en la quoe tiene el significado ya indicado, en pre-
sencia de un agente alcalino, pars obtener el producto de
férmula I buscado.

En lag condiciones preferidas de puesta en prdc-
tica del invento, el procedimiento de preparacidn antes
descrito se caracteriza porque:

a) E1l derivado funcional del deido de férmula IT
ea el cloruro de decido, el anhidrido de decido, un anhidri-
do mixto, un éster de alcohilo inferior o un sulfonato;

b) La reaccidn del derivado funcional del decido
de férmula IT con la dibencozida de férmula III se efectia
en el seno de un disolvente hidroorgdnico, tal como la
mezcla agua~dioxano,

¢) 21 agente alcalino es un carbonato alcalino,
tal como el carbonato o el bicarbonato de sodio.

Los productos, obtenidos por el procedimiento
del invento, posecen propiedades farmacoldgicas mvuy intere-
santes; estdn dotados principalmente de las mismas proples-
dades farmacoldgicas que la dibencozida.

En particular, como ésta, estén dotados de pro-
piedades anabolizantes protidicas y antdlgicas cuando es-
tén presentes en la sangro en concentraciones superiores
8 las concentraciones fisioldgicas. Con relacidn a la di-
bencogzida, los productos obtenidos por el procedimiento de
la presente solicitud presentan ademds la ventaja de ase-
gurar Indices sanguineos elevados y duraderos.

Asi es como principalmente la Co-ol=/ol~(5,6~di~

metil~boneimidazolil)/Co £ -N~palaitoil-adenosil-cobanida,

-adenosil-cobanida y la Co- o~/ ~{5,6~dimetil~bencimida~,

la Co= o~/ o ~(5,6-dimetil-bencinidazolil) Lo f-N-miristoil}
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zolil)/@o/é-N—estearoil-adenosilwcobamida permiten obtener
Indices sangufncos elevados durente al menos 12 a 24 horas|,
despuds de administracidn por via subcutdnéa. Administrads)
en las mismas condiciones, la dibencozida no da méds que Inf-
dices menos elevados durante tiempo mucho menor.

Estas propiedades justifican la utilizacidn de
los derivados de la coenzima B,,, de férmula I, como medi-
camentos.

Entre estos medicamentos, se sncuentran mds par-

ticularmente los derivados de la coenzima B._ que respon-

12
den a la férmula I, en la que R representa un radical aci-
Jo que contiene de 14 a 18 dtomos de carbono.

Entre estos Ultimos medicamentos, se encuentra
principalmente un medicamento de accidn distribuida en el
tiempo, caracterizado porque estd constituido por la Co-of
~/ o/ =(5,6-dimetil~bencimidazolil) Lo 4 -N-palmitoil-adeno~
sil-cobanida o por la Co=o /o ~(5,6=-dimetilbencinidazolil))
/Bo f ~N-estearoil-adenosil-cobamida, administradas por vig
parenteral.

Estos medicamentos encuentran, por'ejemplo, su
empleo en el tratamiento de la anorexia, del adelgazamien-
0, de la hipotrepsia,de los retardos en el crecimiento,
la astenia en el bebé y el nifio, en el tratamiento de es-
tados de desnutricidn, astenia fisica y psiquica, transtor-
nos #rdficos en la vejez, esl como en el tratamiento de
las algias reumdticas y algias de origenes diversos.

Ia dosis usual, varieble segin el producto utilil-
zado, el sujeto tratado y la afoccidn objeto, puede ser
por ejemplo de 1 a 30 mg a rawdén de una inyeccidn intramuiig-

cular, una g tres veces por semana en ¢l hombre.

-
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- Tos nuevos derivados de la coenzima B, de férmu
La'general:I, pueden. emplearse pdré preparar composiciones

farmacduticas que contienen, como principio activo, al me-
nos uno de log derivados antes citados.

Como medicamentos, los derivados que rssponden a

la férmula I anterior, pueden incorporarse en las composi-

ciones farmacéuticas destinadas a la via digestiva o paren
teral.

Estas composiciones farmacéuticas pueden ser, pof
ejemplo, sélidas o liquidas y presentarse en las foraas

farmacéuticas corrientemente utilizadas en medicina humana|

como por ejemplo, comprimidos, simples o en grageas, cdpsu

las de gelatina, cdpsulas, granulados, preparaciones inyecs
tables; las cuales se preparan segin los métodos usuales.

El o los principios activos pueden incorporarse en exci-

pientes habitualmente empleados en estas composiciones far:

mecéuticas, tales como talco, goma ardbiga, lactosa, almi-

L*>

dén, estearato de magnesio, vehiculos acuosos o no, cuerpo
grasos de origen animal o vegetal, derivados parafinicos,
glicoles, diversos agentes humectantes, dispersantes o

emulsificantes, conservadores.

“Ni que’ decir tiene que la divencogzida utilizada

€

como producto de partida puede obtensrse por cualquier pro

cedimiento descrito en la bibliografia.

A continuacidn se dan, como no limitativos, Ejem

plos de puesta en pféctica del invento,

Biemplo 1: La Co=of =/ =(5,6~dimnetilbencimidazo1il) Lo L =N

~palmitoiladenosil-cobamida (a continuacidn denominada N~

~palmitoil-dibencozida,

En lo que sigue, todas las operaciones se efec-
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— tuan al abrigo de la luz.

Se mezclan con,agitacidh 1,58.g de dibencozida
seca, 16 em3 de una solucién acuosa de carbonato disddico
al 1,325%, 144 cm3 de agua y 450 em3 de dioxano.

Ala solucidn obtenida, se affade con agitacidn
y en dos veces a intervalos de 30 minutos, 6,4 cm3 de clo~-
rurc de palmitoilo en solueidn al 10% (volumen/volumen) en
dioxano., Se agita durante 30 minutos, se afiaden 16 cm3 de
una solucidn acuosa de carbonato disdédico al 1,325%, y lue
go de nuevo, con agitacidn y en dos vecés a intervalos de
30 minutos, 6,4 em3 de cloruro de palmitoilo en solucidn
al 10% (volumen/volumen) en dioxano.

Se agita a temperatura ambiente durante gproxi-
madamente 68 horas, se concentra bajo vacio y se obtiene
1z N-palmitoil-dibencogzida en forma de un extracto seco im
puro.

Purificacidn:

Se recoge el extracto seco obtenido antes con
158 emd ge agua, se acidifica a pH 5 por adicidn de 4cido
sulfirico N, se lava con éter, se reajusta el pH-a 5 ¥y se
lava de nuevo la fase acuosa varias veces con éter.

| Se reajusta el pH de la fase acuosa a 8,2 por
adicidn de 1ejié de sosa y se extrae repetidas veces con
le mezcla fenol-dicloroetano (1-15). Se reunen los extrac~
tos qrgénicos, se lavan con agua y se obtienen 142 cm3 de
una fase orgdnica que contiene el derivado esperado.

Se efectUa un retorno a la fase acuosa del deri-
vado esperado por adicidn a la fase orgdnica lavada de 3
volimenes de metiletilcetona y un volumen de agua y se re-

coge la fase acuosa, Se extrae de nuevo la fase orgdnica

hY

)

4
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metiletilcetona—agua'(1—3-1) y se recoge la fase acuosa.
Se reunen lag fases acuosas; se lavan con 12 fase

‘superior de la mezcla dicloroetano-metiletilcetona=-agua

(1-3-1), se concentra bajo'vacio y luego se liofiliza.
Finalmente ase recogen 232 mg de N-palmitoil~di-

bencozida en forma de un polvo rojo anaranjado.

mélisis:  Ogghy3oNy 40P .00 = 1820

Caleulados C% 58,07 H# 7,2 Nt 13,9
Encontrado: 56,1 7,3 12,2

Ejomplo 2: Ta Comol~/o ~(5,6-gimetil-bencimidaznolil) /o fm

~N-caproil~adenosil-cobamids (a continuacidn denominada

N-caproil-dibencozida.,.

Se mezcla al abrigb de la luz, 5 g de dibencozi-
da seca; 50,6 em? de una solucidn acuosa de carbonato disd-
dico al 1,325%, y 15,5 cm3 de una solucidn de anhidrido cad
proico al 10% en dioxano.

Se agitae 6 horas a temperatura ambiente y se affa-
den de nuevo 15,5 em3 de una solucidn de anhidrido caproi~
¢o al 10% en dioxano,

Se mantiene con agitacidn durante todavie 65 ho-|
ras mds, y 1ueg6 se aisla el precipitado formado por centri-
fugacidn y se seca bajo vaclo. Se aislﬁn 5,28 g del derivan
do bruto que se disuelve en 530 e’ dé la mezcla fenol-di-
cloroetano (1 - 7). Se lava con agua la gsolucidn orgdnica
obtenida y se efectda un retorno a la fase acuose del de-
rivado obtenido por adicidn de tres voldmenes de metiletil
cetona y un volumen de agua.

A partir de la solucidn acuosa obtenida, se ex~
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~+trac de nuevo 6l derivado con un volumen de la mozcla feno

~dicloroectano (1-10). Se lava con agua,la fase orgdnica ob

do por adicidn de tres vol¥mencs de metiletilcetona y un
volumen de agua., Finalmente se recogen, después de liofi-
lizaecidn, 940 mg de N-caproil-dibencoszida,

Ejemplo 3: Ia Co=ol -/ o/ ~=(5,6-dimetil~bencimidazolil) Lo~/

tenida y se efectda un retorno a la fase acuosa del derivaf

[]

~N-miristoil-adenosil-cobanida ( a'continuacidn denominada

N-miristoil-dibencozide).

En lo que sigue, todas las operaciones se efec—
tuan al abrigo de la lugz.

Se mezclan con agitacidn 1,58 g de dibencozida
seca, 3270m3 de una solucidn acuosa de carbonato disddico
gl 1,325%, 144 cm> de agua destilada y 320 cmS de dioxano.

A la solucidn obtenida, se afiaden con agitacidn
10,8 cm3 de una solucidn acuosa al 10% de cloruro de mi-
ristoilo en dioxano (volumen/volumen). Se agita durante 15

3

minutos, y & continuacidn se afiaden de nuevo 32 cm” de una
solucidn acuosa de carbonato diséddico al 1,325% & 10,8 cm3
de una solucidn al 10% de cloruro de miristoiio en dioxano
(volumen/volumen), Se agita durante 1vhora y 45 minutos ndl
se concentra bajo vacio y se obtiene la N-miristoil-diben-

cozida en forma de una solucidn impura.

Purificacidn:

Se acidifica a pH 5 por adicidn de deido sulfiri
co N la solucidn impura antes obtenida, se destila hasta
sequedad bajo vacfo, se recogo el extrocto seco con 158

3 )

cm” de agud, se reajusta el pH a 5 y se lava la fase acuo-

so. varias vecasg con édter.

Se regjusta 6l pH d¢ la fase acuosa a 8,2 por

1G]
-




v
L.

Diteb 854
1768

10

15

20

25

30
10107

1lajn nhm, 10

-adicidn de une solucidn de sosa N y se extrae repetidas ve-
ces con la mezcla fenokicloroetano (1-15). Se reunen los
extractos orgdnicos, se lavan con agua y se obtienen 212
cm3 de una fase orgénica que contiene el derivado esperado.
Se efectia un retorno a la fase acuosa del derivg
do esperado por adicidn a la fase orgdnica lavada de 3 voly
menes de metiletilcetona y un volumen de agua y se recoge
la fese acuosa. Se extrae de nuevo la fase orgdnica resi-
dual con 132 cm3 do 1a fase inferior de la mezcla dicloro
etano~netiletilcetona~agua (1-3~1) y se recoge la fase acug

S&.

58 reunen las fases acuosas, se lavan con la fasg
superior de la mezcla dicloroetano~metiletileetona-agua
(1~3~1), se concentra bajo vacio, y luego se recogen con
500 em3 de acetona., Despuds de filtrado con succidn y seca+
do bajo vacfo, se obtienen finalmente 687 mg de N-miristoil]
~dlbencozida en forma de un polvo rojo. |
Andlisis: C86H128N18018 P Co = 1.790,3
Calculados C% 57,70 H$ 7,09 N% 14,09
Encontrado: 57,4 1,2 13{1
Ejemplo 4: Ia Co=o =/ ol=(5,6-dimetil~-bencimidagolil) Co=/5 -

~N-¢gtearoil-adenosil~cobamida (a continuacién denominada

N~astearoil-dibencozida)

En lo que sigue, todas las operaciones se efec~

tdan al abrigo de la 1luz.,
Se mezclan con agitacidn 1,58 g de dibencogzida

seca, 32 em? de una solucidn acuosa de carbonato disédico

al 1,325%, 144 cm3 de agua destilada y.320 cm3 de dioxano,

A lo solucidn obtenida se afiaden con agitacidn

13,6 omd de una solucidn al 10% de cloruro de estearoile
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1 ["en dloxano (volumen/volumen). Se agita 15 minutos, y luego
so afiaden de nuevo 32 cm? da una solucidp acuosa de carbo-
nato disédico al 1,325% y 13,6 em3 de una solucidn al 10%
de ¢loruro de estearoilo e¢n dioxano (volumen/volumen).
5 | Se agita durante 1 hora y 45 minutos mds, se cont
| centra bajo vacio y se obtiene la N-estearoil-dibencogzida
on forma de una solucidn impura.

Purificacidn:

Se acidifica a pH 6,3, por adicidn de dcido sul-
10 furico N, la solucidn impura obtenida antes, se destila hag-—
ta sequedad bajo vacfo, se recoge el residuo con 156 e’ dl

agua, se ajusta de nuevo el pH a 5 por adicidn de deido sul~
Tdrico 0,1 N y la fase acuosa se lava varias veces con éter.

Se ajusta el pH de la fase acuosa a 8,2 por adi-
15 cidn de solucidn de sosa I y se extrae repetidas veces con
la mezcla fenolXdiciorcetanc (1-15). Se reunen los extracw
tos orgdnicos, se lavan con agua y se obtienen 161 cm3 do
una fase orgénica que contiene el derivado esperado,

Se éfectda el retorno a la fase acuosa del deri-
20 vado esperado por adicidn a la fase orgdnica lavada de 3
volﬁmenes de metiletilcetona y un volumen de agra, se rew-

coge después la fase acuosa. Se extrae dc nuevo la fase

3

orgdnice residual con 97 cm? de la fase inferior deo la mez
cle dicloroetano-metiletilcetona-ggua (1-3-1) y se recoge
25 la fase acuosa,

Se reunen las fases scuosas, se laven con la fa~-
se superior de la mezcla dicloroetano—meti1etilcetona~agua'
(1-3-1), se concentra bajo vaclo, y luego se recoge el re-

3

siduo obtenido con 500 cm” de acetona.

30 Después de filtrado con succidén y secado, se ob-
10107 : '
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~tienen finalmente 937,4 mg de N-sstearoil-dibencozida en
forma de wn polvo rojo.

Cgolly3,Mag0yg P Co = 1 846,47

Calculado: C% 58,56 H% 7,32 N 13,66
Encontrados 59,3 7,8 12,5
Ejemplo 5:

Se prepara extempordneamente una golucidn inyec~-
responde a la férmula:

— N~palmitoil~dibencozida +eeeevesesss 10 0g

- Digolvente estéril svvvovsvrarnenee 2 em’

Se prepara la solucidn inyectable introduciendo

en el momento del empleo, el digsolvente egstéril soobre 1la

N-palmitoil~diboncozida liofilizada y se agita.

Ejemplo 61

Se prepara extempordnearente una solucidn inyec-
responde a la [drmula: .
ot NuestearOil"dibODCOZida esevesneenr 10 mg
3

"DiSOJ.vente estéril Sevecss st sboac e 20m

Se prepara la solucidn inyectable introduciendo

en el momento del empleo, el disolvente estéril en la N-ce-

tearoil-dibencozida, y luego se agita.
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REIVINDIC ACTONSS

l8,~ Procedimiento de preparacidn de nuevos de=

rivedos de la coenzima Blz’ de férmula general I:

. TH*R
\/\I‘ '

</N/|l\ e

e

0
Cil,

HO o

en la que R répresenta un radical acilo que contiene de 4
e 20 dtomos de carbono y representa el grupo o{~(5,6-
-dimetil-bencimidazolil)-cobvanida, caracterizado porque so
hace reaccionar, al abrigo de la lugz el derivade funcionsl
de un dcido de f£érmula II:
HO-R (11)

en la que R representa un radical acilo que contiene de 4
e 20 dtomos de carbono, con la dibencozida que responde

g la férmula III:

. NHZ
. N Ny (111)
G
N f/J
0 N
C“?. -
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B A eﬁ;la que [Co| ticne el significado ya indicado, cn pre-

sencla dc un agento elecalino, para obtencr el producto
do fdérmula I buscado.

1 20,- Procodimicnto segun la reivindicacidn 18,

5 caracterizado porque se preparan los derivedos de 12 coen
zina 312 do férmula gencral I, en la que R representa un
radical acilo que contiene de 14 a 18 dtomos de carbono.

3%.~ Procedimiento segun la reivindicacidn 18,
caracterizado poréue se" prepara la Coof =/ of=(5,6~dimetil~
10 -bencimidazolil) Qo /5 ~N~paloitoil-adenosi l-cobamida.

42, Procedimiento segin la reivindicacidn 12,
caracterizado porgue se prepara In Cool =/of ~(5,6~dinetil~
-bencimicazolil)/Co S~H-miristoil~adenosil-cobanide.,

58,~ Procedimiznto sesun la reivindicacidn 18,
15 carscterizaedo porque se prepora la Cox -/ ~(5,6-dimetil-

ubencimidazolil)/to,G—R—estearoil—adenosil—cobazida.

62,- Procediniento de preparacibdn de nuevos deri-

vados de la coenzima By o

Tal y como se ha descrito en la llemoria cue an-
20 tecede y para los fines que se han especificado.

Tsta llemoria consta de caborce hojas escritas a

mAquina por una sola cara.
Hadrid, 280011977
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