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Anexos:

Comprobants de pago de la tasa de presentacion de 1a solicitud por $ 400.000.00.

Comprobante de pago por relvindicacion de prioridad.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicttante sea persona juridica.
Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copla de la solicitud intemaclonal. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujoe)

Traduccitn de la solicttud Intemacional al castellano. (Resumen, descripcién, relvindicaciones, dibujos)
Copla dsl examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traducclon del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De sar ol caso, copla del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite [a licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales de
las comunidades Indigenas.

De sar sl caso, certificado de depdsito del material biolégico.

Arte final 12x12

De ser ol caso, informacldn sobre otras solicitludes de patents o titulos obtenidos en e extranjero por el

mismo titular o su causeants, relacionadas parcial o totalmente con la Invencion de esta sollcltud.
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{12) DEMANDE INTERNATIONALE Fl_lll.li':E EN YERTU DU TRAITE, DE COOPERATION
EN MATIERE DE BREYETS (FCT)

(19) Orpanisation Mondisle de Ia Propriéué
Intellectuelle
Burean interational

{43) Date de la publication internationale
31 janvier 2002 (31.01.2002)

PCT

(10) Numéro de publicstion internationale
WO 02/08295 Al

(51) Classificarion internationale des brevety® :

CO8B 37/10, ASIK 31727

(21) Naméro de la demande htervatiouale :
PCT/FRO1/02332

{21) Datede dépltinternational : 18 juillet 2001 (18.07.2001)°

{15) Lawgue de dépbt: francais

(26) Langue de publication ; francais
(3) Donndes relatives i Ia priovité :

00/09572 21 juillet 2000 (21.07.2000) FR

(71) Dépesant : AVENTIS PHARMA SA. [FR/FR]: 20 Av-
enoe Raymond Aron. F-92160 ANTONY (FRL

(72) loventeurs: DIAZ. Jacques: 24 bis rue dey Parclairs,
F-24170 LG PERREUX-SUR-MARNE (FR). PECQUET,
Christelle; 18 rue Lavoisier, F-93130 NOISY LE SEC
{FR). PERRIN, EMsabeth; 23 rue Poitevin, F-27000
EVREUX (FR). VISKOV, Christian: 3 rue du Héam,
F-91130 RIS ORANGIS (FR).

(74) Maadatnire : ROUSSEAU, Plerrick; AVENTIS
PHARMA 5.A.. Direcdon Brevets, 20 Avenus Raymond
Aron, F-92165 ANTONY CEDEX (FR).

L
VAN G0 3 0 0 L0 R

(81) Etatsdisigués (national) : AE. AG, AL, AM. AT, AU, AZ
BA. BB.BG, BR,BY, BZ CA.CH,CN.CQ, CR.CU.CZ.
DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, F. GB, Q. GE. GEL GM.
HR. HU, ID. [L_ IN, IS, JP. KE. KG, KP. KR. KZ .C. LK.
LR. LS, LT, LU, LV. MA, MD, MG, MK. MN. MW. MX.
MZ, NO, NZ, PL, PT, RO, RU. 5D, SE. 5G. SL 5K. S..
T1, TM. TR, TT. TZ, UA, UG. UZ. VN, YU, ZA. ZW.

(84) Etars dislgnés (régional) : brevet ARIPQ (GH, GM, KK
LS. MW. MZ, SD, SL. SZ. TZ UG, ZW), brovet cumsien
{AM. AZ, BY, KG, KZ. MD, RU. TJ, TM). brevet européen
(AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES. F1. FR.GB.GR. IE. IT. LU.
MC. NL. PT, SE. TR). brevet OAPI (BF, BJ. CF, CG. CL
CM., GA, GN, G, GW. M1.. MR. NE, SN, T, TG).

Poblide :

— avec rapport di recherche interrationale

— ovant ['apiration du délai privu pour lo modificarion des
revendications, sero republiée i des modificatiors sont
recues

En ce qui concerns lss codes & dirux letires wt qurres abrivia-
tions, se réfirer aux "Notes explicz:ves relatives aux codes et
abréviations” figurant au déibut de croqua nusiiro ordinatre de
{a Gazelra du PCT.

< {54) Title: HEPARIN-DERIVED POLYSACCHARIDE MIXTURES, PREPARATION METHOD AND PHARMACEUTICAL

COMPOSITIONS CONTAINING SAME

295

of TIONS PHARMACEUTIQUES LES CONTENANT
bt

02/

positions contaiming them

(54) Titre : MELANGES DE POLYSACCHARIDES DERIVES D'HEFPARINE, LEUR PREPARATION ET LES COMPOSI-

{57) Abetract: The invention concerns heparin-derived polysaccharide mizhmes, their preparation method and pharmacentical com-

(57) Abnigé : La présenie Invention concerne des mélanyes de polysaccharides dérivés d'héparine, leer procédé de préparation et

lex compasitions pharmaceutiques les comenant.



TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS

e Sxpéditaur: t:.gggﬂg;%ﬁgONTchR$EoE DE CT
i INTERNATIONALE P

Ceatinataira

AYENTIS PHARMA S.A.
Direction Brevets
A 1’att. de ROUSSEAU, Piertick

20 avenue Raymond Aron l 10 DEC qgm

NOTIFICATION DE TRANSMISSION DU
— RAPFCRT DE RECHERCHE INTERNATIONALE
DIRECTION BREVETS OU DE LA DECLARATION

F-92165 Antony Cedex I (rgle 44.1du PCT)
FRANCE | W/ ./,,,
PATENT DEPARFMENT G fet fol

Data draxpédiion
Goucinolsiannde) (671272001

Rélérence du dossisr au céposant ou du mandataira POUR SUITE A DONNER

ST00022 voIr [es paragraphes 1 et 4 ci-aprés

Cemande intemationale n* D_ate & gépet Intamadonal

PCT/FR 01702332 . (ousmois/annde)  18/07/2001

Déposant

AVENTIS PHARMA S.A.

1. [X] estnoud au déposant que ie rapport de recherche intemationale a ét &tabil at lul @8t transmis ci—jolnt

Dépdt de madifications et d’une déciaration selon I"article 19:
Le déposant peut, 5'il le scuhalte, modifier las revendications de ia damande Internationals (voir Ia régle 48);

Quand? Le délal cans laquel les modifications dolvent &tre déposéas ast da ceux mols & comoter ds |2 date de
tfransmission du rapport da recherche inmmaticnale ; paur plua da précisions, volr cepandant les nowes
figurant sur la feullle d'accompagnament

Qu? Directement auprbs du Sureau Intemational de I'OMPI
32, chemin des Colombettas
1211 Ganéve 20, Sulass
n® de télécopleur: {41-22)740.14.35

Pour des instructions plus démillées, voir les notes sur 1a faulle d'accompagnemant.

3. D Il est netifid au déposant qu'si na sara pas établi de apporn da recherche Intemationale & 12 déclaration A cat aifet, prévue
& Panicle 17.2)a), ast ransmisa d-joint.

a. D En ce qul concerne In réserve pouvent sire formulée, conformément A la régla 4.2, & I'dgard du paisment c'une ou
da plusiaurs taxas addidonnelles, i est notfié au déposant que
D la résarve ainsi que la ddcision y relative ont dté ransmises au Bureau Intamadonal an méme temps que la requéie
cu déposant tandant & ce que le text2 da la réserve et celui de |a décislon en question sakent nodfés aux offices
cdésignéa.

[[] 1a raserve n'a encore tait robjet raucune décision; das qu'une décision aura été prise, le déposant en sera avisé.

4. Mesure{s) consdcutive(s) : Il ast rappelé au déposant ce qul suit:

Peu aprés Mexpiradon d'un délai de 18 mais & compier de Ia date de prioritd, la demande Inemationaie sera publiéa par le
Bureau international. Sl ke déposant souhalts dviter ou ditférar la publication, il colt faire parvenir au Bureau intemational
une déclaration de retrall de |a demande Intemationale, ou de la revandication de priorité, confarmament aux réglas
20bis. | o1 S0bis3, respactivamant, avant lachavement de la préparation technique ca la publication Intematonale.

Cans un délal de 19 mais & compiar de la date da priacils, le déposant dolt présanter la demande d'examan préliminalre
intemnational 8’8 souhaite que 'euveriure de la phase nationale solt reportde 4 30 mois & compter de la cata da prioritd
{ou méme au—dali dans certains offices).

Cans un déiai de 20 mais h compiar da la date da priorilé, la diposant doit accomplir les démarches prascritas pour Fouvernure
de Ia phase nationale auprés de tous les offices désignés qui n'ont pas 4téd dlus dans la damande d'axaman préliminaire
international ou dans une &ection ulidrieure avant Fexpiration d'un délal de 19 mois A compier da la date de priorité ou
Gul ne pouvaient pas &tra dius parcs qu'ls ne sont pas liés par le chapitre |,

Nam et adresse postaie de acministration charpse ce la Fonctionnalre autoriasd
recharche nternationale

—=_ Office Suropéden das Srevets, P.S. 5818 Patentiaan 2 F ]
NL~2280 LI Rilswik Alfredo Prein
O TeL 1+31-70) 3402040, Tx. 31 €51 eponl,
Fax: (+31-70) 340~3016
Formulaire PCTASA/220 (juilfet 1598) . {Voir les notes sur Ia fsuila daccompagnament)
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NOTES RELATIVES AU FORMULAIRE PCT/ISA"220

Les srisentes ncies scrit destindes i donner les instruciiona sasentietles sercemart la ciépdt de modificaticns aslon
I'article 19. Les notes sent fenddes sur les exigencea < Trailé de coopéralion sn matidre de breven (PCT), du riglement
d'axdcution et des insiructions acminisiratives du PCT. En cas de diverganca enire les créaantes nctas «! 2es sxigences, ce sont
cea demidres qui priment. Pour de plua amples remssignamants, on peLt auwai consulier le Guids 2u dépasant 2u PCT, qui eat une

publication de "OMPI.

Cann los prisentes notes, las termes “wiide”, ‘rigls’ st Insbruclion” renvoiant aux Sapositicns du raitsé, de sen riglament
d'axdécution ef des instructions acministralives u PCT, respeciivement

INSTRUCTIONS CONCERNANT LES MODIFICATIONS SELON L'ARTICLE 19

Apras nicaption cu rapport de recherche intemationale, le déposant a (a posadifté de medifier une fois lea evendications
de la demands inlemationais. On nolera capendant que, comme toules les partiss de la demande inlamationale (revendications,
descriplion st dessina) pauvent dre modifiles su cours de la procédure d'examen priliminaire imemational, 1 n'ast géndralement
paa nécessaire de déposer de modifications dea revendications asion Terlicle 19 aauf, par exemple, su cas ol je déposant souhaite
Gua oss Gemidres soient publides aux flre dune prolection proviscire ou & une atre raizon de modifier les revendicabions aver?
la publication inlernationsie. En outre, il convient de rappsler que Fobtlention d'une protection proviscire r'est possible cue dans
certsins Elats.

Quelies parties de la demande intermnmationuie psuvent &tre madifiéas?

Selon Farticle 19, les revendiaations exclusivement,

Durant la phase nlemeationale, jee revendicatiora peuvent aussi dtre medifides (ou mocifies & nouveau) selon

Tarlicle 34 eupris de 'administration chargée ce I'sxamen préiiminairs intemational. La description ef les dessine

ne peuvent dtre modifides que selon Farticle 34 auprks de Fadminmtration chargée de I'sxamen préfiminaire intemationsl.

Lors de fouverture de la phase natlonale, loutes les partias de la demande inlemalionale pecrvent dtre mocifiées seion
Particle 28 ou, le oas échdant, salon Ferlicle 41.

Quand? Dana un délai de deux mois & compier de la dale ce ransmission du repport de recherche intemationsle ou de 16 mois
& compler de la date de priorité, selon P'échéance [a plus tardive. |l convient cependant de nater que les modifications
savront puides avoir $ié recues on tempe voulu si sliss perviennent au Bureayu intemational apris Paxpiration du délai
apglicabla mais avant Fachivemaeni de La priparation technicue de [a pubiication intemasionale (régle 46.1).

0Ol ne pas déposer lea modifications?

Las mocifications ne psuvent étre déposdes qu'auprie cu Sureau intemational; efles na psuvent dtre déposdes ni
aupria da lloffice récepleur ni suprds de F'ecministration chargés de [a recharche intemabonale (rbgle 46.2).

Lomqu‘une demande d'examan préliminaire intemational a dté/est déposie, voir plus loin.

Comment? Sait an supprimant entitrement une ou plusieurs revendications, aoit en sjoutant une ou piusieurs revendications
nouvelies ou encars en modifiant e texte d'une ou de plusieurs des revercications eiles qua dépasdes.

Une feuills da ramplacement doit dtre remise pour chaque (eville des mvendications qui, en rmisan dune ou de
plusieurs modifications, diffire de la luille inttislement déposde.

Toules les revendications figurant aur une feuills de remplacement doivent étre numdroiées en chilires arsbes. Si
ure revendication est supprimée, il n'sst pas obiigaivire de renumiroter les auires revendications. Chacue fois que
des revendicationa sont renumeéroiées, slea doivent l'dtre de fagon continue (instruction 205.b)).

Les madifications dolvent itre effeciudes dana la langue dans laqueile la desmands Intemnationala est publide,

Quels documents dalvent/peuvent accompagner las madifications?
Lattre (nstruction 205.b)):
Les modifications doiveni dtre accompagnées dune leitre.

La lattre ne sera pas publiée avec la demands intamnationals ot les revendicatioms modifiées. Ede ne doit pas dtre
comiondue avec la “diclaration salon article 19.1)° (voir pius loin sous "Déclaration selon larbcle 19.1)7).

La jeitre dolt étro nidigée en anglals ou en frangals, au cholx du dipasant. Capendant, sl la langue de s demande
indornationale eat anglals, La (ettre doit &tre rédigée en anglals; si la langue de |a demande internationals eat le
frargals, la lattre doit éire nidigie en frangala,

Noles relatives au formudsire PCTASA/220 (premibre levills) (jarvier 1994)

SNFSEOOID <XERAAZXONCFL_)_>



MNOTES RELATIVES AU FORMULAIRE PCT/ISA/220 (sufte)

La lettrw doit indicuer les diffdrences sxisiant entre les revendications telles gue déposdées et les revencications lelles
cue medifiées. Ella doit indicuar an particulier, pour chague raven dication figurant dans la demande intemationale
(dtant srtencu que ces indications identiques cancemant plusieurs revendcations peuverr dirs groupées), si

i) la revendication n'ast pas modifide;

fl laroverdicalion wst supgrimeée;

i) la revendicalion eat nouvels;

#) I revendicalion rempiace une ou plusieurs revendications tefles que déposdes;

V)  |arevendication ast le résultat de la division d'une revendication telle que déposée.

Le3 exempies sulvants [llusirent la mankre dont jos modifications dolvent étre expliquées dans la lettre
daccampagnement:

1. {loracue la nombre des revendicatians déposdes initiaslament a'ilevait i 48 ot qu'd ls suite une modificatian de
cerfaines revendications i s'dleve A 51):
‘Revendications 1 & 15 rempiacées par les revandications modifiées portant iss mémea numéroa; revendications
3, 33 et I35 pas modifides; nouvelles revendications 49 & 51 ajouldes.”

2 [Loraque je nembre dea revendications déposdes initislement a'élevait & 15 et qu'a la suite <'une madification de
toutes lea revendications # o'dléve 4 11];
Ravendications 1 A 15 remplacdes par las revendications modifiées 1 4 11.°

3. [Lemcue ls nombre des revencications déposdes intislement a'davait & 14 ot que les madifications conuintent &
aupprimer cartaines revandications st & en ajouter de nouveles):
“Favendications 1 & § ot 14 pas maodifées; revendicatons 7 A 13 euppriméss; nouvelles revandications 15,16 et
17 apitiden.” ou
“Ravendications 7 & 13 supprimdes; nouvelles revendications 15, 16 ot 17 sjoulées; ioutes les autres revendicaions
pas modifiées.”

4. {Lorscue plusisurs sortes de modifications sont Laites):
“Revendications {-10 pas modifiées; revancications 11 & 1], 18 et 18 suppriméas; revendialions 14, 15 et 16
remplacées par la revendication modifids 14; evendication 17 civisde en revendications mocdifides 15, 16 ot 17;
rauvelles avendications 20 et 21 sjoutdes.”

“Céciaration selan Farticie 19.1)" (Rigie 48.4)

Las mocifcations peuvent dre sccempagnies dune déclarstion axpliquant les modifications et précisant lincidence
Gue ces demidrea peuvent svoir sur ln description et sur les dessim (qui ne psuvent pes dire modifiés selon
Faicle 19.1)).

La diiclaration sers publide svec Ia demands internationaie et laa revencdications modifidea.
Efle doit étre rédigée dans iz langue dans laqueslia la demandeintemationale est publida
Ela cait dtre suctincle (nw pas dépasser 500 mots ai elle eat dlablie ou trachsle en anglais).

Efe na coit pas dre confoncus avec |a latire expicuant les difdrencea existant entre les revendicetions telles que
ciposdes at les revandications talles que madifiles, ot ne la remplace pas. Ele doit Aigurer aur une tauidle dmtincte et
doit dira munie d'un tire permettant de lidentifier comme tela, consthud de prilérence des mots "Déciaration selon
Farticle 15.1)°

Ele na doit contenir aucun commentaire dénigrant relati! au rapport de recherche ntemationale ou i la pertinence des
cimions gque oe demier contient. Ele ne paut se Milérer i des cilations se 7apportant A une revendicalion donnée et
ccrdenues dans le rapport de recherche intemnationals su'sen relation svec une modification de cstie revendication.

Conséguenca du falt qu'une demande d'examen préliminaire intermational st déja été présentée

§i, au mamant du dépdt de mociiications effectudes sn verw de 'articla 19, une demanca Faxamen préiminaire
imamational a déid ité préssntie, le déposant doit de prifirancs, lors au dipdt des modifications aupxis du Suresu
ilsmaticnal, déposar dgalement Une copie de ces modificalions auprém de l'adminisiration chargie de Fexamen
préfirninaire internationat (voir la nigle 62.2a), pramidre phrase).

Consdquenca au regard de la traduction de [a demande intemationalelors de Fouverture da i3 phase nationsle

L'attantion du dipassnt sst appelie sur le fad qu'l paut aveir A remetire aux offices dédsigrids ou diua, lors de Mouverturs _
de {a ghase nationals, une traduction des revendications tellas qua mociifides en vertu da Marticla 19 au keu de la
tracuction des revendications teiles que déposdes au en pius de oslle-ci,

ngc;irud-pu'u‘-imuwi-u‘qmmd-ﬁm.alﬁudﬁigninu iy, voir ls volume I du Guide du déposant
du .

Notes relatives au formulaire PCTNSA/220 (deuxiéme leuille) (Jarvisr 1994)

BNBOCCID: «XEISA2ONCFRPL I >



#8

. -}’m

TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVZTS

PCT

RAPPORAT DE RECHERCHE INTZERMATIOMALE

(article 18 et regles 43 et 44 du PCT)

Référance ou cosgier du ddpoaant ou POUR SUITE voir la notfication ce ransmissicn 2u ragpor =e racharcha internaionals

du marcatsire {tarmulgire PCTASA/220) st, la cas schéant i@ paint 3 ci-acres

$T00022 A DONNER

Cemande intamadonale n? Date du dépdt Intamational fourimois/annda) | (Date ce prioric (!a pius ancienne)
{four/mcis/annéz)

PCT/FR 01/ 02332 18/07/2001 21/07/2000

Déposant

AVENTIS PHARMA S.A.

Le présant rapgort de recharche intemationale, étsbll par Fadministration chargée de la racherche Internaticnale, ast ransmis au
déposant conformément a 'article 18. Una copie en ast transmise au Bureau intemaronal.

Ce rapport de rechercha Intemationale comprend _____ (13 leulles.
m Il est aussi accompagné d'une cople de chaque document refatif A I'diat de la techniGue qui y 2t clts.

1. Base du rapport
a. En ce qui concerne la langue, ia racherche intarmationala a été effectuée sur la basa ce la damande nternationale dans la
langue dans laguelle elle a été déposde, sauf indication contraira donné2 sous le méme paint.

[[] r1arecherche intematicnale a & affactuéa sur la basa dfune traduction de la cemance Intemationale remise & I'administrat

b. £n ce qui concerna las séquencea de nucléotides ou d’acides aminés divuigudes Zans la demance intarnationale (le cas échéa
la recherche intemationals a 3té alfectuée sur la basa du listage des séquences :
contenu dans fa demende intemationale, sous forme éctits.

deposée avac la damande Intsmationale, sous forma déchiffrable par ordinateur.
remis ulwirlauremant a ‘adminiswr=don, scus forme écriee.
remis ullérleurement a 'administration, sous forme déchiftrabla par ordnamsur.

La éclaraden. selon laquelle la listage das séquences prasanté par écsiz st fournl ultérieurement n2 vas pas au—deth da la
divulgation falis cans a demande 1slle que déposés, a éé foumie.

La céclaration, selon laquelle Ies informations anregistrées sous forme déchiffrabla par ordnawur sont [denticues a celles
du listage das séquencas présants par écrit, a été fournie,

Il a été estimé que ceriainas revendications ne pouvalent pas faira I'objet d'uns recherche {voir la cadra [}.
Il y & absence d'unlté de I'linvention {voir le cadre II).

Do O 00000

4. En ce qui concarne la titre,
m le texte esi approuvé tel qu'll a été ramis par le déposant
D Le texte a étd &1aoli par 'acminlstration et a la teneur suivante:

5. En ca qui conceme I'abrégd,

m le texte st approuvé tal qu'il a été remls par la déposant

le lexts {reprocuit dans le cadra l1I) a été établl par 'acministralion conformément a la risgla 38.2b). Le déposant peut
D présanter des obsarvations a I'administraticn dans un délal d'un mois A compisr de la data faxpéition cu présent rapport
de recherche intemationale.
6. Laligure des dessina i publier avec rabréga est la Figure n®

D wggeree par le déposant. D Aucuna de.'ﬁ figures
D parce que |8 diposant n'a pas suggéré de figurs. rest  publier.
EI perce que cets ligure caractérise miaux Mnvention.
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MELANGES DE POLYSACCHARIDES DERIVES D'HEPARINE. LEUR
PREPARATION ET LES COMPOSITIONS PHARMACEUTIQUES LES
CONTENANT

La présente invention concerne des mélanges de polysaccharides dérivés d'héparine,
leur procédé de préparation et les compositions pharmaceutiques les contenant.

L'héparine est un mélange de mucopolysaccharides sulfatés d'origine animale, utilisee
notamment pour ses propriétés anticoagulantes et antithrombotiques.

L'héparine présente cependant des inconvénients qui limitent les conditions de son
utilisation. En particulier, son activité anticoegulante (activité anti-IIa) importante
peut occasionner des hémorragies.

Des hépearines de bas poids moléculaire obtenues par dépolymérisation basique
d'esters d'héparine ont été proposées (EPZLOI44); cependant ces produits ont encore
une activité anti-Ila importante.

L'invention est relative & des mélanges de polvsaccharides deérivés d'héperine
possédant une activité plus sélective vis-a-vis du facteur X activé (facreur Xa) et du
facteur IO activé (facteur ITa) que I'héparine.

La présente invenrion & plus particuliérement pour objer les mélanges de
polysaccharides sulfatés possédant la structure générale des polvsaccharides
constitutifs de 'héparine et présentant les caractéristiques suivantes :

- ils ont un poids moléculaire moven de 1500 4 3000 daltons, une activité anti-Xa de
100 a 150 Ul/mg, une activité anti-Ila de 0 4 10 Ul/mg et un rapport activité anii-
Xa/activité anti-ITa supérieur a 10,

- les polvsaccharides constitutifs des mélanges contiennent 2 & 26 motifs
saccharidiques et ont un motif acide glucuronique-4.5 insaturé 2-O-sulfate a l'une de
leurs extrémiiés,

sous forme d'un sel de métal alcalin ou alcalinoterreux.

Comme sel de métal alcalin ou alcalinoterreux, sont préférés les sels de sodium,
potassium, calcium et magnésium.
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Le poids moléculaire moyen est dérerminé par chromartographie liquide haute
pression en uiilisant deux colonnes en série par exsmple celles commercialisées sous
le nom de TSK G3000 XL et TSK G2000 XI. La détection est réalisée par
réfractométrie. L'éluant utilisé est du nitrate de lithium et le débit est de 0,6 ml/min.
Le systtme est calibré avec des standards préparés par fractionnement de
'enoxaparine (AVENTIS) par chromatographie sur gel d’agarose-polyacrylamide
(IBF). Cette préparation est réalisée selon la technique décrite par Barrowcliffe et
coll.,, Thromb. Res., 12, 27-36 (1977-78) ou D.A. Lane et coll.,, Thromb. Res., 12,
257-271 (1977-78). Les résultats sont calculés a 1'aide du logiciel GPC6 (Perkin
Elmer).

L'activité anti-Xa est mesurée par la méthode amidolyvtique sur un substrat
chromogénique décrite par Teien et coll, Thromb. Res., 10, 399-410 (1977), avec
comme étalon le premier étalon international des héparines de bas poids moléculaire.

L'activii¢ anti-Ila est mesurée par la technique décrite par Anderson L.O. et coll,,
Thromb. Res., 15, 531-541 (1979), avec comme étalon le premier étalon international
des héparines de bas poids moléculaire.

De préférence, les mélanges tels que décrits plus haut présentent une activité anti Xa
comprise entre 125 et 150 Ul/mg.

Tout particuliérement les melanges tels que décrits plus haut présentent une activité
anti Xa comprise enire 140 et 150 UI/mg et ont un poids moléculaire moven compris
entre 2000 et 3000 dalton

De préférence, les mélanges selon 'invention ont une activité anti-1la de 0 4 5 Ul/mg.

Encore plus préférentiellement, les mélanges présentent un rapport activité anti-
Xa/activité anti-Ila supérieur a 23,

Les mélanges d'oligosaccharides selon linvention peuvent &ue préparés par
dépolymérisation d'un sel d'ammonium quaternaire de I'ester benzylique de I'héparine
en milien organique, au moyen d'une base organique forte de pka supérieur a 20 ou
d’imidazolate de sodium, transformation du se! d'ammonium quaternaire de l'ester
benzylique de I'héparine dépolymérisée en sel de sodium, saponification de l'ester et
éventuellement purification.
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Le sel d'aramonium quaternaire de I'sster benzylique de 'héparine est de préférence le
sel de benzéthonium, de cétylpyridinium ou de cérvltriméthylammonium.

La dépolymérisation s'effectue généralement au sein d'un solvant organique inerte tel
qu'un solvant chioré (dichlorométhane par exemple), le tétrahydrofurane, I'anisole, a
une température de -20°C & 40°C.

Comme base organique forte de pka supérieur a 20, on peut utiliser le 1,5,7-
triazabicyclo[4.4.0]dec-5-éne, la 2-tert-butylimino-2-diéthylamino-1,3-
diméthyiperhydro-1,3,2-diazaphosphorine, les bases de la famille de la guanidine et
des phosphazénes.

Les bases de la famille des guanidines sont de préférence celles de formule :

- R
N/

Rs\)l\/m

T

R4 R3

dans laquelle R; est hvdrogéne ou alkyle, Ry, Rj;, R, et R; identiques ou différents
représentent chacun un radical alkyle.

Plus particuliérement, R, est hvdrogéne et R;, R, Ry et Ry sont das radicaux méthyle.

Les bases organiques fortes apparentées 4 la famille des phosphazénes sont définies
par exemple selon R . Schwesinger et coll.,, Angew. Chem. Int. Ed . Engl. 26, 1167-
1169 (1987), R . Schwesinger et coll., Angew. Chem. 103, 1420 (1993).

Parmi les bases de la famille des phosphazénes on utilise, de préférence, celles de
formule :

R3
RZ—N/ R4
R1 --N=\P—N—R5
N—R6
R7

dans laquelle les radicaux R; & Ry sont identiques oun différents et représentent des
radicaux alkyle.
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Dans les formules précédentes, les radicaux alkvle contiennent 1 & 6 atomes de
carbone en chaine droite ou ramifiée.

Avantageusement, le rapport er mole base organique forte de pka supérieur & 20 ou
imidazolate de sodium/sel d'ammonium quaternaire de l'ester benzylique de I'héparine
est compris entre 0,2 et 5 et, de préférence, entre | et 4.

Plus particuliérement, le taux d'estérification du sel d'ammonium quaternaire de l'ester
benzylique de I'héparine est compris entre 50 et 100% et, de préférence, entre 70 et
90%. Ce taux d'estérification correspond au pourcentage molaire d'estérification des
acides uroniques de ['héparine.

La rransformation du sel d'ammonium quaternaire de 'ester benzylique de I'héparine
dépolvmérisée en sel de sodium est effectuée, généralement, par traitement du milien
réactionnel avec une solution alcoolique d'acétate de sodium et, de préférence, avec
une solution & 10% d'acétate de sodium dans le méthanol (poids/volume), 4 une
température comprise entre 15 et 25°C. L’équivalent en poids d’acérate ajouté est
préferentiellement 5 fois supérieur a4 la masse de sel d'ammonium quaternaire de
l'ester benzylique de I'héparine engagé dans la réaction de dépolymérisation.

La saponification s'effectue généralement au moven d'un hyvdroxyde de méral alcalin
tel que la soude, la potasse, I'hydroxyde de lithium, en milieu aqueux, a une
température comprise entre 0 et 20°C et, e préférence, entre 0 et 10°C. On utilisera de
fagon générale de 1 & 5 équivalents molaires d’hydroxyde de meétal alcalin. De
préférence, la saponification sera réalisée en présence de 2 a 3 équivalents molairas
d’hydroxyde de méral alcalin.

Le produit final peut éventuellement éwe purifié par toute méthode connue de
purification des héparines dépolymérisées et notamment selon la méthode décrite
dans le brevet EP 0037319. De préférence, on purifie au moyven de peroxvde
d'hydrogéne, en milieu aqueux, & une température de 10 & 50°C. De préférence, cetie
opération sera réalisée entre 20 et 40°C.

Le sel d'ammonium quaternaire de I'ester benzylique de I'héparine peut ére préparé
selon le schéma réactionnel suivant :

a) transformation de I'héparine sous forme de sel de sodium au moyen du chlorure de
benzéthonium pour obtenir I'héparinate de benzéthonium,

46
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b) estérification du sel de benzéthonium obtenu précédemment au moven du chlorure
de benzyle et traitement par une solution alcoolique d'acétate de sodium pour obtenir
le se! de sodium de l'ester benzylique de I'héparine,

¢) transalification du sel de sodium de l'ester benzylique de I'héparine en sel
d'ammonium quaternaire er, de préférence en sel de benzéthonium, de
cétylpyridinium ou de cétyvitriméthviammonium,

La réaction de l'étape a) est réalisée en milieu aqueux, par action du chlorure de
benzéthonium en exces, sur I'héparine sous forme de sel de sodium, a une température
voisine de 153 a 25°C. De maniére avantageuse, le rapport molaire chlorure de
benzéthonium/héparine sous forme de sel de sodium est compris entre 2 et 3 et plus
particuliérement 2,5.

L'héparine sous forme de sel de sodium de départ utilisée est de préférence une
héparine de porc. Celle-ci peut étre préalablement purifiée pour diminuer son taux de
dermatane suifate selon le procédé décrit dans le brevet FR2663639.

L'estérification de I'étape b) s'effectue de préférence au sein d'un solvant organique
chloré (chloroforme, chiorure de méthyléne par exemple), & une température comprise
entre 25 et 45°C et, de préférence entre 30 et 40°C. L'ester sous forme de sel de
sodium est ensuite récupéré par précipitation au moyen d'acétate de sodium a 10% en
poids/volume dans un alcool tel que le méthanol. On emploie généralement I a 1.2
volume d'alcool par volume de milieu réactionnel. L a quantité de chlorure de benzyle
et le temps de réaction sont adaptés pour obtenir un taux d'estérification compris entre
50 et 100% et, de préférence, entre 70 2t 90%. De fagon préférentielle, on utilise 0,3
2 1,5 partie en poids du chlorure de benzyle pour 1 partie en poids du sel de
benzéthonium de 1'héparine. De méme, de facon préférentielle, le temps de réaction
sera compris entre 10 et 35 heures.

La transalification de i'étape c) s'effectue au moyen d'un chiorure d'ammonium
quaternaire et, de préférence, au moven de chlorure de benzéthonium, de chlorure de
cétylpyridinium ou de chlorure de céryltriméthylammonium, en milieu agqueux, & une
température comprise entre 10 et 25°C. De maniére avantageuse, le rapport en mole
chlorure d'ammonium quaternaire/sel de sodium de l'ester benzylique de I'héparine est
compris entre 2 et 3.

/7
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Les mélanges selon l'invention sous forme de sel d2 sodium, peuvent étre transformés
en un autre sel d'un métal alcalin ou alcalinoterreux. On passe éventuellement d’un
sel 4 I’autre en utilisant la méthode décrite dans le brever US+168377.

Les mélanges selon 'invention ne sont pas toxiques et peuvent ainsi éwe urilisés
comme médicaments.

Les mélanges de la présente inveation peuvent étre urilisés comme agents
antithrombotiques. En particulier, ils sont utiles pour la prévention des thromboses
veineuses, des accidents thrombotiques artériels, notamment dans le cas d'infarctus du
myocarde. s sont également utiles dans la prévention et le traitemeat de la
prolifération des cellules musculaires lisses, l'angiogéndse, et comme agent
neuroprotecteurs de I'athérosclérose et de I'artériosclérose.

La présente invention concerne également les compositions pharmaceutiques
contenant comme principe actif un mélange de polysaccharides selon l'invention
éventuellement en association avec un ou plusieurs excipients inertes.

Les compositions pharmaceutiques sont par exemple des solutions injectables par
voie sous-cutanée ou intraveineuse. Elles sont également utiles par voie pulmonaire
(inhalation).

La posologie peut varier en fonction de I'dge, du poids et de I'état de santé du patient.
Pour un adulte, elle est en générel comprise entre 20 et 100 mg par jour par voie
intramusculaire ou sous-cutanée.

Les exemples suivants illustrent l'invention.

EXEMPLE A : PREPARATION DU SEL DE BENZETHONIUM DE L'ESTER
BENZYLIQUE DE L'HEPARINE

Heparinate de benzéthonium

A une solution de 10 g d'héparine sous forme de sel de sodium dans 100 m! d'eau 2
une température voisine de 20°C, on ajoute une solution de 25 g de chlorure de
benzéthonium dans 125 mi d'eau. Le produit est filtré, lavé A I'eau et séché.

Ester benzylique dhéparine (sel de sodium)

24
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A une solution de 20 g d'héparinate de benzéthonium dans 80 ml de chlorure de
méthyléne, on ajoute 16 ml de chlorure de benzvle. La solution est chauffée 4 une
température de 30°C pendant 12 heures. On ajoute alors 108 ml d'urie solution & 10%
d'acétate de sodium dans le méthapoi, filtre, lave au méthanol et séche. On obtient
ainsi 7,6 g d'ester benzylique d'héparine sous forme de sel de sodium dont le taux
d'estérification est de 77%.

Ester benzylique d'héparine (sel de benzéthonium)

Dans un erlenmeyer A de 2 litres, on introduit 36 g (0,0549 mole) d'aster benzylique
d'héparine (sel de sodium) et 540 mi d'eau distillée. Aprés homogénéisation & une
température d'environ 20°C, on obtient une solution jaune pile. Sous agitation
magnétique, on prépare dans un erlenmeyer B de | litre, une solution de 64,45 g
(0,1438 mole) de chlorure de benzéthonium et de 450 m! d'eau. La solution de
l'erlenmeyer B est coulée en environ 35 minutes dans la solution de l'etnenmeyer A
sous agitation. On observe la formetion d'un précipité blanc abondant. L'erlenmeyer B
est rincé avec 200 ml d'eau distillée et l'eau de lavage est introduite dans l'erlenmeyer
A. L'agitation est alors arrétée et on laisse déposer la suspension pendant 12 heures.
La partie limpide du surnageant est prélevée et écartée. Sur le précipité sédimenté
(aspect de bouillie), on ajoute 560 ml d'eau et on agite pendant 20 minutes. On laisse
re-sédimenter le précipité en 30 minutes environ. Le surnageant est prélevé et écarté
par environ 560 ml d'eau distillée. Dans la derniére opération de lavage, on laisse le
précipiré en suspension et on filtre sur Verre Fritté 3. Le gdteau est ensuite laveé par 4
fois 200 ml d'eau distillée. Le solide blanc humide est essoré puis séché sous pression
réduite (2,7 kPa), a une température voisine de 60°C. Aprés 12 heures de séchage, on
obtient 87,5 g d'sster benzylique dhéparine, sel de benzéthonjum. Le rendement
obtenu est de 94,9%.

EXEMPLE 1
Dépolymérisation et transformation en sel de sodium :

Dans un erlenmever A de 50 ml, on introduit 28 ml de dichlorométhane. Sous
agitation, on charge lentement 4 g (0,00238 mole) d'ester benzylique d'héparine (taux
d'estérification : 77%, sel de benzéthonium) obtenu comme décrit dans I'exemple A.
Aprés dissolution compléte, on ajoute 1,32 g (0,00948 mole) de 1,5,7-

L7
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triazabicyclo(4.4.0]dec-3-éne. On agite A une tempdrature voisine de 20°C, pendani
3 heures et 30 minutes. Pendant ce temps, on prépare a 4°C dans un erlenmevyer B,
une solution de 12 g d'acétate de sodium dans 120 ml de méthanol. Sous agitation
magnétique, le mélange réactionnel de l'erlenmeyer A esi coulé dans la solution
apparait. L'agitation est alors arrétée et on laisse décanter la suspension pendant une
heure. La paniie limpide du surnageant est prélevée et écartée (62 ml). Sur le précipiié
sédimenté (aspect de bouillie jaune), on ajoute 50 ml de méthanol et on agite pendant
20 minutes. On laisse re-sédimenter le précipité 30 minutes environ. Le surageant
est prélevé et écarté (49 ml). Sur le précipité sédimenté, on ajoute 50 ml de méthanol
et on agite pendant 20 minutes. Le précipité en suspension est ensuite filtré sur Verre
Fritté 4. Le giteau jaune d'or obtenu est ensuite lavé per 2 fois 25 ml de méthanol. Le
solide humide est essoré puis séché sous pression réduite (2,7 kPa), & une température
voisine de 60°C. Aprés 12 heures de séchage, on obtient 1,21 g d'héparine
dépolymérisée (ester de benzyle, sel de sodium). Le rendement obtenu est de 77,2%.

Saponification :

Dans un erlenmever de 25 ml, on introduit 1,21 g (0,0018 mole) de 'héparine
dépolymérisée (ester de benzyle, sel de sodium) obtenue précedemment et 11 ml
d'eau. Sous aegitarion magnétique, on introduit 0,18 ml (0,0018 mole) de lessive de
soude & 30%. Aprés addition, le mélange est refroidi & 4°C et agité pendant 2 heures.
On ajoute 1,43 g de NaCl et on neutralise la solution par ajout d'HCl & lmole/l
(14 ml). Le mélange est transvasé dans un erlenmever de 100 ml et 52 ml de méthenol
sont ajoutés. On observe la formation d'un précipité jaune. L'agitation est alors arrétée
et on laisse sédimenter la suspension pendant 12 heures & une température voisine de
20°C. Le surnageant est ensuite prélevé puis écarté (44 ml). Sur le précipité sédimenté
(aspect de bouillie jaune), on ajoute 25 ml de méthanol er on agite pendant
20 minutes. On laisse re-sédimenter le précipité 30 minutes environ. Le surnageant
est prélevé et écarté (21 ml). Sur le précipité sédimenté, on ajoute 25 ml de méthanol
et on agite pendant 20 minutes. Le précipité en suspension est ensuite filtré sur Verre
Fritté 3. Le giteau jaune clair obtenu est ensuite lavé par 2 fois 10 ml de méthanol. L2
solide humide est essoré puis séché sous pression réduite (2,7 kPa), a une tempeératrs
voisine de 60°C. Aprés 12 heures de séchage, on obtient 0,66 g d'héparine
dépolymériséz brute (sel de sodium). Le rendement obtenu est de 60%.
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Purificarion :

Dans un erlenmever de 10 ml, on introduit 0,66 g d'héparine dépolymeérisée brute
obtenue précédemment et 5,9 ml d'eau distillée. Le mélange est porté a 40°C sous
agitation magnétique. Par addition de soude 4 0,1 mole/l, on porte le pH entre 9 et 10
et on ajoute 33 microlitres d'une solution aqueuse de peroxvde d'hvdrogéne & 30%.
Aprés environ 2 heures d'agitation, on ajoute 0,65 g de chlorure de sodium. Le
mélange est ensuite neutralisé par ajout d'HCl & 0,lmole/l. La solution est ensuite
filirée et tranvasée dans un erlenmever de 25 ml. On coule 23,3 ml de méthanol. On
observe la formation d'un précipité blanc. 'agitation est alors arrétée et on laisse
sédimenter la suspension pendaat 12 heures 4 une température voisine de 20°C. Le
surnageant est ensuite prélevé puis écarté (3 ml). Sur le précipité sédimenté (aspect de
bouillie), on ajoute 5 ml de méthanol et on agite pendant 20 minutes. On laisse re-
sédimenter le précipité 30 minutes environ. Le surnageant est prélevé et écarté (3 ml).
Sur le précipité sédimenté, on mjoute 5 ml de méthanol et on agite pendant
20 minutes. Le précipité en suspension est ensuite filtré sur Verre Friné 3. Le giiteau
blanc obtenu est ensuite lavé par 2 fois 5 ml de méthanol. Le solide humide est essoré
puis séché sous pression réduite (2,7 kPa), & une température voisine de 60°C. Aprés
12 heures de séchage, on obtient 0,51 g d'un mélange purifié de polvsaccharides (sel
de sodium). Le rendement obtenu est de 77,2%.

L es caractéristiques de ce mélange sont les suivantes :
Poids moléculaire moven : 1600 daltons

Activité anti-Xg : 94 Ul/mg

Activité anti-ITa : < 0,1 Ul/mg

Rapport activité anti-Xa/activité anti-Ila : > 100
EXEMPLE 2

Dépolymérisation et transformation en sel de sodium :

Dans un erlenmeyer A de 100 ml, on introduit 70 ml de dichlorométhane. Sous
agitation, on charge lentement 10 g (0,00595 mole) d'ester benzylique d'héparine
(taux d'estérification : 77%, sel de benzéthonium) obtenu comme décrit dans
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I'sxemple A. Aprés dissolution compléte, on ajoute 1,7 ml (0,00587 mole) de 2-i2rt-
butylimino-2-diethylamino-1,3-dimethyl-perhvdro-1,3,2-diazaphosphorine. A une
température voisine de 20°C, on laisse la réaction se poursuivre pendant environ
3 heures et 30 minutes. Pendant ce temps, on prépare 4 4°C dans un erienmeyer B,
une solution de 30 g d'acétate de sodium dans 300 ml de méthanol. Sous agitation
magnétique, le mélange réactionnel de l'erlenmeyer A est coulé dans la solution
apparait. L'agitation est alors arrétée et on laisse décanter la suspension pendant une
heure. La partie limpide du surnageant est prélevée et écartée (204 ml). Sur le
précipité sédimenté (aspect de bouillie jaune), on ajoute 125 ml de méthanol et on
agite pendant 20 minutes. On laisse re-sédimenter le précipité 50 minutes environ. Le
de méthanol et on agite pendant 20 minutes. Le précipité gélatineux en suspension est
ensuite filtré sur Verre Fritté 3. Le pdtean gélatineux jaune obtenu est ensuite lavé par
2 poriions de 63 ml de méthanol. Le solide gélatineux est essoré puis séché sous
pression réduite (2,7 kPa), & une température voisine de 60°C. Aprés 12 heures de
séchage, on obtient 3,34 g d'héparine dépolymérisée (ester de benzyle, sel de sodium).
Le rendement obtenu est de 85,3%.

Saponification :

On saponifie 1,67 g d'héparine dépolymérisée (estzr de benzyle, se!l de sodium)
précédemment obtenue selon le procédé de saponification décrit dans I'exemple 1. On
obtient 0,94 g d'une poudre jaune clair. Le rendement en héparine dépolvmérisée
brute (sel de sodium) est de 61%.

Purification :

On purifie 0,94 g d'héparine dépolymeérisée brute (sel de sodium) précédemment
obtenue selon le procédé de purification décrit dans I'exempie 1. On obtient 0,71 g
d'une poudre blanche. Le rendement est de 75,5%.

Le mélange purifié de polysaccharides (sel de sodium) obtenu présente les
caractéristiques suivantes :

Poids moléculaire moyen : 2500 Daltons

Activité anti-Xa : 146,6 Ul/mg
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Activité anti-Ila : 2,15 Ul/mg

Rapport activité anti-Xa/activité anti-Ila : 68
EXEMPLE 3

Dépolymérisation et transformation en sel de sodium :

Dans un erlenmever A de 50 ml, on introduit 28 ml de dichlorométhane. Sous
agitation, on charge lentement 4 g (0,00238 mole) d'ester benzylique d'héparine (taux
d'estérification : 77%, sel de benzéthonium) obtenu selon l'exemple A. Aprés
dissolution compléte et refroidissement 4 2°C, on ajoute 0,333 g (0,00239 mole) de
1,5,7-triazabicyclo[4.4.0]dec-5-€ne. A une température voisine de 20°C, on laisse la
réaction se poursuivre pendant environ 3 heures et 30 minutes. Pendant ce temps, on
prépare a4 4°C dans un erlenmeyer B, uné solution de 12 g d'acétate de sodium dans
120 ml de méthanol. Sous agitation magnétique, le mélange réactionnel de
l'erlenmeyer A est coulé dans la solution méthanolique d'acétate de sodium. Un
précipité jaune apparait. L'agitation est alors armrétée et on laisse décanter la
suspension pendant une heure. Le partie limpide du surnageant est prélevée et écartée
(90 mi). Sur le précipité sédimenté (aspect de bouillie jaune), on ajoute 50 ml de
méthanol et on agite pendant 20 minutes. On laisse re-sédimenter le précipité
30 minutes environ. Le surnageant est prélevé et écarté (61 ml). Sur le précipité
sédimenté, on ajoute 50 ml de méthanol et on agite pendant 20 minutes. Le précipité
en suspension est ensuite filiré sur Verre Fritté 4. Le gdteau obtenu est ensuite lavé
par 2 fois 25 ml de méthanol. Le solide humide est essoré puis séché sous pression
réduite (2,7 kPa), 4 une température voisine de 60°C. Apres 12 heures de séchage, on
obtient 1,19 g d'héparine dépolymérisée (ester de benzyle, sel de sodium). Le solide
est jaune intense. Le rendement obtenn est de 75,9%.

Saponification :

On saponifie 1,19 g d'héparine dépolymérisée (ester de benzyle, sel de sodium)
précédemment obtenue selon le procédé de saponification décrit dans I'exemple 1. On
obtient 0,78 g d'une poudre jaune clair. Le rendement en héparine dépolymérisée
brute (sel de sodium) est de 71,5%.
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Purification :

Or purifie 0,78 g d'héparine dépolymeériséa brute (sel de sodium) précédemment
obtenue selon la méthode de purification décrite dans I'axemple 1. On obtient 0,58 g
d'une poudre blanche. Le rendement est de 72,5%.

Le mélange purifié de polysaccharides (sel de sodium) obtenu présente les
caraciéristiques suivantes :

Poids moléculaire moyen : 2700 Daltons

Activité anti-Xa : 100,1 Ul/mg

Activité anti-ITa : 3,3 Ul/mg

Rapport activité anti-Xa/activité anti-Ila : 5.7,3
EXEMPLE 4

Dépolvmérisation et transformation en sel de sodium :

Dans un erlenmever A de 50 ml, on introduit 28 m! de dichlorométhane. Sous
agitation, on charge lentement 4 g (0,00238 mole) d'ester benzylique de I'héparine
(teux d'estérification : 77%, sel de benzéthonium) obténu commié décrif dans
l'exemple A. Aprés dissolution compléte et & 2°C, on ajoute 0,6 ml (0,00222 mole) de
2-tert-butylimino-tris(diméthylamino)phosphorane. A une température voisine de
0°C, on laisse la réaction se poursuivre pendant environ 3 heures et 30 minutes.
Pendant ce temps, on prépare 4 4°C dens un erlenmeyer B, une solution de 12 g
d'acétare de sodium dans 120 ml de méthanol. Sous agitation magnétique, le mélange
réactionnel de l'erlenmeyer A est coulé dans la solution méthanolique d'acétate de
sodium. Un précipité jaune gélatineux quasi-translucide apparait. L'agitation est alors
arrétée et on laisse décanter la suspension pendant une heure. La partie limpide du
surnageant est prélevée et écartée (108 ml). Sur le précipité sédimenté (aspect de
bouillie jeundtre), on ajoute 50 ml de méthanol et on agite pendant 20 minutes. On
laisse re-sédimenter le précipité 30 minutes environ. Le surnageant est prélevé et
écarté (60 ml). Sur le précipité sédimenté, on ajoute 50 ml de méthanol et on agite
pendant 20 minutes. Le précipité blanc jaundtre en suspension est ensuite filtré sur
Verre Fritté 4. Le gdteau obtenu est ensuite lavé par 2 fois 25 ml de méthanol. Le
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solide est essoré puis séché sous pression réduite (2,7 kPa), 4 une température voisine
de 60°C. Aprés 12 heures de séchage, on obtient 1,22 g d'héparine dépolvmérisée
(ester de benzyle, sel de sodium). Le rendement obtenu est de 77,8 %.

Saponification :

On saponifie 1,22 g d'héparine dépolymérisés (ester de benzyle, sel de sodium)
précédemment obtenue selon le protocole de saponification décrit dans l'exemple 1.
On obtient 0,69 g d'une poudre jaune trés clair. Le rendement en héparine
dépolymérisée brute (sel de sodium) est de 61,6%.

Purification :

On purifie 0,69 g d'héparine dépolymérisée brute (sel de sodium) précédemment
obtenue selon le protocole de purification décrit dans l'exemple 1. On obtient 0,67 g
d'une poudre blanche, Le rendement est de 97,1%.

Le mélange purifié de polysaccharides (sel de sodium) obtenu présente les
caractéristiques suivantes :

Poids moléculaire moyen : 2900 Daltons

Activité enti-Xa : 145,2 Ul/mg

Activité anti-ITa : 4,5 Ul/mg

Rapport activité anti-Xa/activité anti-Ila : 32,6
EXEMPLE 5

Dépolymeérisation et transformation en sel de sodium :

Dans un ballon A de 50 ml, on introduit 28 ml de dichlorométhane. Sous agitation, on
charge lenternent 4 g (0,00238 mole) dhéparinate de benzyle (taux d'estérification :
77%, sel de benzéthonium). Aprés dissolution compléte et & 40°C, on ajoute 0,95 g
(0,00949 mole) d'imidazolate de sodium. Au reflux du dichlorométhane, on laisse la
réaction se poursuivre pendant environ 4 heures. Pendant ce temps, on prépare a 4°C
dans un erlenmeyer B, une solution de 12 g d'acétate de sodium dans 120 ml de
méthanol. Sous agitation magnétique, le mélange réactionnel de l'erlenmeyer A est
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coulé daps la solution méthanolique d'acérate de sodium. Un précipité jaune
gélatineux quasi-translucide apparait. L'agitation est alors arrétée et on laisse décanter
la suspension pendant une heure. La partie limpide du surnageant orange est prélevée
et écartée (38 ml). Sur le précipité sédimenté (aspect de bouillie orange), on ajoute
50 ml de méthanol et on agite pendant 20 minutes. On laisse re-sédimenter le
precipité 30 minutes environ. Le surnageant est prélevé et écarté (51 ml). Sur le
précipité sédimenté, on ajoute 50 ml de méthanol et on agite pendant 20 minutes. Le
précipité orange en suspension est ensuite filtré sur Verre Fritié 4. Le gdteau obtenu
est ensuite lavé par 2 fois 25 ml de méthanol. Le solide est essoré puis séché sous
pression réduite (2,7 kPa), a2 une température voisine de 60°C. Aprés 12 heures de
séchage, on obtient 1,34 g d'héparine dépolvmérisée (ester de benzyle, sel de sodium).
Le rendement obtenu est de 76,6%.

Saponification :

On saponifie 1,2 g d'héparine dépolymérisée (ester de benzyle, sel de sodium)
précédemment obtenue selon le protocole de saponification décrit dans l'exemple 1.
On obtient 0,63 g d'une poudre beige. Le rendement en héparine dépolymérisée brute
(sel de sodium) est de 52,5%.

Purification :

On purifie 0,65 g d'héparine dépolymérisée brute (sel de sodium) précédemment
obtenue selon la méthode de purification décrite dans I'exemple 1. On obtient 0,42 g
d'une poudre blanc beige, Le rendement est de 66,7%.

Le mélange purifié de polvsaccharides (sel de sodium) obtenu présente les
caractéristiques suivantes :

Poids moléculaire moven : 2250 Daltons
Activité anti-Xa : 134,5 U/mg
Activité anti-Ila : 1,5 U/mg

Rapport activité anti-Xa/activité anti-Ila : 90,5

26
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EXEMPLE 6
Dépolymérisation et transformation en sel de sodium :

Dans un erlenmeyer A de 50 ml, on introduit 28 ml de dichlorométhane. Sous
agitation, on charge lentement 4 g (0,00238 mole) d'aster benzylique d’héparine (raux
d'estérification : 77%, sel de benzéthonium) obtenu comme décrit dans I'exemple A.
Aprés dissolution compléte, on ajoute " 1,33 g (0,00956 mole) de 1,3,7-
triezabicyclo[4.4.0]dec-5éne. On agite & une température voisine de 20°C, pendant 3
heures et 30 minutes. Pendant ce temps, on prépare a 4°C dans un erlenmeyer B, une
solution de 12 g d'acétate de sodium dans 120 ml de méthanol. Sous agitation
magnétique, le mélange réactionn.el de lerlenmever A est coulé dans la solution
apparait. L'agitation est alors arrétée et op laisse décanter la suspension pendani une
heure. La partie limpide du surnageant est prélevée et écartée (56 ml). Sur le précipité
sédimenté (aspect de bouillie jaune), on ajoute 60 ml de méthanol et on agite pendant
20 minutes. On laisse re-sédimenter le précipité 30 minutes environ. Le sumageant
est prélevé et écarté (70 ml). Sur le précipité sédimenté, on ajoute 50 ml de méthanoi
et on agite pendant 15 minutes. Le précipité en suspension est ensuite filtré sur Verre
Fritté 4. Le gdteau jaune d'or obtenu est ensuite lavé par 2 fois 50 ml de méthanol. Le
solide humide est essoré puis séché sous pression réduite (2,7 kPa), & une température
voisine de 60°C. Aprés 12 heures de séchage, on obtient 0,92 g d'héparine
dépolvimérisée (ester de benzyle, sel de sodium). Le rendement obtenu est de 64 %.

Saponification :

Dans un erlenmeyer de 25 ml, on introduit 0,92 g (0,0014 mole) de I'héparine
dépolymérisée (ester de benzyle, sel de sodium) obtenue précédemment et 17,5 ml
d'eau. Sous agiration magnétique, on introduit 0,38 ml (0,00579 mole) de lessive de
soude & 30%. Aprés addition, le mélange est maintenu a une température voisine de
20°C et agité pendant 5 heures. On gjoute 1,8 g de NaCl et on neurtralise la solution
par ajout d'HCI A concentré (volume final de la solution environ 18 ml). Le mélange
est transvasé dans un erlenmeyer de 100 ml et 46 ml de méthanol sont ajoutés. On
sédimenter la suspension pendant 12 heures i une température voisine de 20°C. Le
surmnageant est ensuite prélevé puis écarté (52 ml). Sur le précipité sédimenté (aspeci
de bouillie jaune), on gjoute 25 ml de méthanol et on agite pendant 20 minutes. On
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laisse re-sédimenter le précipité 1 heure environ. Le surnageant est prélevé et écarté
beurs environ. Le précipité en suspension est ensuite filtré sur Verre Friné 4. Le
giteau obtenu est ensuite lavé par 2 fois 10 ml de méthanol. Le solide humide est
essore puis séché sous pression réduite (2,7 kPa), a une température voisine de 60°C.
Apres 3 heures de séchage, on obtient 0,42 g d'héparine dépolvmérisée brute (sel de
sodium). Le rendement obtenu est de 43,6 %.

Purification :

Dans un erlenmeyer de 10 ml, on introduit 0,42 g d'héparine dépolvmérisée brute
obtenue précédemment et 3,8 ml d'eau distillée. Le mélange est porté a 58°C sous
agitation magnétique. Par addition de soude & 0,[ mole/l, on porte le pH entre 9 et 10
et on ajoute 235 microlitres d'une solution aqueuse de peroxvde d'hydrogéne & 30%.
Apreés environ 2 heures 30 minutes d'agitation, on ajoute 0,5 g de chlorure de sodium.
Le mélange est ensuite neutralisé par ajout dHCI a 0,1mole/l. La solution est ensuite
filtrée et tranvasée dans un erlenmeyer de 25 ml. On coule 11,3 ml de méthanol. On
observe la formation d'un précipité blanc. L'agitation est alors arrétée et on laisse
sédimenter la suspension pendant 12 heures 4 une température voisine de 20°C. Le
surnageant est ensuite prélevé puis écarté (9,8 ml). Sur le précipité sédimenté (aspect
de bouillie), on ajoute 5 ml de méthanol et on agite pendant 15 minutes. On laisse re-
sédimenter le précipité 3 heures environ. Le surnageant est prélevé et écarté (6,2 ml).
Sur le précipité sédimentd, on ajoute 5 mi de méthanol et on agite pendant
20 minutes. Le précipité en suspension est ensuite filué sur Verre Fritté 3. Le gateau
blanc obtenu est ensuite lavé par 2 fois 3 ml de méthanol. Le solide humide est essoré
puis séché sous pression réduite (2,7 kPa), a une température voisine de 60°C. Aprés
environ 2 heures 20 minutes de séchage, on obtient 0,39 g d'héparine dépolymérisée
pure (sel de sodium). Le rendement obtenu est de 92,8%.

L es caractéristiques de I'héparine dépolvmeérisée ainsi obtenue sont les suiventes :
Poids moléculaire moyen : 1950 daltons

Activité anti-Xa : 115,6 Ul/mg

Activité anti-ITa : <2 Ul/mg

Rapport activité anti-Xa/activité enti-Ila : > 57
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EXEMPLE 7
Dépolvmeérisation et transformation en sel de sodium :

Dans un réacteur A de 400 ml, on introduit 140 ml de dichlorométhane. Sous
agitation, on charge lenternent 20 g (0,0119 mole) d'ester benzylique d'héparine (taux
d'estérification : 77%, sel de benzéthonium) obtenu comme décrit dans I'exemple A.
Aprés dissolution compléte, on mesure la teneur en eau du milieu réactionnel par la
méthode de Karl Fisher. La valeur obtenue est de 0,1% d’eau. On ajoute alors 3,5 ml
(0,0121 mole) de 2-tert-butylimino-2-diethylamino-1,3-dimethyl-perhydro-1,3,2-
diazaphosphorine. A une température voisine de 25°C, on laisse la réaction se
poursuivre pendant environ 24 heures. Pendant ce temps, on prépare 4 4°C dans un
erlenmeyer B, une solution de 30 g d'acétate de sodium dans 300 ml de méthanol.
Sous agitation magnétique, la moitié du mélange réactionnel du réacteur A est coulé
dans la solution méthanolique d'acétate de sodium. Un précipité jaune gélatineux
quasi-transiucide apparait. L'agitation est maintenue pendant une heure et on laisse
décanter la suspension pendant environ 12 heures & 4°C. La partie limpide du
surnageant est prélevée et écartée (220 ml). Sur le précipité sédimenté (aspect de
bouillie jaune), on ajoute 220 ml de méthanol et on agite pendant 50 minutes. On
laisse re-sédimenter le précipité 40 minutes environ. Le surnageant est prélevé et
écarte (204 ml). Sur le précipité sédimenté, on ajoute 204 ml de méthanol et on agite
pendant 40 minutes. Le précipité gélatineux en suspension est ensuite filtré sur Verre
Fritté 3. Le gdreau gélatineux jaune obtenu est ensuite lavé par 2 portions de 100 ml
de méthanol. Le solide gélatineux est essoré puis séché sous pression réduite (2,7
kPa), 4 une température voisine de 60°C. Aprés environ 12 heures de séchage, on
obtient 2,6 g d'héparine dépolymeérisée (ester de benzyle, sel de sodium). Le
rendement obtenu est de 70,6 % (calculé sur la base de la moitié du milieu réactionnel
traité).

Saponification :

On saponifie 2,6 g d'héparine dépolymérisée (ester de benzvle, sel de sodium)
précédemment obtenue selon le procédé de saponification décrit dans I'exemple 1. On
obtient 1,483 g d'une poudre jaune clair. Le rendement en héparine dépolymérisée
brute (sel de sodium) est de 62,9%.

Purification :

4
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Dans un erl2nmeyer de 50 ml, on introduit 1,48 g d'héparine dépolymérisée brute
obtenue précédemment et 15 ml d'ean distillés. Le mélange est porié & 40°C sous
agitation magnétique. Par addition de soude a 1 mole/l, on porte le pH entre 9 et 10.
La solution est filtrée sur une memorane fitrante de porosité 1 um. On ajoute ensuite
76 microlitres d’'une solution agueuse de peroxyde d’hvdrogéne a 30%. Aprés environ
2 heures d'agirtation, on ajoute 1,5 g de chlorure de sodium. Le mélange est ensuite
neutralisé par ajout d'HCI a 1mole/i. La solution est filirée sur une membrane fitrante
de porosité 1 um. On coule 38 ml de méthanol. On observe la formation d'un
précipité blanc. L'agitation est alors arrétée et on laisse sédimenter la suspension
pendant 1 heures & une température voisine de 20°C. Le sumageant est ensuite
prélevé puis écarté (37 ml). Sur le précipité, on sjoute 37 ml de méthanol et on agite
pendant 45 minutes. On laisse re-sédimenter le précipité 45 minutes environ. Le
surnageant est prélevé et écarté (34 ml). Sur le précipité sédimenté, on ajoute 34 ml
de méthanol et on agite pendant 15 minutes. Le précipité en suspension est ensuite
filtré sur Verre Fritté 3. Le giteau blanc obtenu est ensuite lavé par 2 fois 25 mi de
méthanol. Le solide humide est essoré puis séché sous pression réduite (2,7 kPa), a
une température voisine de 60°C. Apreés 12 heures de séchage, on obtient 1,29 g
d'héparine dépolvmérisée pure (sel de sodium). Le rendement obtenu est de 87,2%.

L'héparine dépolymérisée purifiée (sel de sodium) obtenue présente les
caractéristiques suivantes :

Poids moléculaire moyen : 2250 Daltons
Activité anti-Xa : 149 ,6 Ul/mg
Activité anti-I1a : 0,85 U/mg

Rappor activité anti-Xa/activité anti-Ila : 176



Lh

10

(38 ]
Lh

19

REVENDICATIONS

I - Mélanges de polysaccharides sulfatés possédant la siructure générale des
polvsaccharides constitutifs de I'héparine et présentant les caractéristiques suivantes :

- ils ont un poids moléculaire moyen de 1500 & 3000 daltons, une activité anti-Xa de
100 a 150 Ul/mg, une activité anti-Ila de 0 4 10 Ul/mg et un rapport activité anti-
Xa/activité anti-Ia supérieur a 10, '

- les polysaccharides constitutifs des mélanges contiennent 2 & 26 motifs

saccharidiques et ont un motif acide glucuronique-4,5 insaturé 2-O-sulfate a l'une de’

leurs extrémités,

sous forme d'un sel de métal alcalin ou alcalinoterreux.

2- Meélanges selon la revendication 1 caractérisé en ce que l'activité amti Xa est
comprise entre 125 et 150 U/mg

3- Mélanges selon la revendication 1 ou 2 caraciérisé en ce que |’activité anti Xa est
comprise entre 140 et 150 Ul/mg et le poids moléculaire moyen est compris entre
2000 et 3000 dalton

4 - Mélanges selon 1’une quelconque des revendications 1 4 3 sous forme de sel de
sodium, de potassium, de calcium ou de magnésium.

3 - Mélanges selon I’une quelconque des revendications 1 a 4 avant une activité anti-
IIa de 0 a 5 Ul/mg.

6 - Mélanges selon 1'une quelconque des revendications 1 & 5 présentant un rapport
activité anti-Xa/activité anti-Ila supérieur a 25.

7 - Procédé de préparation des mélanges de la revendication 1 caractérisé en ce que
l'on dépolymeérise un sel d'ammeonium quaternaire de l'ester benzylique de I'héparine
en miliev organique, au moyen d'une base organique forte de pka supérieur & 20 ou
d’imidazolate de sodium, transforme le sel d'ammonium quaternaire de l'ester
benzyvlique de I'héparine dépolymérisée en sel de sodium. saponifie I'ester et
éventuellernent purifie le produit.

3/



10

20

8 - Procédé szlon la revendication 7 pour lequel le sel d'ammonium quaternaire de
I'ester beazylique de I'héparine est le sel de benzéthonium, de cétylpyridinium ou de
cétyltriméthylammonium.

9 - Procéde selon la revendication 7 pour lequel la base organique forte de pka
supérieur a 20 est choisie parmi le 1,3,7-triazabicyclo[4.4.0]dec-5-éne, la 2-tert-
butylimino-2-diéthylamino-1,3-diméthylperhvdro-1,3.2-diazaphosphorine, les bases
de la famille de la guanidine et des phosphazénes,

10 - Procédé selon la revendication 9 pour lequel les bases de la famille des
guanidines sont celles de formule :

R1
Nl’
s M s
~n N
| I
4

R R3

dans laquelle R; est hvdrogéne ou alkyvle, R:, R;, Ry et Ry identiques ou différents
représentent chacun un radical alkyle, les radicaux alkyle avant 1 & 6 atomes de
carbone en chaine droite ou ramifiée.

11 - Procédé selon la revendication-10 pour lequel R; est hvdrogéne et R;, R;, R, et
R; sont des radicaux méthyle.

12 - Procédé selon la revendication 9 pour lequel les bases de la famille des
phosphazénes sont celles de formule :

R3

\
R1—N=— P\—N—RS
N—RS
R7

dans laquelle les radicaux R, & R; sont identiques ou différents et représentent des
radicaux alkyle contenant ! 4 6 atomes de carbone, en chaine droite ou ramifiée.

13 - Procédé selon l'une des revendications 7 a 12 pour lequel le rapport en mole base
organique forte de pka supérieur 4 20 ou imidazolate de sodium/sel d'emmonium
quaternaire de l'ester benzylique de 'héparine est compris entre 0,2 et 5.
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14 - Procédé selon l'une des revendications 7 & 13 pour lequel le sel d'ammorium
quaternaire de l'estzr benzviique de I'héparine a un taux d'estérification compris entrz
50 et 100%.

15 - Procédé selon |'une des revendications 7 a 14 pour lequel la wransformetion du sel
d'ammonium quaternaire de l'ester benzylique de I'héparine dépolvmérisée en sei de
sodium est effectuée per traitement du milieu réactionnel avec une solution alcoolique
d'acétate de sodium.

16 - Procédé selon l'une des revendications 7 a 15 pour lequel la saponification
s'effectue au moyen d'un hvdroxyde de métal alcalin.

17 - Procédé selon l'une des revendication 7 4 16 pour lequel la purification s'effectue
au moyen de peroxvde d’hydrogéne.

18 — Mélanges tels que définis a l'une quelconque des revendications 1 a 6 a tiore de
médicaments .

19 — Mélanges tels que définis a 1'une quelconque des revendications 1 a 6 a titre de
meédicaments antithrombotiques

20 - Compositions pharmaceutiques comprenant en tant que principe actif un mélange
selon I'une des revendications 1 a 6.

23



1
MEZCLAS DE POLISACARIDOS DERIVADOS DE HEPARINA, SU PREPARACION Y
LAS COMPOSICIONES FARMACEUTICAS QUE LOS CONTIENEN

La presente invencién se relaciona con las mezclas de polisacdridos derivados de
heparina, su procedimiento de preparacién y las composiciones farmacéuticas que los
contienen.

La heparina es una mezcla de mucopolisacéridos sulfatados de origen animal, utilizada
especialmente por sus propiedades anticoagulantes y antitromboticas.

Sin embargo la heparina presenta inconvenientes que limitan las condiciones de su
utilizacién. Especialments, su importante actividad anticoagulante (actividad anti-lla)
puede ocasionar hemorragias.

Se propusieron heparinas de bajo peso molecular obtenidas mediante
despolimerizacion bésica de ésteres de heparina (EP40144); sin embargo, estos
productos siguen teniendo una importante actividad anti-lia.

La invencién se relaciona con mezclas de polisacaridos derivados de heparina que
posee una actividad mas selectiva con respecto al factor X activado (factor Xa) y del
factor |l activado (factor lia) que 1a heparina.

l
Mas especificamente, la presente invencién tiene por objeto las mezclas de
polisacaridos sulfatados con la estructura general de los polisacaridos constitutivos de
la heparina y con las siguientes caracteristicas:

- tisnen un peso molecular promedio de 1.500 a 3.000 daltones, una actividad anti-Xa
de 100 a 150 Ul/mg, una actividad anti-lla de 0 a 10 Ul/mg y una relacién actividad

anti-Xa/actividad anti-lla superior a 10,

- los polisacaridos constitutivos de las mezclas contienen 2 a 26 motivos sacaridicos y
un motivo &cido glucurénico-4,.5 no saturado 2-O-sulfato en uno de sus extremos,

bajo la forma de una sal de metal alcalino o alcalinoterroso.

Como sal de metal alcalino o alcalinoterroso, se prefiere las sales de sodio, potasio,
calcio y magnesio.
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El peso molecular promedio se determina mediante cromatografia liquida alta presion
utilizando 2 columnas en serie por ejemplo aquellas comercializadas bajo el nombre de
TSK G3.000 XL y TSK G2.000 XL. Se realiza la deteccibn mediante refractometria. El
eluyents utilizado es el nitrato de litio y el caudal es de 0.6 ml/min. Se calibra el sistema
con estdndares preparados mediante fraccionamiento de la enoxaparina (AVENTIS)
mediante cromatografia sobre gel de agarosa-poliacrilamida (IBF). Se realiza esta
preparacién mediante la técnica descrita por Barmowcliffe y coll., Thromb. Res., 12, 27-
38 (1977-78) o D.A. Lane y coll., Thromb. Res., 12, 257-271 (1977-78) se obtiene los
resultados con la ayuda del software GPC8 (Perkin Elmer).

Se mide la actividad anti-Xa medianie el método amidolitico sobre un sustrato
cromogénico descrito por Teien y coll., Thromb. Res., 10, 389-410 (1977), utilizando
como patrén el primer patrén intemacional de las heparinas de bajo peso molecular.

Se mide la actividad anti-lla mediante la técnica descrita por Anderson L.O. y coll.,
Thromb. Res., 15, 531-541 (1979), utilizando como patrén el primer patrén intemacional
de las heparinas de bajo peso molecular.

Preferiblemente, las mezclas tales y como descritas anteriormente presentan una
aclividad anti-Xa comprendida entre 125 y 150 Ul/mg.

Mas especificamente, las mezclas tales y como descritas anteriormente prasentan una
actividad anti-Xa comprendida entre 140 y 150 Ul/mg y tienen un peso molecular
promedio comprendido entre 2.000 y 3.000 dattones.

Preferiblemente, las mezclas segdn la invencién tienen una actividad anti-llade 0 a 5
Ul/mg.

Todavia con mas preferencia, las mezclas presentan una relacion actividad anti-
Xa/actividad anti-lla superior a 25.

Las mezclas de oligosacdridos segtin la invencién se pueden preparar mediante
despolimerizacién de una sal de amonio cuaternario del éster bencllico de la heparina
en medio organico, por medio de una base organica fuerte de pka superior a 20 o de
imidazolato de sodio, transformacion de la sal de amonio cuatermnario del éster bencllico
de la heparina despolimerizada en sal de sodio, saponificacién del éster y
eventualmente purificacién.
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La sal de amonio cuatemnario del éster benclilico de la heparina es preferiblemente la sal
de benzetonio, cetilpiridinio o cetiltrimetilamonio.

La despolimerizacién se efectia generaimente dentro de un disolvente orgédnico inerte
tal y como un disolvente clorado (diclorometano por ejemplo), el tetrahidrofurano, el
anisol con una temperatura de -20°C a 40°C.

Como base orgénica fuerte de pka superior a 20, se puede utilizar el 1,5,7-
triazabiciclo[4.4.0]des-5-eno, la 2-tert-butilimino-2-dietilamino-1,3-dimetilperhidro-1,3,2-
diazafosforina, las bases de la familia de la guanidina y de los fosfozenos.

Las bases de la familia de las guanidinas son preferiblemente aquellas de formula: en la
cual R4 es hidrégeno o alquilo, Rz R3, R4y Rsidénticos o diferentes representan cada uno
un radical alquilo.

Mss especificaments, R es hidrégeno y Rz Ry R4y Rsson radicales metilo.
Las bases organicas fuertes pertenecientes a la familia de los fosfazenos se definen por
ejemplo segin R. Schwesinger y coll., Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 26, 11687-1168

(1987), R. Schwesinger y coll., Angew. Chem. 105, 1420 (1893).

Entre las bases de la familia de los fosfazenos se utiliza preferiblemente aquellas de
formula:

R3
r—N
m-n:p;—n{—ns
J—rs
RY

En la cual los radicales R; a Ry son idénticos o diferentes y representan radicales
alquilo.
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En las formulas anteriores, los radicales alquilo contienen 1 a 8 dtomos d carbono en
cadena alineada o ramificada.

Ventajosamente la relacion en mol base orgdnica fuerte de pka superior a 20 o
imidazolato de sodio/sal de amonio cuatemario del éster bencilico de heparina esta
comprendida entre 0.2 y 5 y, preferiblemente, entre 1y 4.

Més especificamente, la tasa de esterificacién de la sal de amonio cuaternario del éster
bencllico de la heparina estd comprendida entre el 50 y el 100%, y preferiblemente,
entre el 70 y 90%. Esta tasa de esterificacién corresponde al porcentaje molar de
esterificacién de los acidos urénicos de Ia heparina.

Generalmente, la transformacién de 1a sal de amonio cuaternario del éster bencllico de
la heparina despolimerizada en sal de sodio se efectia mediante tratamiento del medio
de reaccioén con una solucién alcohélica de acetato de sodio y, preferiblemente, con una
solucion al 10% de acetato de sodio en el metanol (peso/volumen), a una temperatura
comprendida entre los 15 y los 25°C. El equivalente en peso de acetato agregado es
preferiblemente 3 veces superior a la masa de sal de amonio cuaternario del éster
bencilico de la heparina involucrada en la reaccién de despolimerizacién.

Generalmente, la saponificaciéon se efechia mediante un hidréxido de metal alcalino tal y
como la sosa, la potasa, el hidréxido de litio en medio acuoso, a una temperatura
comprendida entre 0 y 20°C y, preferiblemente, entre 0 y 10°C. Se utiliza de manera
general de uno a 5 equivalentes molares de hidr6xido de metal alcalino. Preferiblemente
la saponificacién se realizaré en preaencia de 2 a 3 equivalentes molares de hidréxido
de metal alcalino.

Eventualmente, el producto final se puede purificar mediante cualquier método conocido
de purificacion de las heparinas despolimerizadas y especiaimente segin el método
descrito en la patente EP 0037319. Preferiblemente, se purifica mediante el peréxido de
hidrégeno, en medio acuoso, a una temperatura de 10 a 50°C. Preferiblemente, la
anterior operacion se realizara entre los 20 y 40°C.

La sal de amonio cuaternario del éster bencllico de la heparina se puede preparar
segun el siguiente esquema de reaccion:

a) transformacion de la heparina bajo la forma de sal de sodio por medio del cloruro de
benzetonio para obtener el heparinato de benzetonio,
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b) esterificacién de la sal de benzetonio obtenida anteriormente mediante el cloruro de
bencilo y tratamiento con una solucién alcohélica de acetato de sodio para obtener la
sal de sodio del éster bencllico de la heparina,

¢) transalificacion de la sal de sodio del éster bencllico de la heparina en sal de amonio
cuaternario y, preferiblemente en sal de benzetonio, cetilpiridinio o cetiltrimetilamonio,

la reaccién de la etapa a) se realiza en medio acuoso, mediante ia accién del cloruro de
benzetonio en exceso, sobre la heparina bajo la forma de sal de sodio, a una
temperatura cercana a los 15 a 20°C ventajosaments la relacién molar cloruro de
benzetonio/heparina bajo la forma de sal de sodio estd comprendida entre 2 y 3 y mas
especificamente 2.5.

La heparina bajo la forma de sal de sodio de inicio utilizada es, preferiblemente una
heparina de cerdo. Esta Gitima puede ser previamente purificada para disminuir su tasa
de dermatan sulfato que segun el procedimiento descrito en la patente FR2663639.

La esterificacién de la etapa b) se efectia preferiblemente dentro de un disolvente
orgénico clorado (cloroformo, cloruro de metileno por ejemplo), & una temperatura
comprendida entre los 25 y 45°C y, preferiblements, entre los 30 y los 40°C. Luego, se
recupera el éster bajo la forma de sal de sodio mediante precipitacidon con acetato de
sodio al 10% en peso/volumen en un alcohol tal y como el metanol. Generalmente, se
utiliza 1 a 1.2 volumen de alcohol por volumen de medio de reaccién. La cantidad de
cloruro de bencilo y el tiempo de reaccién se ajustan para obtener una tasa de
esterificacién comprendida entre el 50 y el 100% y, preferiblemente, entre el 70 y 80%.
Preferiblemente, se utiliza 0.5 a 1.5 parte en peso del cloruro de bencilo por 1 parte en
peso de la sal de benzetonio de la heparina. De Ia misma manera, preferiblemente, el
fiempo de reaccién estard comprendido entre 10 y 35 horas.

La transalificacion de |a etapa c) se efectiia mediante un cloruro de amonio cuatemario
y, preferiblemente, mediante el cloruro de benzetonio, el cloruro de cetilpiridinio o el
cloruro de cetiltrimetilamonio, en medio acuoso, a una temperatura comprendida entre
los 10 y 25°C. De manera ventajosa, la relacion en mol cloruro de amonio
cuaternario/sal de sodio del éster bencllico de la heparina estd comprendido entre 2 y 3.



Las mezclas segin la invencidn bajo la forma de sal de sodio se pueden transformar en
otra sal de un metal alcalino o alcalinoterroso. Eventualmente, se pasa de una sal a la
otra utilizando el método descrito en la patente US4168377.

Las mezclas segin la invencibn no son toxicas y asi se pueden utilizar como
medicamentos.

Las mezclas de la presente invencién se pueden utilizar como agentes antitrombéticos.
Especiaimente, son Utiles para la prevencion de las trombosis venosas, los accidentes
trombéticos arteriales, especialmente en el caso del infarto del miocardio. Generalmente
son Utiles para la prevencion y tratamiento de la proliferacién de las células musculares
lisas, la angiogénesis y como agentes neuroprotectores de la arterosclerosis y la
arteriosclerosis.

La presente invenciéon se relaciona también con las composiciones farmacéuticas que
contienen como principio activo una mezcla de polisacaridos segin la invencion
eventuaimente en asociacion con uno o varios excipientes inertes.

Las composiciones farmacéuticas son por ejemplo soluciones inyectables por via
subcutanea o intravenosa. También son dtiles por la via pulmonar (inhalacion).

La posologia puede variar en funcién de ia edad, el peso y el estado de salud del
paciente. Para un adulto, generalmente esta comprendida entre los 20 y 100 mg por dia
por via inframuscular o subcuténea.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion.

EJEMPLO A: PREPARACION DE LA SAL DE BENZETONIO DEL ESTER BENCILICO
DE LA HEPARINA

Heparinato de benzetonio
A una solucién de 10 g de heparina bajo la forma de sal de sodio en 100 ml de agua a
una temperatura cercana a los 20°C, se agrega una solucién de 25 g de cloruro de

benzetonio en 125 ml de agua. Se filtra, se lava con agua y se seca el producto.

Ester bencllico de heparina (sal de sodio)
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A una solucién de 20 g de heparinato de benzetonio en 80 mi de cloruro de metileno, se
agrega 16 ml de cloruro de bencilo. Se calienta la solucién a una temperatura de 30°C
durante 12 horas. Luego se agrega 108 mi de una solucién al 10% de acetato de sodio
en el metano!, se filtra, se lava con metanol y se seca. Se obtiene asi 7.6 g de éster
bencilico de heparina bajo la forma de sal de sodio cuya tasa de esterificacién es del
77%.

Ester benclilico de heparina (sal de benzetonio).

En una matraz erlenmeyer A de 2 litros, se introduce 38 g (0.0549 mol) de éster
bencllico de heparina (sal de sodio) y 540 ml de agua destilada. Después de
homogenizacidn a una temperatura cercana a los 20°C, se obtiene una solucién color
amarillo pdlido. Bajo agitacibn magnética, se prepara en una matraz erlenmeyer B de 1
litro, una solucién de 64.45 g (0.1438 mol) de cloruro de benzetonio y de 450 ml de
agua. Se cuela la solucidn de ia mairaz erlenmeyer B en cerca de 35 minutos en la
solucién de la matraz erlenmeyer A bajo agitacién. Se observa la formacién de un
precipitado blanco abundante. Se enjuaga !a matraz erlenmeyer B con 200 mil de agua
destilada y se introduce el agua del lavado en la matraz erdenmeyer A. Luego se detiene
la agitacidn y se deja depositar la suspensién durante 12 horas. Se exirae y se separa
la parte limpida del sobrenadante. Sobre el precipitado sedimentado (con aspecto de
papilla), se agrega 560 ml de agua y se agita durante 20 minutos. Se deja sedimentar
nuevamente el precipitado durante cerca de 30 minutos. Se extrae y se separa el
sobrenadante (560 mi). Sobre el precipitado sedimentado, se realiza nuevamente 2
veces esta operacion de lavado con cerca de 560 mi de agua destilada. En {a primera
operacién de lavado, se deja el precipitado en suspensién y se filtra sobre vidrio
sinterizado 3. Luego se lava la torta con 4 veces 200 ml de agua destilada. Se escurre,
luego se seca el sélido blanco himedo bajo presién reducida (2.7 kPa), a una
temperatura cercana a los 60°C. Después de 12 horas de secado, se obtiene 87.5 g de
éster bencilico de heparina, sal de benzetonio. El rendimiento obtenido es del 84.8%.

EJEMPLO 1
Despolimerizacién y transformacion en sal de sodio:
En una matraz erlenmeyer A de 50 ml, se introduce 28 ml de diclorometano. Bajo

agitacion, se carga lentamente 4 g (0.00238 mol) de éster bencllico de heparina (tasa
de esterificacion: 77%, sal de benzetonio) obtenido tal y como se describe en el ejemplo



A. Después de disolucién completa, se agrega 1.32 g (0.00948 mol) de 1,5,7-
triazabiciclo [4.4.0]dec-5-eno. Se agita a una temperatura cercana a los 20°C, durante 3
horas y 30 minutos. Durante ese tiempo, se prepara a 4°C en una matraz erlenmeyer B,
una solucién de 12 g de acetato de sodio en 120 ml de metanol. Bajo agitacién
magnética, se cuela la mezcla de reaccién de la matraz erlenmeyer A en la solucién
metanodlica de acetato de sodio. Aparece un precipitado color amarillo gelatinoso casi
traslucido. Se detiene la agitacién y se deja decantar la suspensién durante 1 hora. Se
extrae y se saca la parte limpida del sobrenadante (62 ml). Sobre el precipitado
sedimentado (con aspecto de papilla color amarillo), se agrega 50 ml de metanol y se
agita durante 20 minutos. Se deja sedimentar nuevamente el precipitado durante cerca
de 30 minutos. Se exirae y se separa el sobrenadante (49 ml). Sobre el precipitado
sedimentado, se agrega 50 ml de metanol y se agita durante 20 minutos. Luego se filtra
el precipitado en suspensién sobre vidrio sinterizado 4. Luego se lava |a torta obtenida
color amarillo oro con 2 veces 25 ml de metanol. Luego se escurre y se seca el s6lido
hamedo bajo presidn reducida (2.7 kPa), a una temperatura cercana a los 60°C.
Después de 12 horas de secado, se obtiene 1.21 g de heparina despolimerizada (éster
de bencilo, sal de sodio). El rendimiento obtenido es del 77.2%.

Saponificacién:

En una matraz erlenmeyer de 25 mi, se introduce 1.21 g (0.0018 mol) de heparina
despolimerizada (éster de bencilo, sal de sodio) obtenida anteriormente y 11 ml de
agua. Bajo agitacibn magnética, se introduce 0.18 mi (0.0018 mol) de lejla de sosa al
30%. Después de adicién, se enfria la mezcla a 4°C y se agita durante 2 horas. Se
agrega 1.43 g de NaCl y se neutraliza la solucién mediante adicién de HCI! a 1 molA (14
mi). Se trasvasa la mezcia en una matraz erlenmeyer de 100 ml y se agrega 52 mi de
metanol. Se observa la formacién de un precipitado color amarillo. Luego se detiene la
agitacion y se deja sedimentar la suspensién durante 12 horas a una temperatura
cercana a los 20°C. Luego se extrae y se separa el sobrenadante (44 ml). Sobre el
precipitado sedimentado (con un aspecto de papilla color amarillo), se agrega 25 ml de
metanol y se agita durante 20 minutos. Se deja sedimentar nuevamente el precipitado
durante cerca de 30 minutos. Se extrae y se separma el sobrenadante (21 mi). Sobre el
precipitado sedimentado, se agrega 25 ml de metanol y se agita durante 20 minutos.
Luego se filtra el precipitado en suspensién sobre vidrio sinterizado 3. Luego se lava la
torta obtenida color amarillo claro con 2 veces 10 mi de metanol. Se escurre y se seca
el sélido himedo bajo presién reducida (2.7 kPa), a una temperatura cercana a los 80°
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C. Después de 12 horas de secado, se obtiene 0.68 g de heparina despolimerizada
bruta (sal de sodio). El rendimiento obtenido es del 60%.

Purificacion:

En una matraz de 10 ml, se introduce 0.866 g de heparina despolimerizada bruta
obtenida anteriormente y 5.9 ml de agua destilada. Se lieva la mezcla a los 40° C bajo
agitacién magnética. Mediante adicion de sosa a 0.1 mol/l, se llevaelpHentre 9y 10y
se agrega 33 microlitros de una solucién acuosa de peroxido de hidrogeno al 30%.
Después de a'gitar durante cerca de 2 horas, se agrega 0.65 g de cloruro de sodio.
Luego se neutraliza la mezcia mediante la adicion de HCI a 0.1 molA. Luego se filtra y
se transvasa la solucion en una matraz erlenmeyer de 25 ml. Se cuela 23.3 ml de
metanol. Se observa la formacién de un precipitado bianco. En este punto se detiene la
agitacién y se deja sedimentar la suspensiéon durante 12 horas a una temperatura
cercana a los 20°C. Luego se exirae y se separa el sobrenadante (5 ml). Sobre el
precipitado sedimentado (con aspecto de papilla), se agrega 5 ml de metanol y se agita
durante 20 minutos. Se deja sedimentar nuevamente el precipitado durante cerca de 30
minutos. Se exirae y se separa el sobrenadante (5 mil). Sobre el precipitado
sedimentado, se agrega 5 ml de metanol y se agita durante 20 minutos. Luego se filtra
el precipitado en suspensién sobre vidrio sinterizado 3. Luego se lava la torta blanca
obtenida con 2 veces 5 ml de metanol. Se escume y luego se seca el sélido himedo
bajo presién reducida (2.7 kPa), a una temperatura cercana a los 60°C. Después de 12
horas de secado, se obtiene 0.51 g de una mezcla purificada de polisacaridos (sal de
sodio). El rendimiento obtenido es del 77.2%.

Las caracteristicas de esta mezcla son las siguientes:
Peso molecular promedio: 1.600 daltones

Actividad anti-Xa: 84 Ul/mg

Actividad anti-lla: < 0.1 Ul/mg

Relacién actividad anti-Xa/ actividad anti-lia ; > 100

EJEMPLO 2

Despolimerizacién y transformacién en sal de sodio:
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En una matraz erlenmeyer A de 100 mi, se introduce 70 ml de diclorometano. Bajo
agitacion, se carga lentamente 10 g (0.00595 mol) de éster bencllico de heparina (tasa
de esterificacion: 77%, sal de benzetonio) obtenido tal y como estd descrito en el
ejemplo A. Después de disolucién completa, se agrega 1.7 ml (0.00587 mol) de 2-tert-
butilimino-2-dietilamino-1,3-dimetil-perhidro-1,3,2-diazafosforina. A una temperatura
cercana a los 20°C, se continia |a reaccién durante cerca de 3 horas y 30 minutos.
Mientras tanto, se prepara a 4°C en una matraz erlenmeyer B, una solucién de 30 g de
acetato de sodio en 300 mi de metanol. Bajo agitacidn magnética, se cuela la mezcla de
reaccién de la matraz erlenmeyer A en la solucién metandlica de acetato de sodio.
Aparece un precipitado color amarillo gelatinoso casi traslucido. En este punto, se
detiene la agitacion y se deja decantar la suspension durante 1 hora. Se extrae y se
separa la parte limpida del sobrenadante (204 mi). Sobre el precipitado sedimentado
(con aspecto de papilla color amarillo), se agrega 125 ml de metanol y se agita durante
20 minutos. Se deja sedimentar nuevamente el precipitado durante cerca de 30
minutos. Se extrae y se separa el sobrenadante (162 mil). Sobre el precipitado
sedimentado, se agrega 125 ml de metanol y se agita durante 20 minutos. Luego se
filtra el precipitado gelatinoso en suspensién sobre vidrio sinterizado 3. Luego se lava la
torta gelatincsa obtenida color amarillo con 2 porciones de 83 ml de metanol. Se
escume y luego se seca el sdlido gelatinoso bajo presién reducida (2.7 kPa), a una
temperatura cercana a los 80°C. Después de 12 horas de secado, se obtiene 3.34 g de
heparina despolimerizada (éster de bencilo, sal de sodio). El rendimiento obtenido es
del 85.3%.

Saponificacion:

Se saponifica 1.67 g de heparina despolimerizada (éster de bencilo, sal de sodio)
anteriormente obtenida seg(n el procedimiento de saponificacién descrito en el ejemplo
1. Se obtiene 0.94 g de un polvo amarillo claro. El rendimiento en heparina
despolimerizada bruta (sal de sodio) es del 81%.

Purificacion:
Se purifica 0.94 g de heparina despolimerizada bruta (sal de sodio) anteriormente

obtenida segin el procedimiento de purificaciéon descrito en el ejemplo 1. Se obtiene
0.71 g de un polvo blanco. El rendimiento es del 75.5%.

vz
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La mezcla purificada de polisacéridos (sal de sodio) obtenida presenta las siguientes
caracteristicas:

Peso molecular promedio: 2.500 daltones
Actividad anti-Xa: 146.6 Ul/mg

Actividad anti-lla: 2.15 Ul/mg

Relacién actividad anti-Xa/actividad anti-lla: 68

EJEMPLO 3
Despolimerizacion y transformacién en sal de sodio:

En una matraz erlenmeyer A de 50 mi, se introduce 28 ml de diclorometano. Bajo
agitacion, se carga lentamente 4 g (0.00238 mol) de éster bencilico de heparina (tasa
de esterificacion: 77%, sal de benzetonio) obtenido segln el ejempio A. Deapués de
disolucién completa y enfriamiento a los 2°C, se agrega 0.333 g (0.00239 mol) de 1,5,7-
friazabiciclo[4.4.0]dec-5-eno. A una temperatura cercana a los 20°C, se continda la
reaccién durante cerca de 3 horas y 30 minutos. Mientras tanto, se prepara a los 4°C en
una matraz erlenmeyer B, una solucién de 12 g de acetato de sodio en 120 mi de
metanol. Bajo agitacibn magnética se cuela la mezcla de reaccion de la matraz
erlenmeyer A en la solucién metandlica de acetato de sodio. Aparece un precipitado
color amarillo. En este punto se detiene la agitacién y se deja decantar la suspension
durante 1 hora. Se exirae y se separa la parte limpida del sobrenadante (80 ml). Sobre
el precipitado sedimentado (con aspecto de papilla color amarillo), se agrega S0 mi de
metanol y se agita durante 20 minutos. Se deja sedimentar nuevamente el precipitado
durante cerca de 30 minutos. Se extrae y se separa el scbrenadante (61 ml). Sobre el
precipitado sedimentado, se agrega 50 mi de metano! y se agita durante 20 minutos.
Luego, se filtra el precipitado en suspension sobre vidrio sinterizado 4. Luego, se lava la
torta obtenida con 2 veces 25 ml de metanol. Luego, se escurre y se seca el sdlido
himedo bajo presion reducida (2.7 kPa), a una temperatura cercana a los 60°C.
Después de 12 horas de secado, se obtiene 1.19 g de heparina despolimerizada (éster
de bencilo, sal de sodio). El s6lido es de color amarillo intenso. El rendimiento obtenido
as del 75.9%.
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Saponificacién:

Se saponifica 1.19 g de heparina despolimerizada (éster de bencilo, sal de sodio)
anteriormente obtenida seglin el procedimiento de saponificacién descrito en el ejemplo
1. Se obtiene 0.78 g de un polvo color amarillo claro. El rendimiento en heparina
despolimerizada bruta (sal de sodio) es del 71.5%

Purificacion:

Se purifica 0.78 g de heparina despolimerizada bruta (sal de sodio) anteriormente
obtenida segtn el método de purificacién descrito en el ejemplo 1. Se obtiene 0.58 g de
un polvo blanco. El rendimiento es del 72.5%.

La mezcla purificada de polisacéridos (sal de sodio) obtenida presenta las siguientes
caracteristicas:

Peso molecular promedio: 2.700 daltones
Actividad anti-Xa: 100.1 Ul/mg

Actividad anti-lla: 3.3 Ul/mg

Relaci6n actividad anti-Xa/actividad anti-lla: 27.3

EJEMPLO 4
Despolimerizacién y transformacion en sal de sodio:

En una matriz erflenmeyer A de 50 mi, se introduce 28 mi de diclorometano. Bajo
agitacion, se carga lentamente 4 g (0.00238 mol) de éster benclilico de heparina (tasa
de esterificacion: 77%, sal de benzetonio) obtenido tal y como se describe en el ejemplo
A. Después de disolucién completa y a los 2°C, se agrega 0.08 ml (0.00222 mol) de 2-
tert-butilimino-tris(dimetilamino) fosforano. A una temperatura cercana a 0°C, se
continda la reaccion durante cerca de 3 horas y 30 minutos. Mientras tanto, se prepara
a los 4°C en una matraz erlenmeyer B, una solucién de 12 g de acetato de sodio en 120
mi de metanol. Bajo agitacion magnética, se cuela la mezcla de reaccion de la matraz
erlenmeyer A en la solucibn metandlica de acetato de sodio. Aparece un precipitado
color amarillo gelatinoso casi traslucido. En este punto se detiene la agitacion y se deja
decantar la suspensién durante 1 hora. Se extrae y se separa la parte limpida del
sobrenadante (108 mil). Sobre el precipitado sedimentado (con aspecto de papilla
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amarillenta), se agrega 50 ml de metanol y se agita durante 20 minutos. Se deja
sedimentar nuevamente el precipitado durante cerca de 30 minutos. Se extrae y se
separa el sobrenadante (60 mi). Sobre el precipitado sedimentado, se agrega 50 mi de
metanol y se agita durante 20 minutos. Luego se filtra el precipitado blanco amarillento
en suspension sobre vidrio sinterizado 4. Luego se lava la torta obtenida con 2 veces 25
mi de metanol se escurre y se seca el sdlido bajo presién reducida (2.7 kPa), a una
temperatura cercana a los 60°C. Después de 12 horas de secado, se obtiene 1.22 g de
heparina despolimerizada (éster de bencilo, sal de sodio). El rendimiento obtenido es
del 77.8%.

Saponificacion:

Se saponifica 1.22 g de heparina despolimerizada (éster de bencilo, sal de sodio)
anteriormente obtenida segtin el protocolo de saponificacién descrito en el ejemplo 1.
Se obtiene 0.69 g de un polvo color amarillo muy claro. El rendimiento en heparina
despolimerizada bruta (sal de sodio) es del 61.6%.

Purificacién:
Se purifica 0.68 g de heparina despolimerizada bruta (sal de sodio) anteriormente

obtenida segun el protocolo de purificacién descrito en el ejemplo 1. Se obtiene 0.67 g
d un polvo blanco. E! rendimiento es de 87.1%.

La mezcla purificada de polisacdridoa (sal de sodio) obtenida presenta las siguientes
caracteristicas:

Peso molecular promedio: 2.900 daltones
Actividad anti-Xa: 145.2 Ul/mg

Actividad anti-lla: 4.5 Ul/mg

Relacién actividad anti-Xa/actividad anti-lla: 32.6

EJEMPLO §

Despolimerizacion y transformacién en sal de sodio:

En una matraz A de 50 ml, se introduce 28 ml de diclorometano. Bajo agitacién, se
carga lentamente 4 g (0.00238 mol) de heparinato de bencilo (tasa de esterificacién:
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77%, sal de benzetonio). Después de disolucion completa y a 40°C, se agrega 0.85 g
(0.00948 mol) de imidazolato de sodio. Al reflujo del diclorometano, la reaccién sigue
durante cerca de 4 horas. Mientras tanto, se para a 4°C en una matraz erlenmeyer B,
una solucién de 12 g de acetato de sodio en 120 mi de metanol. Bajo agitacion
magnética, se cuela la mezcla de reaccion de la matraz erlenmeyer A en la solucién
metandlica de acetato de sodio. Aparece un precipitado gelatinoso casi traslticido color
amarillo. Luego, se detiene la agitacién y se deja decantar la suspension durante una
hora. Se exirae y se separa (88 mi) la parte limpida del sobrenadante color naranja.
Sobre el precipitado sedimentado (aspecto de papilla color naranja), se agrega 50 m! de
metanol y se agita durante 20 minutos. Se deja sedimentar nuevamente el precipitado
durante cerca de 30 minutos. Se extrae y se separa (51 ml) el sobrenadante. Sobre el
precipitado sedimentado, se agrega 50 ml de metanol y se agita durante 20 minutos.
Luego, se filtra el precipitado color naranja en suspension sobre vidrio sinterizado 4.
Luego se lava la toria obtenida con 2 veces 25 ml de metanol. Se escurre luego se seca
el sélido bajo presion reducida (2.7 kPa), a una temperatura cercana a los 60°C.
Después de secar durante 12 horas, se obtiene 1.34 g de heparina despolimerizada
(éster de bencilo, sal de sodio). El rendimiento obtenido es del 76.6%.

Saponificacion:

Se saponifica 1.2 g de heparina despolimerizada (éster de bencilo, sal de sodio)
anteriormente obtenida segin el protocolo de saponificacion descrito en el ejemplo 1.
Se obtiene 0.83 g de un polvo color beige. El rendimiento en heparina despolimerizada
bruta {sal de sodio) es del 52.5%.

Purificacion:

Se purifica 0.63 g de heparina despolimerizada bruta (sal de sodio) anteriormente
obtenida segin el método de purificacion descrito en el ejemplo 1. Se obtiene 0.42 g de
un polvo color blanco beige. El rendimiento es del 86.7%.

La mezcla purificada de polisacdridos (sal de sodio) obtenida presenta las siguientas
caracteristicas:

Peso molecular promedio: 2.250 daltones
Actividad anti-Xa: 134.5 Ul/mg
Actividad anti-fla: 1.5 U¥/mg

(3
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Relacién actividad anti-Xa/actividad anti-lla: 80.5

EJEMPLO 8

Despolimerizacién y transformacién en sal de sodio:

En una matraz erlenmeyer A de 50 ml, se introduce 28 ml de diclorometano. Bajo
agitacién, se carga lentamente 4 g (0.00238 mol) de éster bencilico de heparina (tasa
de esterificacién: 77%, sal de benzetonio) obtenidos tal y como se describe en el
ejemplo A, Después de disolucidn completa, se agrega 1.33 g (0.00858 mol) de 1,5,7-
triazabicicio[4.4.0)dec-5-eno. Se agita a una temperatura cercana a los 20°C durante 3
horas y 30 minutos. Mientras tanto, se prepara a 4°C en una matraz erlenmeyer B, una
solucién de 12 g de acetato de sodio en 120 ml de metanol. Bajo agitacién magnética,
se cuela la mezcla de reaccién de la matraz erlenmeyer A en la solucién metandlica de
acetato de sodio. Aparece un precipitado amarillo gelatinoso casi traslucido. En este
punto se detiene la agitacion y se deja decantar la suspension durante una hora. Se
exirae y se separa (56 ml) la parte limpida del sobrenadante. Sobre el precipitado
sedimentado (aspecto de papilla amarilla), se agrega 60 ml de metanol y se agita
durante 20 minutos. Se deja sedimentar nuevamente el precipitado durante cerca de 30
minutos. Se exirae y se separa (70 mi) el sobrenadante. Sobre el precipitado
sedimentado, se agrega 50 mi de metanol y se agita durante 15 minutos. Luego se filtra
el precipitado en suspensién sobre vidrio sinterizado 4. Luego se lava |a torta obtenida
color amarillo oro con 2 veces 50 mi de metanol. Se escurre luego se el sdlido
himedo bajo presién reducida (2.7 kPa), a una temperatura cercana a los 60°C.
Después de 12 horas de secado, se obtiene 0.82 g de heparina despolimerizada (éster
de bencilo, sal de sodio). El rendimiento obtenido es del 64%.

Saponificacién:

En una matraz erlenmeyer de 25 mi, se introduce 0.97 g (0.0014 mol) de heparina
despolimerizada (éster de bencilo, sal de sodio) obtenida anteriormente y 17.5 ml de
agua. Bajo agitacion magnética, se infroduce 0.38 ml (0.00379 mol) de legia de sosa al
30%. Después de adicién, se mantiene la mezcia a una temperatura cercana a los 20°C
Y se agita durante 5 horas. Se agrega 1.8 g de NaCl y se neutraliza la solucién
mediante adicién de HCI concentrado (volumen final de la solucién cerca de 18 mi). Se
transvasa la mezcla en una matraz erlenmeyer de 100 ml y se agrega 46 ml de metanol.
Se observa la formacién d un precipitado color amarillo. En este punto se detiene la

2%
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agitacion y se deja sedimentar la suspensién durante 12 horas a una temperatura
cercana a los 20°C. Luego se extrae y se separa 52 ml el sobrenadante. Sobre el
precipitado sedimentado (aspecto de papilla amarilla), se agrega 25 ml de metanol y se
agita durante 20 minutos. Se deja sedimentar nuevamente el precipitado durante cerca
de una hora. Se exitrae y se separa (27 ml) el sobrenadante. Sobre el precipitado
sedimentado, se agrega 25 ml de metanol y se agita durante cerca de una hora. {_uego
se filtra el precipitado en suspension sobre vidrio sinterizado 4. Luego se lava la torta
obtenida con 2 veces 10 ml de metanol. Luego se escurre y se seca el sélido humedo
bajo presién reducida (2.7 kPa), a una temperatura cercana a los 60°C después de
secar durante 3 horas, se obtiene 0.42 g de heparina despolimerizada bruta (sal de
sodio). El rendimiento obtenido es del 45.6%.

Purificacion:

En una matraz de 10 ml, se introduce 0.42 g de heparina despolimerizada bruta
obtenida anteriormente y 3.8 ml de agua destilada. Se lieva la mezcla a los 38°C bajo
agitacién magnética. Mediante adicién de sosa a 0.1 mol/l, se llevael pHentre 9y 10y
se agrega 25 microlitros de una solucibn acuosa de peroxido de hidrégeno al 30%.
Después de agitar durante cerca de 2 horas y 30 minutos, se agrega 0.5 g de cloruro de
sodio. Luego, se neutraliza la mezcla mediante adicién de HCI a 0.1 mol/l. Luego se
filtra y se transvasa la solucién en una matraz erlenmeyer de 25 ml. Se cuela 11.3 mi de
metanol. Se observa la formacién de un precipitado blanco. En este punto se detiene la
agitacion y se deja sedimentar la suspensién durante 12 horas a una temperatura
cercana a los 20°C. Luego se exirae y se separa (9.8 ml) el sobrenadants. Sobre el
precipitado sedimentado (aspecto de papilla), se agrega 5 ml de metanol y se agita
durante 15 minutos. Se deja sedimentar nuevamente el precipitado durante cerca de 3
horas. Se extrae y se separa (6.2 ml) el sobrenadante.

Sobre el precipitado sedimentado, se agrega 5 mi de metanol y se agita durante 20
minutos. Luego se filtra el precipitado en suspensién sobre vidrio sinterizado 3. Luego
se lava la torta blanca obtenida con 2 veces 5 ml de metanol. Se escurre luego se seca
el sdlido himedo bajo presion reducida (2.7 kPa), a una temperatura cercana a los
80°C. Después de cerca de 2 horas y 20 minutos de secado, se obtiene 0.39 g de
heparina despolimerizada pura (sal de sodio). El rendimiento obtenido es del 92.8%.

Las caracteristicas de la heparina despolimerizada asi obtenida son las siguientes:

¥?
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Peso molecular promedio: 1.950 daltones
Actividad anti-Xa: 115.6 Ul/mg

Actividad anti-lla: < 2 Ul/img

Relacidn actividad anti-Xa/actividad anti-lla: >57

EJEMPLO 7

Despolimerizacion y transformacién en sal de sodio:

En un reactor A de 400 mi, se intfroduce 140 ml de diclorometano. Bajo agitacion, se
carga lentamente 20 g (0.0119 mol) de éster bencllico de heparina (tasa de
esterificacién: 77%, sal de benzetonio) obtenido tal y como se describe en el ejemplo A
Después de disolucién completa, se mide el porcentaje en agua del medio de réaccion
mediante el método de Karl Fisher. El valor obtenido es de 0.1% de agua. Luego, se
agrega 3.5 ml (0.0121 mol) de 2-tert-butilimino-2-dietilamino-1,3-dimetil-perhidro-1,3,2-
diazafosforina. A una temperatura cercana a los 25°C, sigue la reaccién durante cerca
de 24 horas. Mientras tanto, se prepara a 4°C en una matraz erlenmeyer B, una
solucién de 30 g de acetato de sodio en 300 ml de metanol. Bajo agitacién magnética,
se cuela la mitad de la mezcla de reaccién del reactor A en la solucién metandlica de
acetato de sodio. Aparece un precipitado amarillo gelatinoso casi translicido. Se
mantiene la agitacién durante una hora y se deja decantar la suspension durante cerca
de 12 horas a 4°C. Se extrae y se separa (220 ml) la parte limpida del sobrenadante.
Sobre el precipitado sedimentado (aspecto de papilla amarilla), se agrega 220 ml de
metanol y se agita durante 50 minutos. Se deja sedimentar nuevamente el precipitado
durante cerca de 40 minutos. Se extrae y se separa (204 ml) el sobrenadante. Sobre el
precipitado sedimentado, se agrega 204 ml de metanol y se agita durante 40 minutos.
Luego se filtra el precipitado gelatinoso en suspension sobre vidrio sinterizado 3. Luego
se lava |a torta gelatinosa amarilla obtenida con 2 porciones de 100 ml de metanol. Se
escurre luego se seca el sdlido gelatinoso bajo presién reducida (2.7 kPa), a una
temperatura cercana a los 60°C. Después de cerca de 12 horas de secado, se obtiene
2.6 g de heparina despolimerizada (éster de bencilo, sal de sodio). El rendimiento
obtenido es del 70.6% (calculado sobre ia base de la mitad del medio de reacciéon
tratado).
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Saponificacion:

Se saponifica 2.6 g de heparina despolimerizada (éster de bencilo, sal de sodio)
anteriormente obtenida segtin el procedimiento de saponificacién descrito en el ejemplo
1. Se obtiene 1.48 g de un poivo color amarillo claro. El rendimiento en heparina
despolimerizada bruta (sal de sodio) es del 62.8%.

Purificacion:

En una matraz erflenmeyer de 50 mi, se introduce 1.48 g de heparina despolimerizada
bruta obtenida anteriormente y 15 ml de agua destilada. Se lleva la mezcla a los 40°C
bajo agitacién magnética. Mediante adicién de sosa a 1 mol/l, se lleva el pH entre 9 y
10. Se filtra la solucién sobre una membrana filtrante con una porosidad de 1 pm. Luego
se agrega 76 microlitros de una solucién acuosa de peréxido de hidrégeno al 30%.
Después de agitar durante cerca de 2 horas, se agrega 1.5 g de cloruro de sodio. Luego
se neutraliza la mezcla mediante la adicién de HCl a 1 mol/l. Se filtra la solucién sobre
una membrana filtrante con una porosidad de 1 pm. Se cuela 38 ml de metanol. Se
observa la formacién de un precipitado blanco. En este punto se detiene la agitacion y
se deja sedimentar la suspensién durante una hora a una temperatura cercana a los
20°C. Luego se extrae y se separa (37 ml) el sobrenadante. Sobre el precipitado, se
agrega 37 ml de metanol y se agita durante 45 minutos. Se deja sedimentar
nuevamente el precipitado durante cerca de 45 minutos. Se exirae y se separa (34 ml)
el sobrenadante. Sobre el precipitado sedimentado, se agrega 34 ml de metanol y se
agita durante 15 minutos. Luego, se filtra el precipitado en suspensitn sobre vidrio
sinterizado 3. Luego se lava la torta blanca obtenida con 2 veces 25 mi de metanol. Se
escurre luego se seca el sblido himedo bajo presion reducida (2.7 kPa) a una
temperatura cercana a los 60°C. Después de secar durante 12 horas, se obtiene 1.29 g
de heparina despolimerizada pura (sal de sodio). El rendimiento obtenido es del 87.2%.

La heparina despolimerizada purificada (sal de sodio) obtenida presenta las siguientes
caracteristicas:

Peso molecular promedio: 2.250 daltones
Actividad anti-Xa: 149.6 Ul/mg

Actividad anti-lla: 0.85 Ul/mg

Relacion actividad anti-Xa/actividad anti-lla: 176

X/
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REIVINDICACIONES

1 - Mezclas de polisacéridos sulfatados que poseen la estructura general de los
polisacdridos constitutivos de la heparina y que presentan las siguientes caracteristicas:

- tienen un peso molecular promedio de 1.500 a 3.000 daltones, una actividad anti-Xa
de 100 a 150 Ul/mg, una actividad anti-fla de 0 a 10 Ul/mg y una relaci6n actividad anti-
Xalactividad anti-lla superior a 10,

- los polisacéridos constitutivos de las mezclas contienen 2 a 26 motivos sacaridicos y
tienen un motivo acido glucurénico-4,5 insaturado 2-O-sulfato en uno de sus exiremos,

bajo la forma de una sal de metal alcalino o alcalinoterroso.

2 - Mezclas segun la reivindicacion 1 que se caracteriza en que la actividad anti-Xa estd
comprendida entre 125 y 150 Ul/mg

3 - Mezclas seg(in la reivindicacion 1 o 2 que se caracteriza en que la actividad anti-Xa
estd comprendida entre 140 y 150 Ul/mg y el peso molecular promedio estid
comprendido entre 2.000 y 3.000 daltones.

4 - Mezclas segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 bajo la forma de sal de sodio,
potasio, calcio o0 magnesio.

5 - Mezclas segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 con una actividad anti-lla de
0 a5 Ui/mg.

6 - Mezclas segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 que presentan una relacidn
actividad anti-Xa/actividad anti-lla superior a 25.

7 - Procedimiento de preparaciéon de las mezclas de la reivindicacién 1 que se
caracteriza en que se despolimeriza una sal de amonio cuatemario del éster benclilico
de heparina en medio orgénico, mediante una base orgdnica fuerte de pka superior a 20
o de imidazolato de sodio, fransforma la sal de amonio cuaternario del éster bencllico
de la heparina despolimerizada en sal de sodio, saponifica el éster y eventualmente
purifica el producto.

B
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8 - Procedimiento segin la reivindicacién 7 para el cual la sal de amonio cuaternario del
éster bencllico de heparina es la sal de benzetonio, cetilpiridinio o cetiltrimetilamonio.

9 - Procedimiento segin la reivindicacién 7 segin la cual la base orgénica fuerte de pka
superior a 20 se elige entre el 1,5,7-triazabiciclo[4.4.0}dec-5-eno, la 2-tert-butilimino-2-
dietilamino-1,3-dimetilperhidro-1,3,2-diazafosforina, las bases de la familia de la
guanidina y de los fosfazenos.

10 - Procedimiento segun la reivindicacién 8 segin el cual las bases de la familia de los
guanidinas son aquellas de férmula:

. R1
Nl’
R 3

en |a cual R, es hidrégeno o alquilo, Rz, Ry, R4 ¥ Rs idénticos o diferentes representan
cada uno un radical alquilo, teniendo los radicales alquilo 1 a 8 dtomos de carbono en
cadena alineada o ramificada.

11 - Procedimiento segtn la reivindicacién 10 para el cual R; es hidrégeno y R>, R;, Rs y
Rs son radicales metilo.

12 - Procedimiento segun la reivindicacién 8 segn el cual las bases de Ia familia de los
fosfazenos son aquellas de formula:

£n la cual los radicales Ry a Ry son idénticos o diferentes y representan radicales
alquilo que contienen de 1 a 6 4tomos de carbono en cadena alineada o ramificada.
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13 - Procedimiento segln cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12 segin el cual la.

relacién en mol base orgénica fuerte de pka superior a 20 o imidazolato de sodio/sal de
amonio cuaternario del éster bencfilico de heparina estd comprendido entre 0.2 y 5.

14 - Procedimiento seglin cualquiera de las reivindicaciones 7 a 13 para el cual la sal de
amonio cuatemnario del éster benclilico de la heparina tiene una tasa de esterificacion
comprendida entre el 50 y 100%.

15 - Procedimiento segln cualquiera de las reivindicaciones 7 a 14 para el cual la
transformacion de la sal de amonio cuatemario del éster bencilico de la heparina
despolimerizada en sal de sodio se efectia mediante tratamiento del medio de reacciéon
con una solucién alcohdlica de acetato de sodio.

16 - Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 15 para el cual la
saponificacion se efectiia por medio de un hidrdxido de metal alcalino.

17 - Procedimiento seguin cualquiera de las reivindicaciones 7 a 18 para el cual la
purificacién se efectia por medio de peréxido de hidrégeno.

18 - Mezclas tales y como definidas en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 a titulo
de medicamentos.

19 - Mezclas tales y como definidas en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 a titulo
de medicamentos antitrombdticos.

20 - Composiciones farmacéuticas que contienen como principio activo una mezcla
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

7
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M, o Povrle M‘mm: : a-%&gm@‘ (3)/Yo (nosotros), abajo firmado (3) Az
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ELIER, tBa. 832;

a. : FERREROD, .t::.
LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555; domicljlades
en la ra 4* N* 72-35, Bogoti. Colombla, en obedeclmiento a
lo dispuesto en ol parigrafo 1° del Articulo 583 del Cédigo de
Comerclo, el primero come priacipal y los demis come
suplentes, ¢n su orden, come mis (nuestros) representantes en
todos los asuntos de propiedad Industrial con facultad
recibir notificaciones 'y nombrar apoderades judiciales o
extrafudiciales. El primer representante suplente reemplazark al
prl.nclrd en caso de ausencia o impedimentc lemporal o
deflnitivo de aquél. La misma regla se aplicari cusnde «l
stgundo representante suplente haya de resmplazar al primero,
o el tercero al segundo. En tales casos, ‘el representante
principal, o el primero, o segundo suplente, en su caso, 0 ambos,
declararin su Intencién de no ejercer la representacién
medlante declaracidn autenticada por Notario Piblico en
Colombia, 0 por Notarle u otro Funcionario Piiblico. o Cénsul
de Colombla, en el extranjero; v si se tratare de Impedimento,
con el certificado respectivo. Si alguno de los nombrados faltare
definltivaments, ¢l siguiente tomari su lugar. Cuando cesare la
susenciz o Impedimento del representante prindpal, o de su
primero o segundo suplentes, en su caso, podran ejercer la
representaclén, en su orden, uno u otros segin el caso,
asumiéndola por ¢l solo hecho de ejercerla, cesando en ese
momento el ejercicio de la representacién por el primero,
segundo o tercer suplente en su caso.

Ademis, confiero (conferimos) poder a los abogados arriba
nambradaa, a obtener la proteccion de mi (nuestra)
propledad industrial ¥ contra la competencia desleal, a cuyo
efecto autorizo (amos) a los dichos apoderados para que me
(nos) représenten ante cualesquiera entidades o personas,
ejerzan o no jurisdicclén, especialmente ante las del orden
administyativo, contenciosc-administrative v judiclal, asi como
los tribunales de arbitramento. en todo lo concerniente a los
sigulentes asuntos: a) Obtencién de patentes de invencidn,
modelos de utilidad y disefos industriales; el registro de marcas
de fibrica, colectivas, defensivas, de servicio, lemas comerclales,
nombres comerciales, ensefas; v denominaciones de origen; su
renovacion, traspaso, cambin de nombre o domicllio,
cancelacldn voluntaria; y el reglatro de licencias de uso de e103
- derechos; b) Las neciones de compatencia dusteal, proteccién dal
consumidor, oposicién, cancelacion administrativa y judlelal,
nulldad, medidas cautelares. concesién de licencias, la hutela, la
proteccidn de secretos industriales, y en general los juicios
civiles, penales, administrativos o contencicsc-administrativos
relaclonsdoa con estos derechos; acciones y procesos gue
PrOMOVAIOS © 8¢ NOS promusvan. Y para gue en todos

asuntos arriba determinados, puedan sustitulr este mandato,
ttmlEl:, concilinr, admitiz los hechos del proceso, desiatir,
caﬁmi.‘ , reclbls, renunciar, y ratificar los actos de agentes
oficlosos.

Je soussigné M Houst Pomm ERy

Notaire 3 Paris Signé le/Dado y firmado hoy __31 octobrs 2000 |

Coriific matérioliement

ar cet Instrument dﬁcl,gne A GERMAN CAVELIER, lgl- a3;

NZALO PERDOMO. tpa. 831; EMILIO FERREROD, tpa.
31929; ¢t LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23553; domliclliés )
Bogota, Colomble, Carrera 4* N° 72-35, conformément au
paragraphe | de I'Article 543 du Code de Commaerce, le premier
comme principal et les autres comme suppléunts, dans leur
ordre, comme (mes) (nos) représentants dans toutes lea affaires
concernant la propriété industrielle ayant la faculté de recevoir
les notifications et de nommer des mandataires judiclaires ou
extrajudiclaires, Le Inmllr représentant suppléant remplacera
le ipal en cas d’sbsence ou d'empechement temporsire ou
définltlf de celul<i. La meme rigle sera appliquée quand il
faudra que le deuxidme représentant suppleant remplace le
premier, ou le troisitme au dewdime. Dans ces cas, e
représentant principal, ou lé‘premier ou le deuxdéme suppléant
dans leur cas, ou les deux, declareront leur intention de ne pas
exercer la reprisentantion moyennant déclaration par devant
Notaire Public en Colomble, ou par devant Notaire ou tout
autre Fonctionnaire Public ou Consul de la Colombie a
Fitranger; et ¢il s"aggisait d'empechemant, avec le certificat
respectil. 5i un des nommés venait h manquas défininitivement,
le sulvant prervira sa place. Quand 'absence ou I'empechement
du représentant principal, ou de son premier ou second
supléant dans leur cas, aura cessd, ils pourront exercer leur
représentantion dans leur ordre, I'un ou les sutres, sulvant le
cas, 'assusant par le seul fait de Vexercer, cessant i ce
moment-1a Fexercice de la reprisentation par le premiler,
deuxitme ou troisiéme suppléant dans leur cas.

Par ailleurs je (nous) octroi (octroyons) povouir aux svocars
cl-avant mentionis pour obtenir la protection de ma (noire)
propriété industrielle et contre la concurrence délovale; k cet
effet, autorisetons) les dils fondés de ‘pouvoic 3 me (aous)
meprisenter devant toutes entitéa ou personnes, avec ou sans
jurisdiction; particuilbrement devant celies de Yondre
administratil, contentieux-adminlstratif et judiclaire, ainsi que
devant les Tribunaux d' Arbitrage, pour tout e qui concerne les
affaires suivantes: a)lI’obtention de brevets d'invention,
modiles d'utilité, dessins industriels; le dé;mt de marques de
fabrique, collactives, défensives, de service, slogans, noms
commerciaux, enseignes, st denominations d'origine; leur
renouvellement, transfert, changement de nomv ou domicile,
radliation volontaire, et I'enregistrement des contrais de lcence;
b} les actions de concurrence déloyale, protection du
conscmmatey;. opposition, radiation administrative ou
judiciaire, annulation, contrefagon, licences, la tutelle,
rotection des secrets industriels, et les procks civils, pénaux,
administratifs ou contentleux-administratifs ayant trait 3 ces
droits; actions et procts établls par moi (nous) ou contre moi
{nous); et ¢ afin que pour toutes les questions mentionnées
ci-dessus, ils puisaent substituer ce pouvolr, transiger, concilier,
admettre les faits du procés, rencncer. et ratifier les actes dus
agen:s officieux ou personnes sans mandat. .

~Aventis Pharma S.A,

le zignzicre de

Fondé de Pauvoir

Hedome Mogal LE PENNES  4/en Antany

Apposée suf [2 présent document

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODERE-6 (MINUTA N7 12.1.1.3.2.0)
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' CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA
PARIS, FRANCIA

No. 4576
Paris, Noviembre 30 de 2000

El suscrito Cénsul General de Colombia en Paris, vistos los documentos presentados por
los interesados,

CERTIFICA:

Que el sefior Richard REQUENA, quien constaté que la autenticacién de la firma del
signatario del poder precedente fue efectuada de conformidad con la ley francesa, ejercia en
la fecha las funciones de Adjunto Administrativo de Ia Administracién Central de la
Direccién de los Franceses en el Exterior y de los Extrnnjeros en Eancm del
Ministerio de Asnntos Exteriores de Francia, y que su firma Ct:imspo&de inn la
registrada en este Consulado;

l' o de
- '.'. P 3" —'.n-
"7"

Que la compaiiia AVENTIS PHARMA S.A. es una sociedad constituida de acuei'do cﬁ‘lﬁas
leyes de la Repiiblica Francesa y que cumple con su objeto conforme a las mlsmas.
3
Que la sefiora Magali LE PENNEC quien en su calldnd de Apoderada dgla cztada
compatiia otorga el poder precedente esté legal y expresamente facultada para haderlo. ]

'-J.—I-

El Cénsul General no asume responsabilidad alguna por el contenido del documento.

J 5%,

C‘o.
i~ (G' ) o
\ % i I,
l. F } '-“‘..E
"- .‘7 4’- 2 .E._-:"E
Alejandro Borda Apojas IS . ES
6nsul General —"e M - . . ‘

Pagado Impuesto de Timbre por valor de USS7 00 (SI.ETE DOLAR.ES DE LOS’ESTADOS
UNIDOS DE AMERICA) - -
Pagados Derechos Consulares por valor de USSIS (QUINCE DOLARES DE LOS
ESTADOS UNIDOS DE AMERICA) .

Total: USS22 (VEINTIDOS DOLARES DE LOS ES
AMERICA).

12. RUE DE BERR] - 73008 PARIS - TEL. : O1 33 83 81 91 - TELEFAX : Ol 42 89 92 92
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TRADUCCION OFICIAL No. 264/00 DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN
FRANCES, EL CUAL PARA SU IDENTIFICACION SE SELLA CON EL SELLO DEL
TRADUCTOR. ESTA ES UNA TRADUCCION OFICIAL EFECTUADA EL DIA 14 DE
DICIEMBRE DEL ARO 2000 POR JEAN-JACQUES TURPIN, C.E.: 193849 DE
BOGOTA, TRADUCTOR OFICIAL SEGUN RESOLUCION No. 2680/91 DEL 19 DE
DICIEMBRE DE 1991, EXPEDIDA POR EL MINISTERIO DE JUSTICIA DE
COLOMBIA.

Autenticaciones que se hallan a continuacion de un documento de representacién y
poder conferido en francés y en espafiol por AVENTIS PHARMA S.A. domiciliada en
Antony, Francia, y otorgado a los Doctores Germén Cavelier TPA 832, Gonzalo
Perdomo TPA 831, Emilio Ferrero TPA 31929 y Luz Clemengia de Paez, TPA 23555,
todos domiciliados en Bogota, Colombia, Carrera 4 No 72-35.

Dado en Antony, el 31 de octubre del 2000. Firma ilegible de Magaif LE PENNEC.
Sello: AVENTIS PHARMA S.A. Apoaerada.

Legalizacion de la firma Magali LE PENNEC por el Sefior Hervé Pommery, Notario
en Paris. Firma del Notario.

Sello seco: Hervé Pommery — Notario asociado en Paris — Corte de apelacién —

Repulblica Francesa.

bajo el No.018302 - Repuiblica Francesa 010.

47
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" ANEXO EN ESPANOL

Certificacién, por parte del Consulado General de Colombia en Paris, Francia,
No.45786, del 30 de noviembre del afio 2000, de ia firma de Richard Requena quien
desempenia las funciones de Adjunto Administrativo de la Administracién Central de
la Direccién de los Franceses en el Exterior y de los Extranjeros en Francia del
Ministerio de Asuntos Exteriores -de Francia. Ademds, certifica la existencia y
representacion de la compafila AVENTIS PHARMA S.A. y certifica que la Sefiora
Magall LE PENNEC desempefia el cargo de Apoderada de dicha compafila y estd
facultada legal y expresamente para conferir el presente poder. Sello del Consulado
General de Colombia en Paris. Paggdo el impuesto de timbre por valor de veintidds

délares (US$22.00). Sello y firma del Cénsul General, Alejandro Borda Rojas.

Legalizaciéon de la firma de Alejandro Borda Rojas por el Ministerio de Relaciones
Exteriores en Bogota No. 608553 del 12 de diciembre del afio 2000. Firma y sello del

Jefe de legalizaciones.

Es fraduccion fiel y completa de-;la"cu;l se deja copia en los archivos de esta oficina

para confrontacion y a la cual me

Traduccion oficial No. 264/00. - indxcin Oficiel Nn‘?é-‘;/ﬂ

Colo: 12457-801-001-7 '"mus"'“' = oam

Traductor: Jean-Jacques Turpin.
Santafé de Bogot4, D.C., 14 de diciembre del afio 2000.
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. ' ABOGADOS
) EDIFICIO SISKI
WES SITE: m.cavelier-abopdm.cnm CARRERA 4 No. 72- 15 TELEFONQ: (37) (1) 347-3611
E-MAIL: uvell.fecolomnt.net.m POCOTA 8, COLOMBIA TELEFAN: (37) 112 217-9211 (57)11)310-49585

Seflor Jefe de la

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Superintendencia de Industria y Comercio
E. S. D.

Poderdante :AVENTIS FHARMA S.A.

Poder conferido el: 31-10-2000

Yo, GERMAN CAVELIER, obrando en mi calidad de apoderado
principal del poderdante arriba mencionado, atentamente
manifiesto a Usted que sustituyo ei poder que me ha sido
conferido en la persona del doctor EMILIO FERRERO, Abogado con
Tarjeta Profesional No. 31.929; con todas las facultades que me
fueron conferidas.

Hago la anterior sustitucién conforme al articulo 66 del
c6digo de Procedimiento Civil ya que los otros sustitutos
faltan en este momento.

Sefior Jefe, * .

(,\ O

' GERMAN CAVELIER
““r.P.A. No. 832
C.C. No. 2.877.924 de Bogotd

EMILIJO FERRERO
T.P.A. N° 31.929
C.C. No. 438.019 de Usaquén

2e-780-2
NI T. 860.041.367-1
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REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE

PATENTE DE INVENCION \( MODELO DE UTILY //

+ Indicacidn de que se soliciia la de una patents.

- Datos de identificacién del pervona que se prosenta la soliciiud. ( ,
' peién de s Invenclén, /‘

. de ser estos pertinentes.

: Mpmbnhde?qodelaham

SOMPLETA () INCOMPLETA ( )
JISERO INDUSTRIAL ( )

- Indicacién de que se solicita ol registro de Disefio Industrial ( )
- Datos de Identificacién del solicitants o de la personaquepresenta ( )
la solicitud.

: Reprasentacién grifica y fotogrifica del Disefio Industrial o muestra del

Material que Incorpora ol disafio. ()
Comprobante de pago de las tasas establecidas ()
COMPLETA () INCOMPLETA ()

asnﬁmnemmno ()

Indicacién de que solicita el registro de un Esquema de trazado. ()
Datos de identificacién def solcitants o dolapmnlquepmonh
La soficitud. ()
Representacion grifica del esquema de trazado ( )
(:ompmbanhdepugodﬂutaas biscidas. ()
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