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Fecha solicitud: 20 de enero de 2003

1. Yo, Emilio FERRERO, obrando como apoderado del solicitante en el
asunto antes identificado me refiero al oficio No. 7020 notificado por

fijacién en lista del 30 de mayo de 2008.

2. Mediante oficio No. 7020 se puso en conocimiento del solicitante el
informe que contiene las observaciones hechas por su Despacho sobre la
presente solicitud de patente. Atiendo a las observacicnes de la manera

siguiente:

2.1 Descripcidn

De acuerdo con el Examinador, dentro de la descripcidn no se presentan
los estudios y resultados comparativos de 1la invencidén donde se
evidencian las ventajas o el salto tecnoldégico de los compuestos con
respecto al estado de la técnica y/o la mejora en los niveles de

actividad.

Adicionalmente se menciona que exigte falta de claridad por cuanto en

la p&dgina 2 se hace referencia a “mezclas de oligosacéridos” mientras
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que al inicio de la descripcién se indica que la invencién esta

relacionada con “mezclas de polisacaridos”.

2.2 Andlisis de patentabilidad

En este segundo oficio, el Examinador cité nuevamente los documentos
D1: EP0027089 y D2: EP0040144 argumentando carencia de nivel inventivo

para las reivindicaciones 1 a 6 y 19.

El Examinador entonces expone los mismos argumentos presentados para el
primer oficio, excepto para el procedimiento: “Se reconoce el nivel
inventivo del procedimiento reivindicado puesto que como recalca en su
respuesta el solicitante utiliza diferentes bases en 1la etapa de
despolimerizacién lo cual resulta en propiedades bioldgicas especificas

para las mezclas reivindicadas”.

De esta manera todavia se considera que la tUnica diferencia de la
presente solicitud con respecto a D2, es que en este Ultimo no se esta
mencionando la actividad anti-IIa de la mezcla y que al unirse los
conocimientos proporcionados por D1 y D2 ya se conocian las mezclas
reivindicadas como agentes antitrombdticos con las mismas
caracteristicas y los mismos objetivos o ventajas. El Examinador
considera que “una persona conocedora o versada en la materia se veria
motivada a utilizar dichas enseflanzas para llegar a lo presentado por

la solicitud”.
3. Con el fin de subsanar las objeciones presentadas por su Despacho,
me permito presentar las siguientes modificaciones, aclaraciones vy

comentarios:

3.1 Descripcidn

En relacién con la primera objeciédn del capitulo descriptivo, se
solicita atentamente tener en cuenta los ejemplos comparativos que se

mencionan en el numeral de respuesta a la objecidén del nivel inventivo.
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Por otra parte, se ha modificado el término “oligosacdridos” de la
padgina 2 de la descripcién por el de “polisacaridos” de manera que no
exista falta de claridad. Esto con base en el articulo 34 de la

Decisidén 486 en el que se establece:

“gl solicitante de una patente podrd pedir que se modifique la solicitud
en cualquier momento del trdmite. La modificacién no podrd implicar una
ampliacién de la proteccién que corresponderia a la divulgacidn
contenida en la solicitud inicial. De cualquier manera podrd pedir la

correccién de cualquier error material”.

De esta manera quedarian superadas las objeciones presentadas para la

descripcidén de la presente solicitud.

3.2 Nivel inventivo

De acuerdo con el Manual Andino de Patentes: “La pregunta es (qué
problema resuelven las diferencias técnicas entre la invencidén y el
estado de la técnica mas cercano?. Dichas diferencias, en términos de
caracteristicas técnicas, entre la invencién y el estado de la técnica
mids cercano representan la solucién al problema técnico en cuestién.
(...) La pregunta a contestar es si teniendo en cuenta el estado de la
técnica en su conjunto existe alguna indicacién que lleve a la persona
versada en la materia a modificar o adaptar el estado de la técnica mas
cercano para resolver el problema técnico, de tal forma que llegue a un
resultado que estuviera incluido en el tenor de la(s)

reivindicacidén(es)”.

Ahora bien, se desea manifestar respetuosamente que el Examinador ha
malinterpretado el objetivo de la presente invencidén y los contenidos
de los documentos citados D1 y D2. De acuerdo con esto, desarrollaremos
a continuacién un andlisis que indica con mayor claridad por qué la
presente invencién no carece de nivel inventivo a la luz de los

documentos D1 y D2.
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3.2.1 La presente invencién

Tal como se define en la presente reivindicacién 1, la invencidén esta
relacionada con mezclas de polisacdridos sulfatados que poseen la
estructura general de los polisacaridos constitutivos de la heparina y

que presentan las siguientes caracteristicas fisicas y bioldgicas:

¢ Caracteristicas fisicoquimicas:
- peso molecular promedio: 1500-3000 Da,
- 2 a 26 unidades de sacaridos
- un &cido urdnico 2-0 sulfato en uno de los extremos
e Caracteristicas biolégigaé:
-un anti-factor de actividad Xa (llamado de aqui en adelante
actividad “anti-Xa”): 100-150 UI/mg
- un anti-factor de actividad IIa (llamado de aqui en adelante
actividad (anti-IIa): 0-10 UI/mg

- Relacién de actividades anti-Xa/anti-IIa: >10

El objetivo de la presente invencién es obtener mezclas de
polisacdridos que poseen mayor actividad selectiva hacia el factor X
activado (factor Xa) y el factor II activado (factor IIa) con respecto
a la heparina (Ver descripcidn, quinto parrafo). Las mezclas ,tal como
son definidas en la reivindicacién 1, con una actividad anti-Xa de 100-
150 UI/mg y una actividad anti-IIa inferior a 10 UI/mg, de manera que

poseen una alta proporcién anti-Xa/anti-IIa, consiguen este objetivo.

3.2.2 Fundamentos sobre mezclas de heparina de bajo peso molecular y

la importancia de los procedimientos utilizados para su obtencién

Para iniciar, algunos fundamentos sobre mezclas de heparina de bajo
peso molecular, serdn de utilidad para comprender mejor la presente

invencién, D1 y D2.



(56

CAVELIER
ABOGADOS
De hecho, mezclas de heparina de bajo peso molecular obtenidas por la

despolimerizacién de la heparina son mezclas muy complejas. Estas estéan
compuestas por cientos de especies de oligosacéridos, obtenidos por la
divisién de la mezcla nativa de heparina, la cual por si misma es una
mezcla heterogénea de cadenas de polisacdridos. En vista de la
complejidad de dichas mezclas, varios criterios deben ser tenidos en
cuenta a la hora definirlos: no sblo criterios fisicos (tal como el
peso molecular promedio), sino también las propiedades biolbgicas
(actividades anti-Xa y anti-IIa) son necesarias para definir las

mezclas.

El proceso de obtencién de las mezclas también es un factor
determinante, dado que el proceso utilizado para la despolimerizacidn
de la heparina y la base utilizada en la misma, influencian cémo las

cadenas de polisacadridos serdn fragmentadas en segmentos mds cortos.

Esta correlacién entre el producto final y el proceso de
despolimerizacidén se encuentra bien establecida en el campo de las
heparinas y las heparinas de bajo peso molecular (LMW por sus siglas en
inglés), a manera de ejemplo, como se describe en J. Med. Chem.,
1990(33), paginas 1639-1645 y del cual se presenta una copia junto con
este memorial. Ver en particular enila padgina 1643, segundo parrafc de
la columna derecha: “... heparinas éomerciales de bajo pesoc molecular
(LMW) no son guimicamente equivalentés. Las diferencias son en primera
Iinstancia, el resultado de los brocesos quimicos o© enzimdticos
utilizados en su despolimerizacidn. Lé no-equivalencia quimica de estas
preparaciones se ve reflejada en diferentes pesos moleculares, los
grados de sulfatacién y los mapas oligosacdridos. Estas propiedades
fisicoquimicas alteradas afectan las éctividades anticoagulantes de las
heparinas de bajo peso molecular (LMW) , haciéndolas bio-

inequivalentes”.

Las composiciones de acuerdo con la invencién han sido preparadas por

medio de un proceso muy especifico que comprende:

¢ Esterificacidén de la heparina (éster bencilico de heparina)
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e Y luego la despolimerizacién de una sal cuaternaria de este éster
bencilico de heparina, utilizdndose una base orgdnica fuerte tal
como se define en la presente reivindicacién 7 (Ver la
descripcién, pagina 2 Ultimo parrafo a pégina 4 primer parrafo y

pagina 4 desde el pendltimo parrafo a padgina 5 segundo parrafo).

Cualquier cambio en el proceso para la obtencién de las mezclas de
polisaciridos, induce una alta probabilidad de obtener mezclas de
polisacdridos con propiedades fisicoquimicas y biolégicas fuera del

objetivo de la presente solicitud de patente.
3.2.3 Comparacién de la presente invencién versus D1 y D2

En primer lugar se desea poner de presente de manera respetuosa, que no
estamos de acuerdo cuando el Examinador afirma que “la lnica diferencia
con D2 es que este documento no menciona la actividad anti-IIa de la
mezcla”. De hecho, la tabla comparativa realizada por el Examinador
entre la presente invencién y el arte previo presenta errores que
mencionaremos y adicionalmente demostraremos a continuacién que la
presente invencién no se deriva de la combinacién de las ensefianzas de

Dl y D2.

En particular, ni en D1 ni en D2 existe una descripcién de mezclas de
polisacaridos sulfatados que posean, al mismo tiempo, un peso molecular
promedio comprendido entre 1500 y 3000 Da, una actividad anti-Xa de
100-150 UI/mg y una actividad anti-IIa de 0-10 UI/mg, tal como sera

demostrado en el analisis detallado a continuacién.

3.2.3.1 Documento D1 (EP 0 027 089 Al)

Caracteristicas fisicoquimicas y biolégicas de los productos de D1

- Actividad Anti-Xa

D1 describe oligosacéridos y fracciones que los contienen y que poseen
una alta actividad anti-Xa y una muy baja actividad anticoagulante

global (padgina 4, lineas 5 a 8 y pagina 5, lineas 16 a 18).



!

CAVELIER

ABOGADOS

La actividad anti-Xa de las fracciones de oligosacédridos y de los
oligosacdridos en D1 es preferiblemente mayor que la de la heparina
(pdgina 5, lineas 16-17 y pdgina 8, lineas 2 a 5). En el ejemplo 1, la
actividad anti-Xa de la heparina es dada como 150 UI/mg (padgina 20,
linea 15): D1 entonces se relaciona con fracciones de oligosacaridos y

oligosacaridos que poseen una actividad anti-Xa mayor a 150UI/mg. En la

padgina 8, lineas 5 a 6, se especifica ademis que la actividad anti-Xa
de las fracciones de oligosacidridos y de los oligosacdridos puede ser
10 veces mayor que la de la heparina, con valores que alcanzan los 2000

UI/mg (padgina 8, lineas 10 a 11).

Por el contrario, la presente invencién reivindica mezclas con una

actividad anti-Xa de 100 a 150 UI/mg.

- Actividad anti-IIa

D1 no menciona la actividad anti-IIa.

Por el contrario, la presente invencidén reivindica mezclas con una

actividad anti-IIa de 0 a 10 UI/mg.

- Peso molecular promedio, nimero de unidades de sacarido

D1 no menciona el rango de peso molecular promedio de las fracciones de
oligosacéridos; sélo se menciona que los fragmentos obtenidos después
de la despolimerizacién de la heparina contienen no mis de 8 unidades

de sacaridos (pagina 4, lineas 32 a 35 y pégina 6, lineas 1 a 10).

Por el contrario, la presente invencidén reivindica mezclas con un peso
molecular promedio de 1500-3000 Da y en donde los polisacaridos que

constituyen las mezclas contienen de 2 a 26 unidades de sacaridos.

Proceso de obtencidén de los productos de acuerdo con D1
En D1, las fracciones de oligosaciridos se obtienen por el siguiente
proceso (padgina 4, linea 23 a pagina 5, linea 13):

- Despolimerizacién de la heparina o de fracciones heparinicas
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- Tratamiento de la mezcla de despolimerizacidén para separar por lo
menos la mayor parte de las cadenas de oligosacédridos por (a) poner
en contacto la mezcla de despolimerizacién con ATIII, (b) eliminar
los productos no seleccionados, y (c) recuperar los productos

seleccionados.

Contrario al proceso utilizado en la presente invencidén, en Dl no
existe el paso de esterificacién de 1la heparina antes de su
despolimerizacidn. Adicionalmente, en D1 la despolimerizacién de la
heparina es 1lleva a cabo también quimicamente por &cido nitroso
(columna 3, linea 52 y ejemplo 1), la cual no es una base que hace
parte de la familia de aquella utilizada en la presente invencidn (ver
presente reivindicacién 7), o por un proceso enzimidtico (pégina 6,

linea 22 y ejemplos 2 y 3).

Ademas, con el objeto de obtenerse oligosacédridos y fracciones que los
contienen con las deseadas propiedades antitrombéticas, en D1 la mezcla

de despolimerizacién es sometida a pasos de fraccionamiento para

separar selectivamente los oligosaciridos que tienen cadenas cortas

(pdgina 5, lineas 3 a 13 y 19 a 38). Para este fin, se utiliza la

‘cromatografia de afinidad, opcionalmente antes de la separacidn por

permeacidén en gel (pagina 7, lineas 4 a 22).

- Esto es ilustrado en el ejemplo 1 de D1: la despolimerizacién de
la heparina con &cido nitroso genera una mezcla dque posee
actividad anti-Xa de 7 UI/mg (pégina 20, linea 29), que luego es
sometida a cromatografia ATIII para recuperar una mezcla de
polisacadridos que poseen una actividad anti-Xa de 1600 UI/mg

(padgina 21, linea 16). Con peso molecular heterogéneo (padgina 21,

lineas 17 a 19). La mezcla es luego sometida a filtracién en gel
para separar los oligosacédridos especificos que constituyen la
mezcla. '

- De manera similar en el ejémplo 2, la despolimerizacidn
enzimdtica de 1la heparina es luego seguida por un paso de

fraccionamiento y por cromatografia de afinidad, de manera que se
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recupera una fraccién con una actividad anti-Xa de 1400 UI/mg
(pdgina 25, linea 24).

- De manera similar también en el ejemplo 3, la despolimerizacidn
enzimatica de la heparina es seguida por cromatografia de
afinidad para recuperar una fraccién con una actividad anti-Xa de
800 UI/mg (pagina 28, linea 24) y luego es sometida a filtracién
en gel para recuperar algunas fracciones con actividades anti-Xa

respectivas de 1200, 930, 200, y 330 UI/mg (tabla de la pagina

30) .

Por lo tanto, en D1, los compuestos con una afinidad especifica ATIII
(y por ello con una alta actividad anti-Xa) son aislados de la mezcla
cruda obtenida tras el paso de despolimerizacidén. Por el contrario, las
mezclas de polisacaridos de acuerdo con la presente invencién son el
resultado directo de un proceso especifico, utilizadndose una base
completamente diferente en el paso clave de despolimerizacidén, sin
necesidad de proceder a una separacién de cromatografia adicional para

los componentes activos.

Tal como se menciond anteriormente, diferentes procesos para obtener
heparinas de bajo peso molecular conllevan a la obtencidén de productos
diferentes. En la presente invencidén, las mezclas de polisacaridos de
bajo peso molecular con las propiedades deseadas son obtenidas
directamente después del paso de despolimerizacidn, sin necesidad de
fraccionar las cadenas de oligosacdridos obtenidas después de la
despolimerizacién, mientras que en D1, el paso de despolimerizacidn
genera una mezcla con baja actividad anti-Xa, que debe ser sometida a
una cromatografia de afinidad para seleccionar a partir de alli las
fracciones de oligosacdridos especificos con muy altas actividades

anti-Xa.

Conclusién sobre D1
Hemos entonces demostradec que, comparado con los productos descritos en

D1, las mezclas de polisacdridos de acuerdo con la invencidn:

160
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- tienen diferentes propiedades fisicoquimicas (en particular la
distribucién del peso molecular promedio de las mezclas),

- tienen diferentes propiedades biolégicas (actividades anti-Xa y
anti-IIa),

- no estédn purificadas/isoladas por cromatografia,

Un técnico versado en la materia, en vista de las ensefianzas de D1, no
habria derivado de manera obvia la presente invencién, dado que los
problemas técnicos a solucionar y las soluciones descritas son

completamente diferentes.

3.2.3.1 Documento D2 (EP 0 040 144 Al)

Caracteristicas fisicoquimicas y biolégicas de los productos de D2
En D2, tres categorias de mezclas son definidas en la tabla A (p&gina

5).
El peso molecular de los productos de la categoria III se superpone
parcialmente con el rango de peso molecular de las mezclas de acuerdo

con la presente invencién (Ver padgina 5, lineas 18 a 19: 2000-7000 Da).

Para aquellos productos de la categoria III la actividad anti-Xa es de

80 a 250 UI/mg (padgina 5, linea 23).

La actividad A.P.T.T. de los productos también es descrita en la tabla
A (ver pagina 5). Tal actividad se correlaciona con la actividad anti-
IIa (ver pagina 2, lineas 1 a 5, en donde 1la actividad A.P.T.T.
mencionada para la heparina es de la misma magnitud que su actividad
anti-IIa, siendo bien conocido que la heparina tiene una proporcién de
actividades anti-Xa/anti-IIa alrededor de 1). De acuerdo con esto,
inmediatamente se indica que ios productos de la categoria III en la

tabla A presentan una actividad anti-IIa de 10 a 80 UI/mg. Por esto, la

actividad anti-IIa de las mezclas descritas en Dl es mayor dque la

actividad anti-IIa de las mezclas de acuerdo con la presente invencidn,

10
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conllevando a los riesgos de hemorragia asociados (ver pagina 1, tercer

parrafo de la descripcidén tal como fue presentada) .

M&s especificamente, el Gnico ejemplo presentado en D2 para el cual las
mezclas poseen un peso molecular promedio dentro del rango reivindicado
invencidn (1500-3600 Da) es el ejemplo 11

en la presente (peso

molecular promedio = 2800 Da). Sin émbargo, la mezcla de acuerdo con el
ejemplo 11 de D2 no posee ninguna de las propiedades biolégicas tal
como se reivindican en la presente invencién (ver tabla B en la pagina
25) . En particular, se muestra una baja actividad anti-Xa (90 UI/mg) y
(20 UI/mg), tal

una alta actividad anti-IIa, expresada como A.P.T.T.

como ya se habia discutido en la respuesta a la primera accidén oficial.

Para resumir, la comparacién de las mezclas de acuerdo con la presente

invencién y de las mezclas de acuerdo con D2 es la siguiente:

Presente D2 (tabla A4, Ejemplo 11 de D2
invencién categoria III)

Peso molecular 1500-3000 2000-7000 2800

promedio (Da)

Actividad anti- 100-150 80-250 90

Xa (UI/mg)
Actividad anti- 0-10 10-80 20
ITa)

Por lo tanto, D2 no permite que un técnico versado en la materia provea
mezclas de polisacaridos que poseeﬁ por lo menos las tres siguientes
caracteristicas presentadas en la péesente reivindicacidén 1, a saber:

- peso molecular promedio comprendido entre 1500-3000 Da,

- actividad anti-Xa comprendida entre 100 y 150 UI/mg, Yy

- actividad anti-IIa entre 0 y 10 UI/mg

Proceso de obtencidén de los productos de acuerdo con D2
Las diferencias entre las propiedades bioldégicas de las mezclas de la
presente invencién y de aquellas de D2 pueden ser explicadas por los

procescs utilizados para su obtencidén, los cuales difieren.
|

11
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En D2, las bases utilizadas para el paso de despolimerizacién son

hidréxido de sodio (ejemplos 1 a 7, 9 a 11, 14, 15 y 19), 1,5-diaza-

biciclo-[4,3,0] -5-noneno (ejemplos 8 y 16 a 18), carbonato de sodio
(ejemplo 12) o trietilamina (ejemplo 13). Estas bases difieren de
aquellas wutilizadas en la presente invencidén, 1las cuales son

seleccionadas de las bases de la familia de la guanidina.y fosfazenos,
a saber: 1,5,7-triaza-biciclo-[4,4,0]-dec-5-eno (ejemplos 1, 3 y 6), 2-
tert-butilimino-2-dietilamino-1,3-dimetilperhidro-1,3,2-diazafosforina

(ejemplos 2y 1), 2-tert-butilimino-tris- (dimetilamino) fosforano

(ejemplo 4), o imidazolato de sodio (ejemplo 5).

Tal como es conocido para un técnico versado en quimica de
oligosacaridos (ver J. Med. Chem., mentionado anteriormente), cualguier
cambio en el proceso utilizado para la despolimerizacién de la heparina
genera un impacto sobre las mezclas de polisacédridos obtenidas, lo que
podria explicar que las mezclas descritas en D2 poseen propiedades

biolégicas diferentes que aquellas de la presente invencién.

Conclusién sobre D2
Hemos demostrado que, comparando los productos descritos en D2, las
mezclas de polisacdridos de acuerdo con la invencidn:

- poseen diferentes propiedades biolégicas,

- se obtienen por procesos completamente diferentes de

preparacidn

‘; CONCLUSION

Se ha demostrado que D2, considerado por el Examinador como el arte
previo mds cercano, no permite que un técnico versado en la matera
provea mezclas de polisacaridos que combinan por lo menos, las tres
siguientes caracteristicas presentadas en la presente reivindicacién 1,
2 saber:

- peso molecular promedio comprendido entre 1500-3000 Da,

- actividad anti-Xa comprendida entre 100 y 150 UI/mg, y

- actividad anti-IIa entre 0 y 10 UI/mg

12
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Ahora bien, combinar D1 con D2 tampoco curaria esta deficiencia de D2 y

no permitiria a un técnico en la materia llegar a 1las mezclas
reivindicadas porque:
- Las fracciones de oligosacdridos de D1 poseen una actividad
anti-Xa muy alta, mayor que aquella reivindicada para las mezclas
de la presente solicitud, y

- D1 no menciona la actividad anti-IIa

De hecho, la tabla comparativa con el arte previo es la siguiente:

Caracteristicas reivindicadas D1 D2
Mezclas de polisacaridos sulfatados que poseen si si
la estructura general de la heparina
PM: 1500-3000 Da No Si
Actividad anti-Xa: 100-150 UI/mg No No

“ (ejemplo 11)

Actividad anti-IIa: 0-10 UI/mg ‘No No
Relacién anti-Xa/anti-ITa mayor a 10 No No

Las mezclas de polisacidridos de acuerdo con la invencidn, tal como
definidas en las presentes reivindicaciones presentadas en respuesta a
la primera accién oficial, poseen entonces nivel inventivo sobre los

documentos D1 y D2.

El Examinador ha solicitado demostrar un “efecto superior” sobre el
arte previamente conocido y aunque en la accién oficial se objetd el
nivel inventivo no asociado a este efecto superior sino a las
sugerencias y enseflanzas realizadas por el arte previo, se desea
seflalar que la presente invencién presenta un mejoramiento
significativo al campo terapéutico, dado que las mezclas poseen una
actividad selectiva mayor hacia el factor Xa y el factor IIa (relacidn
mayor a 10) comparado con la heparina y con los compuestos descritos en

D1 y D2 y por lo tanto generando menores riesgos de hemorragia.
4. Puesto que se han atendido a cabalidad las observaciones hechas por

su Despacho sobre la presente solicitud de patente, atentamente

solicito que se continde su tramitacién. En caso de que su Despacho

13
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CAVELIER
ABOGADOS
considere que todavia existen objeFiones respecto a esta invencidn,

respetuosamente solicito la emisién de una nueva Accién Oficial para

atenderlas.

5. ANEXOS !

¢ Nuevo capitulo descriptivo.

e Copia del documento: J. Med. Chem., 1990(33), paginas 1639-1645

¢ Formulario para modificacionesﬂ

e Recibo por concepto de modificaciones en solicitud pendiente.

Sefiora Jefe,
VQ‘—\-—C—-—>)

EMILIO FERRERO
T.P.A. No. 31.929

COLO-12457-841-005-0
MJMS\JMS\ID—132848\WPC12457
No. M-2008-132848\JMS
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CAVELIER ABOGADOS COLO 12457-841-005-0 iD-132972

(1

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

FORMULARIO UNICO DE CORRECCIONES Y MODIFICACIONES

Espacio reservado para el adhesivo de radicacion

@ | SOLICITUD DE:

D Correccion de Error:-Material- - . Modificacion a una solicitud
' Nombre: AVENTIS PHARMA S:7A. ,
Sociedad consfituida 'y eX|stente bajo las leyes de
Francia. o IDENTIFICACION
SOLICITANTE Direccién: 20 Avenue Raymdhd;‘Ar‘on,
91260 Antony, ce. O w~r O

Francia b P | | C.E. [ owe [

Domicilio: AntonY. N; r
umero:

Frah’éia

Teléfono: 54609 70 Fax: 2494070

E-mail: clientes@camyp.com
- IDENTIFICACION

Nombre: Emilio FERRERO

Direccién: Carrera 4% No. 72-35 ccC. NIT [:]

REPRESENTANTE | Teléfono: 347 36 11 Fax: 21792 11 CE [0 owve OO

O APODERADO . : . "

E-mail: cavelier@cavelier.com

Ndmero: 438.019 TP 31 .929

Namero de expediente:

Descripcion de la correccnon o m dlflcacmn sohc:tada
ha: camblado la pagina 2 del texto original y se ha

@@

Presento nuevo capitulo des,cnp;twqen e

modificado el término “oligosagé 3 Ilsgcarldosf’,¢p9( lo:tanto, solicito a su Despacho

tener en cuenta esta modificacidn‘al: a\[\izé“r\i'ély“iés\t’udidf‘fqejpé’téntabilidad de la presente

Solicitud de Patente.

3

Comprobante de pago No. 08'-6‘2‘7‘[2444‘- ‘Fecha: 4 de agosto de 2008

O Anexos.
Comprobante de pago de la tasa por $103.000, por concepto de modificaciones.

‘Poderes, si fuere el caso

OO0 &

Documento que acredita la existencia y representacion legal de las partes, cuando sean

personas juridicas.
'NOMBRE:.  EMILIO FERRER@ FIRMA: S - QM._.__\

i 1,-,,c"c 436.019 de Usaquén T.P.A. 31.929

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

La presente invencion se relaciona con las mezclas de polisacaridos derivados de
r—— )

heparina; su procedimiento de preparacién y las composiciones farmacéuticas que los

contienen. |

La heparina es una mezcla de mucopolisacaridos sulfatados de origen animal, utilizada

especialmente por sus propiedades anticoagulantes y antitrombéticas.

Sin embargo la heparina presenta inconvenientes que limitan las condiciones de su

utilizacion. Especialmente, su importante actividad anticoagulante (actividad anti-lla)«

puede ocasionar hemorragias. [
. i

Se propusieron heparinas de bajo peso molecular obtenidas mediante

despolimerizacion basica de ésteres de heparina (EP40144); sin embargo, estos

productos siguen teniendo una importante actividad anti-lla.

La invencion 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

s
factor Il activado (factor lla) que la heparina.

Mas especificamente, la presente invencion tiene - por objeto las mezclas de
polisacaridos sulfatados con la estructura general de los polisacaridos constitutivos de

la heparina y con 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 ant?i-lla de 0 a 10 Ul/mg y una relacién actividad
anti-Xa/actividad anti-lla superior a 10,

- los polisacaridos constitutivos de las m?zclas contienen 2 a 26 motivos sacaridicos y

un motivo acido 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 c:romatografia liquida alta presion
utilizando 2 columnas en serie por ejemplo aquellas comercializadas bajo el nombre de
TSK GS.OOO XLy TSK G2.000 XL. Se realiza la deteccion mediante refractometria. El
eIuiyen"(e utilizado es el nitrato de litio y Eel caudal es de‘ 0.6 ml/min. Se calibra el sistema
con estandares preparados mediante fraccionamiento de la enoxaparina (AVENTIS)
mediante cromatografia sobre gel de agarosa—poliaérilamida (IBF). Se realiza esta
preparacion mediante la técnica descrita por Eiarrowcliffe y coll., Thromb. Res., 12, 27-
36!(1977—-78) o D.A. Lane y coll., Thromb. Re§., 12, 2!57-271 (1977-78) se obtiene los
reéultados con la ayuda del software GP[’C6 (Perkin Elrri1er).
| ;

Se} mide la actividad anti-Xa mediante el método: amidolitico sobre un sustrato
cromogenico descrito por Teien y coll., Throrﬁb. Res.i, 10, 399-410 (1977), utilizando

como patron el primer patron internacional 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), utilizéndo como patron el primer patron internacional

de las heparinas de bajo peso molecular.

. . .
Preferiblemente, las mezclas tales y como descritas anteriormente presentan una

actividad anti-Xa comprendida entre 125 y 150 Ul/mg.

; |

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

Preferiblemente, las mezclas segln la invencion tienen una actividad anti-lla de 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 - polisacaridos segin la invencion se pueden preparar mediante
despolimerizacion de una sal de amonio, cuaternario del éster bencilico de Ia heparina
en medio organico, por medio de una bgse organica fuerte de pka superior a 20 o de
imidazolato de sodio, transformacién de la sal de amonio cuaternario del éster bencilico
de la heparina despolimerizada en sal de sodio, saponificacion del éster y

eventualmente purificacion.
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La sal de amonio cuaternario del éster bencilico de la heparina es preferiblemente la sal

de benzetonio, cetilpiridinio o cetiltrimetilamonio. :

i
[

La, despolimerizacion se efectia generalmente dentro' de un disolvente organico inerte
tal y como un disolvente clorado (diclorometano por! ejemplo), el tetrahidrofurano, el

an;sol con una temperatura de -20°C a 40°C.

)
i

'

f !
!

Como base organica fuerte de pka superior a 20, se puede utilizar el 1,57-
triézabiciclo[-'i.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.

R1
N
RS { B
\N/\N

R4 R3

_R2

Las bases de la familia de las guanidinas son preferiblemente aquellas de formula: en la
cual Ry es hidrégeno o alquilo, Ry R3, RayRsidénticos o diferentes representan cada uno

un radical alquilo.
Mas especificamente, Ry es hidrégenq ¥y Rz, R3 RayRsson 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, 1167-1169
(19@7), R. Schwesinger y coll., Angew. Chem. 105, 1420 (1993).

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

i

R3

R1-—N—=P—N—R5
\
N-—R8
/
R7

En la cual los radicales Ry a Ry son idénticos o diferentes y representan radicales

alquilo.
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En las formulas anterlores los radicales alqunlo contienen 1 a 6 atomos de carbono en

cadena alineada o ramificada.

E
Ventajosamente la relacién en mol blase orgamca fuerte de pka superior a 20 o
lmldazolato de sodio/sal de amonio cuaternano del éster bencilico de heparina esta
comprendida entre 0.2 y 5 y, preferiblemente, entre 1 y 4.
Méis especif icamente, |a tasa de esterificacion 'de la sal de amonio cuaternario del éster
bencnhco de la heparina esta comprendlda entre el 50 y el 100%, y preferiblemente,
enfre el 70 y 90%. Esta tasa de esterlf camlon corresponde al porcentaje molar de

esterificacion de los acidos urénicos de la hepquna.

Generalmente, la transformacion de la sal de amonio cuaternario del éster bencilico de
la heparina despolimerizada en sal de sodio se efectiia mediante tratamiento del medio
de reaccion con una solucién alcohélicai 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 despolimerizacion.

i .
Generalmente, la saponificacién se efectua mediante un hidroxido de metal alcalino tal y
como la sosa, la potasa, el hidréoxido de Iitid en médio acuoso, a una temperatura
comprendida entre 0 y 20°C vy, preferiblemente, entrevO y 10°C. Se utiliza de manera
geheral d? uno a 5 equivalentes molareé de hidréxido de metal alcalino. Preferiblemente

la saponificacion se realizara en presenciade 2 a 3 eduivalentes molares de hidréxido
de metal alcalino. | '

Eventualmente, el producto final se puede purificar mecfiante cualquier método conocido
de purilﬂcacién de las heparinas despolimerizadas y especialmente segun el método
descrito en la patente EP 0037319. Preferiblemente, se purifica mediante el peroxido 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 bencilico de la heparina se puede preparar

segun el siguiente esquema de reaccién:

a) transformacién de la heparina bajo la Eforma de sal de sodio por medio del cloruro de

benzetonio para obtener el heparinato de benzetonio,
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b) esterificacion de la sal de benzetdnio obtenida anteriormente mediante el cloruro de
bencxlo y tratamiento con una solucnon alcohollca de acetato de sodio para obtener la

|
sal de sodio del éster bencilico de la: heparma

i

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

lai reacc:on de la etapa a) se realiza en medlo acuoso, :meduante la accidn del cloruro de
be‘nzetomo en exceso, sobre la heparma bajo la forma de sal de sodio, a una
temperatura cercana a los 15 a 20°C ventajosamente la relacion molar cloruro de
benzetonio/heparina bajo la forma de sal de sodio ests comprendida entre 2 y 3 y mas

. i
especnf icamente 2.5. P i |

La’ heparlna bajo la forma de sal de SOdIO de inicio utlllzada es, preferiblemente una
hepanna de cerdo. Esta tltima puede ser previamente'purificada para disminuir su tasa

de dermatan sulfato que segun el procedimiento descrlto en la patente FR2663639.

La esterificacién de la etapa b) se efectua prefenblemente dentro de un disolvente
organlco clorado (cloroformo, cloruro de metlleno por ejemplo), a una temperatura
comprendlda entre los 25y 45°C y, preferlblemente entre los 30 y los 40°C. Luego, se
recupera el éster bajo la forma de sal de sodio mediante precipitacion con acetato de
SOdIO al 10% en peso/volumen en un alcohol tal y como el metanol. Generalmente, se
utlllza 1 a 1.2 volumen de alcohol por- volumen de medio de reaccion. La cantidad de
cloruro dé bencilo y el tiempo de reaccion se ajustan para obtener una tasa de
esterificacion comprendida entre el 50 y el 100% vy, preferiblemente, entre el 70 y 90%.
Preferiblemente, se utiliza 0.5a 1.5 parte en peso del cloruro de bencilo por 1 parte en
peso de la sal de benzetonio de la he;[)arina. De la misma manera, preferiblemente, el

tiempo de reaccion estara comprendido entre 10 y 35 horas.

La transalificacién de la etapa c) se efectia mediante un cloruro de amonio cuaternario
y, preferiblemente, mediante el cloruro de benzetonio, el cloruro de cetilpiridinio o el
cloruro de cetiltrimetilamonio, en mediq acuoso, a una temperatura comprendida entre
los 10 y 25°C. De manera ventajésa, la relacion en mol cloruro de amonio

cuaternario/sal de sodio del éster bencilico de la heparina estd comprendido entre 2 y 3.
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- . Las mezclas segun la invencion bajo ta forma de sal de sodio se pueden transformar en
otré sal de un metal alcalino o alcalihott:erroso.;Eventualmente, se pasa de una sal a la
otra utilizando el método descrito en Ia |:E)atente' US4168377.

Las mezclas segun la invencidon no son toxncas y asi se pueden utilizar como

medicamentos. | ' ‘

i
1 s

Las mezclas de la presente lnvenc«on se pueden utlllzar como agentes antitrombaéticos.
Espemalmente son utiles para la prevencion de las trombosis venosas, los accidentes
trombotlcos arteriales, especialmente en el caso del mfarto del miocardio. Generalmente
son Utiles para la prevencién y tratamiento de la prohferacuon de las células musculares
\ Ilsas la angiogénesis y como agentes neuroprotectores de la arterosclerosis y la

artériosclerosis. : ‘ \

- \
! t
) .

v La presente invencion se relaciona también con las composiciones farmacéuticas que
contienen como principio activo una ‘mezcla de polisacaridos segln la invencién

eventualmente en asociacion con uno o varios exmplentes inertes.
z

I

I
1 . I | :
i '

Las composiciones farmacéuticas son! por ejemplo soluciones inyectables por via

subfcuta’nea o intravenosa. También son;ttiles dor la vié pulmonar (inhalacién).
La posologla puede variar en funcuon de la edad el .peso y el estado de salud del
paciente. Para un aduito, generalmente esta comprendlda entre los 20 y 100 mg por dia

s por,vna intramuscular o subcutanea.

Los siguientes ejemplos’ ilustran la invencién.
EJEMPLO A: PREPARACION DE LA YSAL DE BENZEfONIO DEL ESTER BENCILICO
DE LA HEPARINA

Heparinato de benzetonio
A una solucién de 10 g de heparina bajc5> la forma de sal de sodio en 100 ml de agua a
una' temperatura cercana a los 20°C, se agrega una solucion de 25 g de cloruro de

benzetonio en 125 mi de agua. Se filtra, Ese lava con aguay se seca el producto.

Ester bencilico de heparina (sal de sodio)
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A Lma solucion de 20 g de heparinato de benzétonio eh 80 ml de cloruro de metileno, se
agrega 16 ml de cloruro de bencilo. Se calienté la solucién a una temperatura de 30°C
durante 12 horas. Luego se agrega 108| ml de una sochion al 10% de acetato de sodio
en el metanol, se filtra, se lava con metanol y se seca Se obtiene asi 7.6 g de éster
bencmco de heparina bajo la forma de sal de'sodio cuya tasa de esterificaciéon es del
77%. :

i
l

|
Es$er benkilico de heparuna (sal de benzetonlo)

!
i : ! |
i !

En una matraz erlenmeyer A de 2 :lit!ros, sei introdqce 36 g (0.0549 mol) de éster
behcilico de heparina: (sal de sodjo) y 540 m dé agua destilada. Después  de
hor!nogenizaci()n a una temperatura cercana aglos 20°iC se obtiene una solucion color
amarillo palido. Bajo agitacion magnética, se prepara en una matraz erlenmeyer B de 1
litro, una solucion de 64.45 g (0.1438 mol) de cloruro de benzetonio y de 450 ml de
agua. Se cuela la solucion de la matraz erleimeyer B en cerca de 35 minutos en la
solhcic’m de la matraz erlenmeyer A bEajo agitacion. :Se observa la formacion de un
precipitado blanco abundante. Se enjuaga la m!atraz erlenmeyer B con 200 ml de agua
destilada y se introduce el agua del lavado en la matraz erlenmeyer A. Luego se detiene
la agltacmn y se deja depositar la suspens;on durante 12 horas. Se extrae y se separa
la parte limpida del sobrenadante. Sobre el pﬂecupltado sedimentado (con aspecto de
papilla), se agrega 560 ml de agua y se agita durante 20 minutos. Se deja sedimentar
nuevamente el precipitado durante ceéca de 30 minutos. Se extrae y se separa el
sobrenadante (560 ml). Sobre el precipitado sedimentado, se realiza nuevamente 2
veces esta operacion de lavado con cerca de 560 ml de agua destilada. En la primera
operacién de lavado, se deja el precipitado en suspensién y se filtra sobre vidrio
sinterizadé 3. Luego se lava la torta con 4 veces 200 ml de agua' destilada. Se escurre,
luego se seca el sélido blanco humedo bajo presion reducida (2.7 kPa), a una
temperatura cercana a los 60°C. Despué%,s de 12 horas de secado, se obtiene 87.5 g de
ester bencilico de heparina, sal de benzétonio. El rendimiento obtenido es del 94.9%.

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 bencilico de heparina (tasa

de esterificacién: 77%, sal de benzetonio) obtenido tal y como se describe en el ejemplo



£

o P
8 |
A. Después de disolucion completza,‘ se agrega 1.32 g (0.00948 mol) de 1,5,7-
triazabiciclo [4.4.0]dec-5-eno. Se agita é una temperatl;ura cercana a los 20°C, durante 3
horas y 30 minutos. Durante ese tierﬁpo, se prépara a 4°C en una matraz erlenmeyer B,
un? solucién de 12 g de acetato de sodio ‘en 120§ ml de metanol. Bajo agitacion
magnética, se cuela la mezcla de rgac;cién d¢ la matraz erlenmeyer A en la solucién
métanélica de acetato de sodio. Aparebe un precipitado color amarillo gelatinoso casi
traslucido. Se detiene la agitécic')n y ée 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) ée agrega 50 ml de metanol y se
aglta durante 20 minutos. Se deja sedlmentar nuevamente el precipitado durante cerca
de 30 minutos. Se extrae y se separa el sobrenadante (49 ml). Sobre el precipitado
sedimentado, se agrega 50 ml de metanol y se; aglta durante 20 minutos. Luego se filtra
el preCIpltado en suspensién sobre V|dr|o smtenzado 4‘ Luego se lava la torta obtenida

color amarillo oro con 2 veces 25 ml de metanol Luego se escurre y se seca el solido

: hL’lmedb bajo presién reducida (2.7 kPa), a una temperatura cercana a los 60°C.

Despues de 12 horas de secado, se obtiene 1. 21 g de ‘heparina despolimerizada (éster

de bencilo, sal de sodio). El rendimiento obtenldo es del 77.2%.

Saboniﬁcécién: :

h o
En una matraz erlenmeyer de 25 ml, se mtroduce 1. 21 g (0.0018 mol) de heparina
despollmenzada (éster de bencilo, sal de sodlo) obtenlda anteriormente y 11 ml de
agua Bajo agitaciéon magnetlca se introduce 0 18 mi (O 0018 mol) de lejia de sosa al
30% Después de adicion, se enfria la mezcla a 4°C‘ y se agita durante 2 horas. Se
agrega‘ 1.43 g de NaCl y se neutraliza la soluc1pn medlante adicion de HCl a 1 mol/l (14
ml)' Se trasvasa la mezcla en una matraz erleﬁmeyer de 100 ml y se agrega 52 ml de
metanol Se observa la formacién de un precupttado color amarillo. Luego se detiene la
agltamon y se deja sedimentar la suspensnon 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 separa el sobrenadante (21 ml). Sobre el
precipitado sedimentado, se agrega 25 ml de metanol y se agita durante 20 minutos.
Luego se filtra el precipitado en suspensién sobre vidriQ sinterizado 3. Luego se lava la
torta obtenida color amarillo claro con Ziveces 10 mi .dé metanol. Se escurre y se seca

el solido humedo bajo presion reducida (2.7 kPa), a una temperatura cercana a los 60°
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C. Después de 12 horas de secado, se obtiene 0.66 g de heparina despolimerizada
bruta (sal de sodio). El rendimiento obtenido es del 60%.
|

Purificacion:

En una matraz de 10 ml, se introduce 0.66 g de heparina despolimerizada bruta
obtenida anteriormente y 5.9 ml de agua destilada. Se lleva la mezcla a los 40° C bajo
agitacion magnética. Mediante adicion de sosa a 0.1 mol/l, se lleva el pH entre 9y 10y
se agrega 33 microlitros de una solucién acuosa de peroxido de hidrégeno al 30%.
Después de agitar durante cerca de 2 horas, se agrega 0.65 g de cloruro de sodio.
Luego se neutraliza la mezcla mediante la adicién de HCI a 0.1 mol/l. Luego se filtra y
se transvasa la solucidn en una matraz erlenmeyer de 25 ml. Se cuela 23.3 ml de
metanol. Se observa la formacion de un precipitado blanco. En este punto se detiene la

agitaciéon y se deja sedimentar la sus!pensién durante 12 horas a una temperatura

- cercana a los 20°C. Luego se extrae 'y se separa el sobrenadante (5 ml). Sobre el

precipitado sedimentado (con aspecto de papilla), se agrega 5 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 sobrenadante (5 mi). Sobre el precipitado
sedimentado, se agrega 5 ml de metan(i)I y se agita durante 20 minutos. Luego‘ se filtra
el precipitado en suspension sobre vidrio sinterizado 3. Luego se lava la torta blanca
obtenida con 2 veces 5 ml de metanol. Se escurre 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: 94 Ul/mg
Actividad anti-lla: < 0.1 Ul/mg |

Relacion actividad anti-Xa/ actividad anti-lla : > 100

EJEMPLO 2

Despolimerizacién y transformacién en sal de sodio:
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— En una matraz erlenmeyer A de 10'0 ml, se :introduc‘:e 70 ml de diclorometano. Bajo
agitacion, se carga lentamente 10 g '(0.700595 mol) de éster bencilico de heparina (tasa
de esterificacion: 77%, sal de benzetonio) obtenidé tal y como esta descrito en el
ejémplo A. Después de disolucion comlpleta, se agrega 1.7 ml (0.00587 mol) de 2-tert-
butilimino-2-dietilamino-1,3-dimetil- perhidro 1 32 diazafosforina. A una temperatura
cercana a los 20°C, se continta la reaccion durante cerca de 3 horas y 30 minutos.
Mtentras tanto, se prepara a 4°C en una matraz erlenmeyer B, una soluciéon de 30 g de
acetatq de sodio en 300 ml de metanol. |Bajo agitacién magnetlca, se cuela la mezcla de
reaccion de la matraz erlenmeyer A en la solucion metandlica de acetato de sodio.
Aparece un precipitado color amarillo, gelatinoso ca$i traslucido. En este punto, se
detiene la agitacion y se deja decantar la suépensiénE durante 1 hora. Se extrae y se
separa la parte limpida del sobrenadante (204 ml). 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 precupltado durante cerca de 30
miﬁutoé. Se extrae y se separa el SObrenédante (162 ml). Sobre el precipitado
seéiméntado, se agrega 125 ml de metanol y se agité durante 20 minutos. Luego se
filtra el precipitado gelatinoso en suspension sobre vidriio sinterizado 3. Luego se lava la
torta gelatinosa obtenida color amarillo con 2 porciones de 63 ml de metanol. Se
escurre y luego se seca el sélido gelatinoso bajo presion reducida (2.7 kPa), a una
temperatura cercana a los 60°C. Después de 12 horas de secado, se obtiene 3.34 g de
heparina despohmenzada (ester de benculo sal de SOdIO) El rendimiento obtenido es
del 85.3%.

Saboniﬂcacic’)n:

Se 'saponifica 1.67 g de heparina des;polimeﬁzada (éster de bencilo, sal de sodio)
anteriormente obtenida segun 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 61%.

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

obtenida segun el procedimiento de purtificacién descrito en el ejemplo 1. Se obtiene

0.71 g de un polvo blanco. El rendimiento es del 75.5%.
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- La mezcla purificada de polisacaridos (sal de sodio) obtenida presenta las siguientes

caracteristicas: 5 i

Peso molecular promedio: 2.500 daltones
Actividad anti-Xa: 146.6 Ul/mg
Actividad anti-lla: 2.15 Ul/mg

Relacion actividad anti- -Xa/actividad antl lla: 68
| i

EJEMPLO 3 ‘ | ,_ |
| | ? |

Despolimerizacion y transformacién en sal de sodio:

En una matraz erlenmeyer A de 50 mi, se mtroduce 28 ml de diclorometano. Bajo
agltacxon se carga lentamente 4 g (0.00238 mol) de i:'ster bencilico de heparina (tasa
de esterificacion: 77%, sal de benzetomo) obtenldo segun el ejemplo A. Después de
disolucion completa y enfriamiento a los 2°C, se agrega 0.333 g (0. 00239 mol) de 1,5,7-
triazabiciclo[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. Mientrzas tanto, se prepara a los 4°C en
una matraz erlenmeyer B, una solucion de 1? g de ‘acetato de sodio en 120 ml de
metanol. Bajo agitacién magnética 'se cuela la mezcla de reaccién de la matraz
erlenméyer A en la solucién metan()licia de acetato de sodio. Aparece un precipitado
color amarilio. En este punto se detienie la agitacién y se deja decantar la sus'pensién
durantg 1 hora. Se extrae y se separa I:a parte limpida del sobrenadante (90 ml). Sobre
~' el precjpitado sedimentado (con aspe_cﬁo 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 extrae! y se separa el sobrenadante (61 ml). Sobre el
precnpltado sedimentado, se agrega 50 ml de metanol 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 rhetanol. Luego, se escurre y se seca el solido
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 sélido es de color amarillo intenso. El rendimiento obtenido

es del 75.9%. o |

!
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Saponificacion:

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

}
Purificacién:
i
Se purifica 0.78 g de heparina despolimerizada bruta (sal de sodio) anteriormente
obtenida segin el método de purificacion descfito en el ejemplo 1. Se obtiene 0.58 g de
un polvo blanco. El rendimiento es del 72.5%. |

!
i i
i
1

: caracterlstlcas i

La. mezcla purificada de polisacaridos (sal de SOdIO) pbtemda presenta las siguientes
1
E

Peso molecular promedio: 2.700 daltones |
Actividad anti-Xa: 100.1 Ul/mg | : f
Actividad anti-lla: 3.3 Ul/mg |

Relacnon actividad anti-Xa/actividad antn lla: 27 3 i

! i ; |
i ! ‘ ! |

EJEMPLO 4 | | | .
i
Despolimerizacién y transformacién en sal ‘de sodio: |
| |
En*una matriz erlenmeyer A de 50 mi, se irit'roducei 28 ml de diclorometano. Bajo
ag|tacuon se carga lentamente 4 g (0.00238 mol) de éster bencilico de heparina (tasa
de esterificacion: 77%, saI de benzetonio) obtenido tal y como se describe en el ejemplo
A. Después de disolucion completa y alos 2°C, se agrega 0.06 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 reaccién de la matraz
erlenmeyer A en la solucion 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 ml). Sobre el precipitado sedimentado (con aspecto de papilla
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an%arillenta), 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 ml). Sobre el precupltado sedimentado, se agrega 50 ml 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
mlide metanol se escurre y se secaé el solido 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 déspolimerizada (éster de behcilo, sal de sodio‘). El rendimiento obtenido es
del 77.8%.

Saponificacion:

Se sapomf ca 1.22 g de heparina despollmenzada (éster de bencilo, sal de sodio)
antenormente obtenida segun el protocolo de saponificacion descrito en el ejemplo 1.
Se obtiene 0.69 g de un polvo color amarillo muy claro. El rendimiento en hepanna
de?pohme:,nzada bruta (sal de sodio) es del 61.6%.

Purificacion:

Sej purifica 0.69 g de heparina despolimerizada bruta (sal de sodio) anteriormente
obtenida segdn el protocolo de purificacién descrito en el ejemplo 1. Se obtiene 0.67 g
de un polvo blanco. El rendimiento es de 97.1%.

‘ |
La mezcla purificada de polisacaridos (sal de sodio) obtenida presenta las siguientes
caractéristicas: | i

B \ ]
Peso molecular promedio: 2.900 daltones _ '
Actividad anti-Xa: 145.2 Ulimg | |
Actividad anti-lla: 4.5 Ulimg |

Relacion actividad anti-Xa/actividad anti-lla: 32.6
!
|

EJEMPLO 5

Despolimerizacion y transformacion 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 esterificacion:
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77%, sal de benzetonio). Después de |disolucilc'm combleta y a 40°C, se agrega 0.95 g
(0'009'49 mol) de imidazolato de sodio. Al refi‘ujo 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 ml de metanol. Bajo agitacion
magnética, se cuela la mezcla de reaccuon de la matraz erlenmeyer A en la solucién
metanollca de acetato de sodio. Aparece un precupltado gelatinoso casi trasltcido color
amanllo Luego, se detiene la agutacuon y se deja decantar la suspensién durante una
hora. Se extrae y se separa (88 mI) la parte limpida del sobrenadante color naranja.
So.bre el precipitado sedimentado (aspetcto de papilla color naranja), se agrega 50 ml de
metanol y se agita durante 20 minutos:. Se deja sedimentar nuevamente el precipitado
du}ante cerca de 30 minutos. Se extrae y se separa (51 ml) el sobrenadante. Sobre el
prec1pltado sedimentado, se agrega 50 ml de’ metanol y se agita durante 20 minutos.
Luego se filtra el precipitado color naranja en suspensmn sobre vidrio sinterizado 4.

Luego se lava la torta obtenida con 2 veces 25 ml de metanol. Se escurre luego se seca

- el §6Iido bajo presién reducida (2.7 l{Pa), a_una temperatura cercana a los 60°C.

De‘spués 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%.

i _
Saponificacion:

i , . !

Se saponifica 1.2 g de heparina despolimerizada (éster de bencilo, sal de sodio)
anteriormente obtenida segun el protocolo de saponificacién descrito en el ejemplo 1.
Se obtiene 0.63 g de un polvo color beige. El rendimiento en heparina despolimerizada
bruta (sal de sodio) es del 52.5%.

Purificacign:

!
'
1

Se purifica 0.63 g de heparina despohmerlzada bruta (sal de sodio) anteriormente
obtenida segun el método de purifi cacnon descrito en el ejemplo 1. Se obtiene 0.42 g de
un polvo color blanco beige. El rendimiento es del 66.7%.

La mezcla purificada de polisacaridos (sal de sodio) obtenida presenta las siguientes

caracteristicas:

Peso molecular promedio: 2.250 daltones
Actividad anti-Xa: 134.5 Ul/mg
Actividad anti-lla: 1.5 Ulimg
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Rélacibn actividad anti-Xa/actividad anti-lla; 90.5
-

EJEMPLO 6 :

Despolimerizacion y transformacién en sal de sodio:

| ©

En una matraz erlenmeyer A de 50 ml, se mtroducé—:‘ 28 ml de diclorometano. Bajo
agntacnon se carga Ientamente 4 g (0.00238 mol) de ester bencilico de heparina (tasa
de’ estenf icacion: 77%, sal de benzetonio) obtemdosl tal y como se describe en el
ejemplo A. Después de disolucion completa se agreg'a 1.33 g (0.00956 mol) de 1,5,7-
trlazab10|clo[4 4.0]dec-5-eno. Se aglta auna 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 agitacion magnética,
se cuela la mezcla de reaccion de la matraz erlenmeyer A en la solucién metandlica de
acetato de sodio. Aparece un precipitado amarillo gelatlnoso casi traslucido. En este
punto se detiene la agitacion y se deja decantar la suspensién durante una hora. Se
extrae y se separa (56 ml) la parte limpida del sobrenadante. Sobre el precipitado
sedimentado (aspecto de papilla amafilla), se agrega 60 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 (70 ml) el sobrenadante Sobre el precipitado
sedlmentado se agrega 50 ml de metanol y se aglta durante 15 minutos. Luego se filtra
el precipitado en suspension sobre vidrio sinterizado 4, Luego se lava la torta obtenida
color aha_rillo oro con 2 veces 50 ml dé metanol. Se escurre luego se seca el sdlido
humedoe bajo presion reducida (2.7 kPa), a una temperatura cercana a los 60°C.
Despué‘s de 12 horas de secado, se obtiene 0.92 g de heparina despolimerizada (éster
de bencilo, sal de sodio). El rendimieqto obtenido es del 64%.

[ !

1 ' ! '
i 1
t

Saponificacion:

En !una matraz erlenmeyer de 25 ml, se intrc;duce 0.97 g (0.0014 mol) de heparina
despollmerlzada (éster de bencilo, sal de sodio) obtenida anteriormente y 17.5 ml de
agua Bajo agitacion magnética, se mtroduce 0.38 ml (0.00379 mol) de legia de sosa al
30%. Después de adicion, se mantiene la mezcla 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 solucion
mediante adlmon de HCI concentrado (volumen final de la solucién cerca de 18 ml). Se
transvasa la mezcla en una matraz erlenmeyer de 100 ml y se agrega 46 ml de metanol.

Se observa la formacién de un precipitado color amarillo. En este punto se detiene la
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agitacion y se deja sedimentar la suspensié‘n durarjte 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 dezpapilla amarilla),;se agrega 25 ml de metanol y se
agita durante 20 minutos. Se deja sedimentar nuevamente el precipitado durante cerca
dei una hora. Se extrae 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. Luego
se filtra el premputado en suspensmn sobre wdno smterlzado 4. Luego se lava la torta
obtenlda con 2 veces 10 ml de metanol Luego se escurre y se seca el sélido humedo
bajo preS|on reducida (2.7 kPa), a una temperatura cercana a los 60°C después de

sec;ar durante 3 horas, se obtiene 0.42 g deuheparm;a despolimerizada bruta (sal de

sodio). El rendimiento obtenido es del 45.6%. |

’ |
Purificacion: ‘

o
En' una matraz de 10 ml, se mtroduce 042‘ g de Iheparina despolimerizada bruta
obtenlda anteriormente y 3.8 ml de agua des’ulada Se lleva la mezcla a los 38°C bajo
agitacion magnética. Mediante adicién de sosa a 0.1 mol/l, se lleva el pHentre 9y 10y
se agrega 25 microlitros de una soluc!ic')n acuosa de peroxido de hidrogeno al 30%.
Después de agitar durante cerca de 25h<!3ras y 30 minutbs se agrega 0.5 g de cloruro de
sodio. Luego, se neutraliza la mezcla medlante adlmon de HCl a 0.1 mol/l. Luego se
filtra y se transvasa la solucion en una matraz erlenmeyer de 25 ml. Se cuela 11.3 ml de
metanol Se observa la formacion de un prec:pltado blanco En este punto se detiene la
agltacmn y se deja sedimentar la suspensuon durante 12 horas a una temperatura
cercana a los 20°C. Luego se extrae y se separa (9.8 ml) el sobrenadante. Sobre el
premputado 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 -égrega 5 ml de metanol y se agita durante 20
minutos. Luego se filtra el precipitado ein suspensic’m sobre vidrio sinterizado 3. Luego
se lava'la torta blanca obtenida con 2 veces 5 ml de metanol Se escurre luego se seca
el S|0|Id0 himedo bajo presion reducida (2.7 kPa), a: una temperatura cercana a los
60°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 rendirﬁiento obtenido es del 92.8%.

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



- Peso molecular promedio: 1.950 daltones ‘

) Actividad anti-Xa: 115.6 Ul/mg
Actividad ‘anti-lla: < 2 Ul/mg
Relacion actividad anti-Xa/actividad anti-lla: >57 ;

1

EJEMPLO 7

|

!

i : |
Despolimerizacién y transformacion e;n sal de sodio:
En un "reactor A de 400 ml, se introéjuce 140 ml de diclorometano. Bajo agitacion, se
carga lentamente 20 g (0.0119 mol) de éster bencilico de heparina (tasa de
esterificacion: 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 reaccion
’ mediante el método de Karl Fisher. fél valor obtenido 'es de 0.1% de agua. Luego, se
: agrega 3.5 mi (0.0121 mol) de 2-tert-but|hmmo 2- dletllammo 1,3-dimetil-perhidro-1,3,2-
dlazafosfonna A una temperatura cercana a los 25°C, IS|gue la reaccién durante cerca
de 24 horas. Mientras tanto, se prepara a 4°C en una matraz erlenmeyer B, una
solucuon de 30 g de acetato de sodio 'en 300 ml de metanol. Bajo agitacién magnética,
se cuela la mitad de la mezcla de reaccion deI reactor A en la soluciéon metandlica de
acetato de sodio. Aparece un precnpltado amartllo gelatmoso casi translicido. Se
mantiene la agitacion 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 papllla‘amanlla) se agrega 220 ml de
- metanol y se agita durante 50 minutos. Se deja sedlmentar nuevamente el precipitado
. durante cerca de 40 minutos. Se extrae y se separa (204 ml) el sobrenadante. Sobre el
precnpltado sedimentado, se agrega 204 ml de 'metanol y se agita durante 40 minutos.
Luego se filtra el precipitado gelatmoso en suspension sobre vidrio sinterizado 3. Luego
se lava la torta gelatinosa amarilla obtenida con 2 pormones de 100 mi de metanol. Se
escurre luego se seca el sélido gelatinoso bajo presion reducida (2.7 kPa), a una
temperatura cercana a los 60°C. Después de cérca de }12 horas de secado, se obtiene
26'g de heparma despolimerizada (ester de ’bencno sal de sodio). El rendimiento
obtenido es del 70.6% (calculado sobre la base de la mitad del medio de reaccion
tratado).
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Saponificacion:

Se saponifica 2.6 g de heparina despolimerizada (éster de bencilo, sal de sodio)
anteriormente obtenida segun el procedimiento de saponificacion descrito en el ejemplo
1..Se obtiene 1.48 g de un polvo color amarillo claro. El rendimiento en heparina

despolimerizada bruta (sal de sodio) es del 62.9%.

Purificacion: |
|

En: una matraz erlenmeyer de 50 mI,i se introduce 1.4§3 g de heparina despolimerizada
bruta obtenida anteriormente y 15 ml de agua 'destilada. Se lleva la mezcla a los 40°C
bajo agitacion magnética. Mediante afdicién de: sosa a 1 mol/l, se lleva el pH entre 9 y
101 Se filtra la solucion 50’bre una membrana fi Itirante ccl)n una porosidad de 1 yum. Luego
se: agrega 76 microlitros de una solucmn acu’osa de, peréxido de hidrégeno al 30%.
Despues de agitar durante cerca de 2 horas, se agrega 1.5 g de cloruro de sodio. Luego
se neutrallza la mezcla mediante ia adncuon de'HCl a 1 mol/l. Se filtra la solucién sobre
una membrana filtrante con una porosndad de 1 ym. 'Se cuela 38 ml de metanol. Se
observa Ia formacion de un preC|p|tado blanco: En este punto se detiene la agitaciéon y
se 'deja sedumentar la suspensuon 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 aglta durante 45| minutos. Se deja sedimentar
nuevamente el precipitado durante cerca de 45 mmutos Se extrae y se separa (34 ml)
el sobrenadante. Sobre el prempltado sedimentado, se agrega 34 ml de metanol y se
aglta durante 15 minutos. Luego se filtra el precnpltgdo en suspension sobre vidrio
smterlzado 3. Luego se lava la torta blanca obtenida con 2 veces 25 ml de metanol. Se
esqurre luego se seca el sdlido hamedo bajo presion reducida (2.7 kPa) a una
temperatura cercana a los 60°C. Desﬁués de seécar durante 12 horas, se obtiene 1.29 g
de heparina despolimerizada pura (sall de sodio). El rendimiento obtenido es del 87.2%.
La heparina despolimerizada purificada (sél 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
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he low molecular weight heparin into its
iltant mixture were identified and quantitated

constituent oligosacchartdes. The oligosaccharldes present in the resul
dient polyacrylamide gel electrophoresia and strong

by using standard oligosaccharides of defined atructure on gra

ligosacsheride products have been Identified and

anion exchange high pressure liquld chromatography. 8iz of the o
reprasant neasly 90 wt % of heparin's mass, Even though ell the low molecular welght heparins showed these alx
accounting for 20 to over 90% of their mass. The-

oligosaccharlds components, thelr content in each varled greatly,

lecular weight heparins cozrelated only poorly to

antithrombin 111 mediated anti factor Xa activitles of the low mo
heparin's antithrombin TJI binding site. The heparin

the concentratlon of & hexasaccharide contalning a portion of

cofactor IT mediated antifactor ITa activity, however, could not
density of these low molecular weight heperins, The low molecular

ed a new distinstive oligosacchartde in thelr maps, Their

structute nor to the molecular weight or charge

weight haparins prepared by different mothods each show
lsolation and atructural characterization, which included two-dim

indicatod that these unususl oligosacchazides result from en
pragsure liquid chromatography mappin
ht heparina then had previously been observed between

spectrometry,
depolymerization. Both gal electtophoresis and high-

3 greater structural diversity between low molecular weig

almilarly analyzed commercial heparina,

Heparin is a polydisperse (M, 5000-40000, M, (av)
14000Y), highly sulfated, alternating copolymer of 1—4
|inked glucosamine and hexuronic acid and has been used
over the last half-century as en anticoagulant® Heparin
exhibits undesirable side gffects, such as hemorrhagic
com‘plicaticns,a and thus while heparin is in widespread
clinical use it has been cited as the drug most responsible
for death in otherwlse healthy patients Low molecular
weight (LMW) heparins have recently been introduced as
heparin substitutes end are claimed to have reduced side
effects (a higher safety/efficacy ratio), more predictable
pharmacological action, sustained antithrombotic activity,
and better bioavaflabllity.® These potential edvantages
hava led to the development of several commercial LMW

~ . heparin preparations.

. LMW heparin is prepared, in low yield, by size frac-
tionation or in higher yield by the partial, controlled de-
polymerization of heperin, Fraxiparin (CY216) is obtained
by the fractionation of commerclal parcine mucosal he-
parin, CY222 and Fragmin (KABI 2186) are bath prepared
hy partial nitrous acid depolymerization of porcine mucosal
heparin® RD heparin and Fluxum (OP 2123) are pre-
pared from the ogidative cleavags of porcine mucosal and
bovine mucosal heparins, respectively,’ Enozaparin (PX
10169) is ohtained by benzylation follawed by -elimination
and alkaline hydrolysis? Logiparin (LHN-1) {8 obtained
by heperin lyase catalyzed partial G-elimInative depolym-
erization of porcine heparin® A LMW heparin standard,
prepared by partlal nitrous acid depolymerization, has
been introduced by the National Institute of Biclogical

- . Standards and Control (NIBSC, London, England) under

"To whom al] corzespondence should be directed.
‘Tha Unlversity of Jowa.
Loyola University Medical Center,

" calculate the degree of sulfation of the LMW

bo correlated to thesa eix oligosaccharides of known

ansional NMR and fast stom bombardment mass
d-sugar modification duzing chemical
¢ techniques showed

Table I Ash Content and Degree of Sulfation of LMW

Heparine . .

percent degres of

sample ash sulfatlon®
teizasaccharide atandard 7 33.1 3,00
Hep A Por}lg, hep .4 2.41
Hep B CY218 220 1.76
Hep C CY222 29.3 2.29
Hep D Kabl 2165 289 222
Hep E OF2128 20.8 1.66
Hep F RD heparin 34.7 2.68
Hep G PK10169 29.6 2.26
Hep H LHN-1 128 0.00
Hep J NIBSC 38.9 2.60

aDegzae of aulfation is the number of sulfate groups per dt
saccharlde ugit. The hapatln tetrasaccharida {oligosaccharida 7 in
Table 1V) fa salt-Freo and haa eix sulfate groups. It waa used to
ﬁepmina. The aalt

content of the LMW heparins waa <7 wt % by conductivity with

' F, G, and C having the highest conductivity. This could result in
our overeatlmaling the degraa of sulfatlen by 9-10% for thees

three LMW heparins.

the auspices of the World Health Ozganization (WHO,
Genava, Switzerland).!?
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Tablo I1. Molecular Weight and Dispersity of LMW Heparhns

mofleﬁﬂl;u molscular
Walght by ly- welght by
OPCHPLO® oty radient
sample wtav no.av CPC-HPLC®  peget
Hep B QY218 6606 4626 L1980 4470
Hep C CY222 3410 2529 1.348 3160
Hep D Kabl2165 6370 6393 1.181 6100
Hep E 0P2129 06511 4922 - 1.328 6610 .
Hep F RDhap 6221 4567 1,362 8460
Hep G PK10168 3789 2823 1.942 4170
Hep H LHN1 4850 9561 1.363 8100

9 Molacular weight data was obtalned from ref 12, *Molscular
welght was sstimated from a plot of log M, ve migratlon distance
with use of the pariially depolymerizad bovins heparin ladder of
bands (Figure 2, lana I), A corrolation of r = 0,99 was qbtained
between M, = 1000 and 10000. Pozeine heparin and bovine hapa-
tin (8) (Flgura 1, lanes A and 1) had molecular welghts estimated

at 17380 and 11 220, respectively.

Recent comparative biochemical and pharmacological
studies of thése LMW heparina have clearly derionstrated
that these are not biologleally equivalent products, 142
‘Thia study probes the chemical differencea between LMW
heparins by using the recently developed technique of
oligosaccharide mapping, ¥ Two oligosaccharides with
unigue sequences are Jsolated from these LMW heparins
and their atructures characterized. These unusual ge-
quences represent artifacts Introduced in the depolymer-
ization process and may play & role in the biological activity
of & particular LMW heparin.’® ‘ ;

Results | .
The LMW heparine studied represented bulk drug

preparations and thus were initially assessed far ash con- :

tent (Table I), The ash content of the LMW heparing

ranged from 12.9 to 34,7 wt %. TIn addition, the ash con- -

tent of a pure, salt-free, hokasulfated tetrasaccharide
having & molecular formula CyHy05iN,8eNag was de-
termined to be 39.1%. On the basia of the ash content of
this standard and Its thres sulfates per 'disaccharidé unit,
the degrea of sulfation of gach LMW heparin was ooti-
mated. The LMW heparins all contained <7 wt % salt
83 measured by conductivity usivg a potassium chloride

standard curve, with LMW heparins F, G, and C h;aving'-

the greatest conductivity,

The molecular weight and dispersity of each LMW was™
measured by uslng gel permeation HFLC using UV de. ‘

tection and are presented in Table I, Molecular We:lghta
ware verified by viecometry'® and by gradient polyacryl-
amide gol electrophoresis (PAGE) (Figure 1). Gradient
PAGE not only provides both an estimate of moletular
weight and dlspersity (Table IT) but also, beoause it is &
high-resolution techniqus, gives information on the pres-
ence and distribution of oligomer and polymer chaihs of
defined length or degree of polymerizatiion (dp).

(10) Barzoweliffe, T. W.; Curtis, A, D.; Tamlison, T. I,; Hubbard, *

A, R.; Johnson, E. A; Thamay, D. P. Thromb. Haemostasis
1986, 64, 676, )
(11) Fareed, J.; Walenga, J. M,; Racanelli, A} Hoppensteddt, D.;
Huan, X.; Mesamore, H. L. Haemaataals 1988, 18, 33.
(12) Fareed, J.; Walenga, J, M.; Hoppensteadt, D.; Huan, X.{ Ra-
canelli, A. Haemostosls 1988, 18, 8.
(19) Ries, K. G.; Rottink, M. K.; Linhardt, R, J. Biochem. J, 1087,

H. M,; Laganathan, D. Biochermn. J. 1988, 954, 7a1.

(16) Larsen, A, K.; Linhardt, R, J; Rice, K. G;; Wogan, G.; Langer, ‘

R. J. Blal, Chem, 1989, 264, 1570,

(18) Hoppensteadt, D;; Masters Thesis, Layola Untverslty Medical .

Center, 1989,
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Figure 1. Stained gradient polyacrylamide gel of intact heparina
and LMW hepating. Lanes contain the follawing (100 pg): A,
Hep A poreine mucosal PM16885; B, LMW-Hep B, CY21§; C,
LMW-Hep C, CY222; D, LMW-Hep D, Kabi2165; E, LMW-Hep
E, OP2123; F, LMW-Hep F, RD heparin; G, LMW-Hep G,
PK10169; H, LMW-Heap H, LHN-1; and I, Hep-I bovine lung
16F0188.

Table IIT. Activity of LMW Heparina
' HCll-madiated ATII-mediated® USP

antifactor 1la:  antifactor Xa,  activity,

sample ICy, wg/mL unita/mg unjts/mg
Hep Aporo 15 172 143
Hep B GY214 4.6 95 45
Hep|C CY222 50.0 58 28
Hep:D Kabi 2166 17.0 142 %
Hep'E OP2123 19.0 82 80
Hep'F RD hoparin 23.7 60 72
Hep'G PK10169 50.0 83 65
Hep H LHN-1 190 86 8
Hep T bov (b) nd 165 160

o Antifactor Xa activity was measured agalnst NIBSC LMW he-
parir standard. Data from gef 12, SUSP activity was messured
agaln;et the USP K-1 atandard heparin. Data from ref 12,

The antithrombin I1I (ATIII) mediated antifactor Xa
activity of each LMW heparin (measured on a relative
basis against the NIBSC LMW heparin standard) and the
USP, activity (meagured againat USP K-1 heparin stand-
ard) have been previously reported!3 and are presented
in Table ITI along with the their heparin cofactor IT (HCII)
mediated antifactor Ifa activities, Since a heparin (or
LMW heparin) standard having defined HCII mediated
antifactor ITa unitage is not available, we have chosen
instead to express this activity in terms of an ICs, valuel”
(Table.111),

The LMW heparing were each depolymerized with he-
parinilyase and oligosaccharide maps were constructed by

. using'gradient PAGE and strong anion ezchange (SAX)

HPLC (Figures 2 and 3). Componenta within each map
were identiﬁed and their concentrations were measured

i .
(17) Kim, Y. 8 Linhgedt, R. 3, Thromb. Res, 1989, 53, 65.
|

|
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‘ Table IV, Oligosaccharide Components of LMW Hepating ;

Oligosaccharide Mapping of Low Moleculdr Weight Heparins

Journal of Medicinal Chemistry, 1990, Vol. 83, No. 6 1641
i

) ! tal of
u of oligosaccharide/100 pg of heparin®™ ollgo?acchaxides
sample 1 2 4 b 7 8 ¢ in pg/100 ug of heparin®
Hap A pore hep 112 23.39 820 l 893 10860 - .88 81.07
Hep B CY216 1.00 22,51 ¢ 1.29 8.69 b.51 - 3.27 45.94
Hep C CY222 0.66 10.88 278 ' 261 284 - 2.24 21.28
Hep D KABI2186 0.6 20.27 4.60 7.09 11.01 ~ 7.80 60.21
Hep E OP2123 1.95 93.00 642 7.80 6.36 150 1.04 §8.96
HepFRD heparin 160  5080| 982 153 1091 - 4% 10231
Hep G PK10169 162 40.14 2.06 24.94 12.00 2,60 5.21 80.55
Hep H LHN-1 2.60 66.03 6.39 | 16.36 17.62 2.08 6.18 105.18

GleN28(1=+4)-w-L-Id0AZS(1—4)-a-0-GlcN236S; 5, AUA2S (1
GloN25685(1—4)-a-1-TdoA28(1~+4)-a-p-GleN2SES; 8, AUA2S(

(1-+4)--D-GleN2869(1~+4) --L-IdoA (1-+4)-a-D- GIeNA S (1—4)-f-D-GloA (1-+¢)-o-0-GIeN2S3368, Haparln content determined by car-
bazole asaay; ref 20. *The assignments of allgos?ccharide 8 in|Hep G and Hep H and 9 In Hep F aro based on coelution of the peak with

atandard samples,
A.B.0 P B F 6 H I

\ !

Figure 2. Btalned gradlent polyacrylamide gsl :‘ahowi_ng oligor
sacchatride maps of heparin lyase depolymerized heparins and
+ LMW heparins. Lanes contain the following (100 ug): 4, Hep
A porcine mucosal PM16885; B, LMW-Hep B, CY216; C, LMW: )
Hep C, CY222; D, LMW-Hep D, Kahi2166; E, LMW-Hep B
OP2123; F, LMW-Hep F, RD heparin; G, LMW-Hep G, PK10169;
and H, LMW-Hep H, LHN-1. Lane I contains partially (80%)
depolymertaed Hep-I boviné lung (a) 16F0188, thé major bands
in this lane correspond to rapeating trisulfated disaccharlde ol
igomera ranging from dp 2 (M, 865) to dp 30 (M, 9675).

by SAX-HPLC sgainst standard curves generated by using!
defined oligosaccharide standards (Table IV).| Major and,
previously unidentified peaks were observed In the SAX.-|
HPLG chromatograms of heparin lyase depolymerized
LMW heparins prepared with use of nirous acid and
LMW heparins prepared by oxidative depolymerization
(Figures 2 and 3). These components were iSolated and
purified, and their structures were examined by using|
800-MHz 'H NMR and fast atom hombardinent (FAB) ;
mass spectral methods (see Experimental Section), To- .
gether with the known specificlty of heparin lyase’ and

L i

(18) Rice, K. G. Linhardt, R. J, Carbohydr, Rej. 1989, 190,
219=233. t '

!

|
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Figure 8, SAX-HPLC oligosacchaside ncaps of heparln Iyase
dapolymerized heparin and LMW heparins: A, Hep A poreine
mucosal PM16085; B, LMW-Hep B, CY216; C, LMW-Hep C,
CV¥222; D, LMW-Hep D, Kabi2165; E, LMW-Hep E, OP2128;
F, LMW-Hep F, RD heparin; G, LMW-Hep G, PK10168; and H,
LMW-Hep H, LHN-1, Peaks are labeled which correspond to
+oligocaccharides 1-8.

‘the known chemistry of the nitrous acid® and oxidative’
depolymerization reactions this spectral data establishes
structure;s for the unusual product resulting from nitrous
acid cleavage. The ollzosaccharide arising from oxidative
‘cleavage could not be rigarously established owing to lta
jnstability, and a tentative structure 3 for the oligos
saccharide 1 proposed.

The ATIII-mediated antifactor Xa activity of each
LMW heparin correlated only poorly with the number of
AT III binding sltes in sach preparation calculated from
the oligosaccharides containing the characteriatic'®® 2
‘deoxy-2~m;zlfamjno-a-n-glucopyranose 3,8-disulfate residue.

1

(19) Lindahl, U.; Backatrdm, G.; Thunberg, L. J, Biol. Chem. 1883,
258, 9926,

(20) Atha, D,; Stephens, A, W.; Rosenbezg, R. D, Proc. Natl. Acad,
Sci, U.S.A. 1384, 81, 100, ‘

1

a(ligoasccharides atructures are as follows: 1, AUA2S(1—4)-a-D-CleN2S; 2, AUAZS(1~+4)-a-D-GleN2S6S; 4, AUALS(1-+4)-c-D-
e+ D-BlcN2368(1—+4)-A-D-GlcA (1-+4)-o-D-GleN286S; 7, AUA2S5(1~+4)-ca-D-
—+4)-a-D-CloN2568(1~+4)-§-D-GlcA(1-+4)-¢-D-GlcN25356S; and 9, AUA2S-
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The HCII-mediated activity of the LMW heparins failed

to correlate to the concentration of any of the six oligo-
saccharides of known structure sesn in the SAX-HPLC
maps (Figure 3). Neither the molecular weight (Table IT)
nor the degree of sulfation (Table I) of the LMW heparins
correlated to the HCII-mediated anti factor ITa activity

(Table III).\ '

Discussion

LMW heparin was recently introduced as a heparin
substitute? Clinical studies using LMW heparin in a va-
risty of medical applications continue to demonstrate both
ita efficacy as an antithrombotic agent and its decreased
toxic slde effects compared to the parent drug, unfrac-
tionated heparinf Size fractionation of commercial (gly-
cosaminoglycan) heparin (M, 5000~40000, M, (av) 14000)
results in a LMW heparin having the characteristics of
heparin with reduced molecular welght, This LMW he-
parin (M, 5000-8000) represents less than 15 wt % of the
commerclal produet,1” making this approach to preparing
LMW heparin unprofitable. A more practical approach
ta preparing LMW heparin Is to reduce the average mo-

lecular weight. of heparin by partial chemical or enzymatic -
depelymerlzation, Manufacturers have approached this .

depolymerization by using several different methods in-
cluding (1) deaminative cleavage at N-sulfated glucosamine
residues using nitrous acid followed by reduction of the
tesulting anhydromannose reducing end sugar;® (2) oxi-
dative cleavage of heparin at the free vicinal diol fune-
tionality present in unsulfated glucuronic and iduronic acid
residues;” and (3) eliminative cleavage either enzymatically
at the glycosidic linkage between a 2-sulfated glucosaming
residue and 2-sulfated iduranic acid,® or chemically by first
forming the benzyl ester of iduronic acid followed by

base-catalyzed g-slimination and hydrolysis® Recent -
studies have demonstrated tha bioinequlivalence of LMW -

heparin preparations.!? |

Analysis of the intact LMW heparins (Tabls I) indicates
that there are substantial differences in their residual ash
content. Since the samples shawed similar conductivities
and wers each dried under uniform conditions to obtain
a consistent water content, the difference in thelr ash
content Is primarily attributable to the different relative

degree of sulfation of these LMW heparins, Tha weight.

and number average molscular weights ind dispersity of

the LMW heparins also showed marked varability (Table*
ID). The usa of high-resolution gradient PAGE revealed -

a remarkable level of variation in the presence and dis-
tribution of polymer ehains of defined dp (Figure 1). These

data confirm the differences in the molscular weight and

polydispersity of LMW heparing and clearly demonstrato
the chemieal inequivalence of commereial LMW héparins.
While the data shown in Tables I and IT and Figure 1
measure the physical-chemical propertles of the LMW
heparins, they do not permit the correlatlon of differences

in any specifie structural feature or features to the bio- -

Linhardt et al.

inequivalence of these preparations (Table INI).
Oligosaccharide mapping of these LMW heparins was
undertaken to chtain the structural information necessary
to begin to establish a structure-activity relatlonship,
Oligosaccharide mapping of acidic polysaccharides is an
approach comparable to the peptide mapping of pro-
teins.l%4 LMW heparin is first depolymerized enzymat-
ically and then fractionated by either using gradient PAGE
or SAX-HPLC. By use of standard oligosaccharides,
specific aequences within the polymeric substrate can be
identified and quantitated, The results of mapping these
LMW heparins are given in Figures 2 and 8 and Table IV,
We had previously reported that for commercial hepax:ins,
ATII affivity fractionated heparing, and charge-fraction-
ated heparins the concentrations of ATIII binding sites,
present within a heparin preparation, correlates to its
ATIII mediated antifactor Xa activity.'!? Although a
similar relationship was observed In this study for LMW
heparins, a poor correlation was observed, possibly due to
the narrow rango of the actlvities,'™? We had previgusly
reported that the HCII-mediated entifactor IIa activity of
heparin fractionated by fon-exchange chromatograghy or
HClIl-affinity chromatography, correlated well with their
degree of sulfation, their molecular weight, and their
content of fully sulfated oligosaccharides 2; 7, and 8.7 The
HCII-mediated antifactor I1a activity of LMW heparins,
however, only poorly correlated to the relative concen-
tration of oligosaccharide sequences having a high level of
sulfation (RS = [2+7 + 8)/{1 + 4+ 5+ B8 +9]). LMW
heparins D, B, F, and H have an RS >0.67 while LMW
heparins B, C, and G have an RS <0.63. Neither the
degree of aulfation, as determined from ash content (Table
1), nor the molecular welght (Table II) of the LMW he-
parins correlated to the HCII mediated antifactor 1a ac-
tivity,
One unusual feature of the oligosaccharide maps of
LMW heparins (not previously observed In commerpial
heparins'®) is the presence of major unidentified oligo-
saccharides (Flgures 2 and 8). We postulated that these
might be the result of a chemical modification in the he-
parin introduced during the depolymerization reaction.
The unidentified oligosaccharide formed in the nitrous acid
depolymerized products accounted for 120 nmol /mg of the
total oligosaccharide mixture. The nanomoles of this
product is approximately 40% of the nanomoles of LMW
heparin C, conaistent with this unidentified oligosaccheride
arising from the reducing end of each polymer chain
formed during nitrous acid depolymerization, Fast atom
bombardment mass spectral analysis (FAB-MS) of this
oligosaccharlde showed a distinct molecular ion at m/z
1190 consistent with a pentasulfated tetrasaccharide.
Analysis of the 800-MHz 'H NMR spectrum revealed
that the nonreducing end sugar realdue is AUA2S (4-
deoxy-2-0-sulfo-a-L-threo-hex-4-enopyranosyluronic acid)
as shown by the clefinic proton signal at 5,99 ppm and an
anommeric proton aignal at 5.51 ppm. The other two
anomeric proton signals séen at 6,44 and 5.19 ppm cbuld
be assigned to the Internal dlsaccharide, —4)-a-D-
G1eN2865(1~+4)-a-L-IdoA2S (1— (Ido4, iduronie acid).?
The presence of only three anomeri¢ proton resonances
and only one H-2 resonance at 3.31 ppm, asslgnable to the
internal 2,6-disulfated glucosamine, suggested that the
reduéing end sugar {s ring contracted. Structure 6 was
proposed on the basis of these NMR and mass spectral
data and consistent with hoth the specificlty of heparin

(21) Merchant, 2. M; Kiw, Y. 9.; Rice, K. G.; Linhardt, R. J. Bio-
c:hem. J. 1985, 229, 369.
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Qligosaccharlde Mapping of Low Molecular Weight Heparina

' Jyase®® and the known chemistry of nitrous acid depolym-

erization of heparin.é#? Two-dimensional homonuclear
correlated spectroscopy (COSY) (not shown) confirmed the
structure 6. Starting from the olefinic proton signel (599
ppm) of the nonreducing end, AUAZ2S, all proton reso-
nances of this residue are easily identified as follows: 4,33
(H-9), 4.62 (H-2), and 6,51 (H-1) ppm. Thesg data are
conslstent with those reparted for AUA2S residues of ol-
igosaccharides uprepared by heparin lyase de-

lymerization.¥ The anomeric proton resonance (5.44
ppm) of the internal GleN2363 residue showed connéc-
tivity to the H-2 resonance at 3.31 ppm which in turn
showed cross-peaks with the H-3 resonance at 3.65 ppm,
confirming that the C-8 position is ungulfated. The cou-
pling network of the internal IdoA28 residue was also
easily identifiable and led to the following assignment: 6,19
(H-1), 4.30 (H-2), 4.21 (H-9), 4.18 (H-4), and 4.81 (H-5)
ppm. Finally the signals of the reducing end were iden-
tlfied beginning with the H-1 and H’-1 signals seen at 3,71
and 3,77 ppm, respectively. Both of thege signals showed

LMW heparine aré not chemlcally equivalent.
: f erences are ﬁnman!ﬁ E{Ee resull of Iée chemlcal or enzy-
matic process used in their dopolymerization. The chem-

N33 P

I

b
Journal of Medicinal Chemistry, 1990, Vol. 33, No. 6 1643

oxidative cleavage of uronic acid residues present In he-

parin,® the inatability of this olizosaccharide and ite

breakdown to an unsaturated disulfated dlsaccharide,
LMW heparins prepared by either enzymatic or chem-

" eal f-eliminative cleavage contain unsaturated uronic acid
« at their reducing end as demonstrated by an abserbance

maxima at 292 nm in the Intact LMW heparin (Table I).
The presence of this unucual sugar residue, in the drug,
may act to block its biotransformation in vivo (as has been
reported for oligosaccharides having thls same atrictural
feature'®) slowing its rate of clearance. Similarly, the effect
of alterad reducing ends, now established to be present in
LMW heparins prepared through nitrous acid depolym-
erizatioh, on in vivo biotransformation needs to be gxam-
ined. : . '
In cofcluslon, this study demonstrates that commercial
The dif-

fcal mequlvalénce of these preparations results in different

15/11
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cross-peaks with the H-2 resonance at 4.00 ppm that in  molecular weights, degrees of sulfation, and oligasaccharlde .
turn showed connsctivity to the H-3 resonance at 413 °~ maps. These altered physical-chemical properties affect o
ppm, confitming that the C-8 position bears a free hydroxyl ~ the antic’oé@,ant activities of LMW heparing aking them | @
group. These data are comparable to those reported for biolneauivalent. inally, alf the LMW heparins prepared .
& similar ring-contracted tetrasaccharide prepared by b chemical or enzymatic depolymerization contain certain
nitrous acid depolymerizatlon of bovine lung heparin® It = modified sugar residues, at either their reducing or non-
is, however, unusual that the ring-contracted anhydro- reducing ends. The effect of these modified sugars on the
mannose reducing end is found primarily in a single oli- . biological activities of the various LMW heparins requirefs .
gasaccharide component, This result suggesta seloctivity additfonal investigation. '
of nltrous acid toward certain 2,6-disulfated glucosamine  ° Experinﬁ:enta] Section
Materlals, Low molecular weight heparins oblained as bulk _ .

reisid:es wit?iz;) the heparin polymer. The unexpected
selectivity of this reagent requires additional atudy on : ;
structurally defined substrates. ' g’ﬁf&%‘;ﬁﬁ ’é’w?’z“g‘zmﬁf,ffé“ ILII‘ICI\I;V‘E? Iéhmfi'y’iﬂ'o?ftf:ﬁsu%m'
The unidentified ollgosaccharide formed in the oxidative  France, Fragmin, KABI 2165 (lot no. DXN 75), KabiVitrum,
depolymerization of heparin occarred in 18% of the chains} Stockholm, Sweden, Fluxum OP 2128 (lot, no. LMW 2123),
repregenting a somewhat lower amount than anticipated Opoerin, Corlo, Italy, RD heparin (lot. no. 11885), Hepar In-
from the molar concentration of the LMW heparin from  dustsies, Franklin, OH, Logiparin, LHN-1 (lot. no. F 85030), Novo
mhlch it was derived. This suggests that less than half o(‘ Industries;h Cope?(l;algeg. Denmarl& Enox&;%oarin.FPK 1016% (lgt
the LMW heparin chains carcy the sequence conteined in 1. 781), Pharmuka Labozatories, Gennevillts, tance, and the
this unidentifi . _ .+ first Internationab-LMW heparin standard 85/600 (1000 IU;
tified oligosaccharide, Several attempts to freeze-dried in an empule), NIBSC, London, England. Porcine

unsmbiguously esteblish the structure of this oligo-i anucosal heparin, sodium salt (160 units/mg, lot no. PM16885)
was from Hepar Industries. Bovine lung heparin, sodium salt (a) .5

sa«l:;};aride failed. An oll%ozacgharide having four to five

sulfate groups was isolated by SAX-HPLC in L3% yisld: (149 units/mg, lot no, 16F0188) end (b) (140 units/mg, |
c . ) , g. lot no.
E}l]"el. gxpe’rc;.‘gd yiold was t4% btased o;: analytxclz;'l Sé%ii-i 0324B) were from Sigma Chamécal Co. and Upjohn Co., Kals-
. is component ran true when reanalyzed by!  mazoo, MI, respectively. Standard USP (Bethesda, MD) K1
SAX-HPLC and gave a band on gradient PAGE analysiii he?:ﬁn (366 un;;ts ;HL;, was ?Jsed. Homogeneous, structurally
F Um(rifg (B]hghtly ahead of a pentasulfated tetr'asaccharide! definad heparirgo}llgosacc‘iﬂ:aride gtar;:axiie we‘rle prepa;;d ‘{wm
wstanderd (4 in Table IV), High-field NMR analysis on 800 porcine mucosal heparin'® and bovine lung heparin® Anti-
7 #E of sample required that itgbe held at roogmn ;ela?nperahne ; &ﬁﬁ“}ﬁé‘;": gegﬁgge?:‘;cﬁzﬁggﬁ?&ig;ﬁ; 5;‘,”’,:;:3‘3‘;2"

; n 1) a

or 1 h. The spectrum shoyved the samp l'e to b.e a complex l or purc}fuaéd from KabiVitrum and Diagnostica Stago, Asnieres,
mixture, Appearance of signals of a major component at France, respectively. Factos Ila (thrombin) from Ortho
5.99 and 6.61 ppm indicated that its nonreducing end sugar | D?:;n;;éce:pacarlitar{ NJ al":ﬂg{or Xa w;: rft:'om E:,:;me Rese'ftxrch
was AUA2S and a signal at 2.05 ppm was attributed tothe, Laboratories, South Bend, IN, and chromogenic substrates wers
i rost Recsalosof i smple oy SAKHPLE | Gomtian 8 L2357 was papies o Pltobacteria -
0 818 sampie - eparinase, Llrl) Wi ared [rom Liavobacterium ne-
conflrmed that it had d‘gcomposed. Ma!;y nz;npr products E pa‘rlt?numa“'2 and purified [Q’u'ifﬁ‘s’ (umol /min)/mg] o catalytic
were observed in addition to a predominant, unsaturated ' purity®  All regents used In slectropheresis wore from Fisher
dlsulfated disaccharide. The low recovery °f§3 by S8AX- l Chemical Cé., Fairlawn, NJ. Carbazole was from Sigme Chermical

HPLC had also suggested that decompositionwas taking
place, A tentative structure for oligosaccharide 3 is pro- |
posed on the basls of the NMR data which is.consfstent
with the specificity of heparin lyase,™ the melchanism of l
| :
(22) Huckarby, T. N.; Sanderson, P. N.; Nieduszynsl;tl. 1. A Car-

!
!
§
s

0, i
Electrophorests was performed on a Hoefer (San Francisco, CA) .
SEA00 vertical-slab-gel unit equipped with a Bio-Rad (Richmond, .
CA) Model 1420B power scurca, Desalting was performed with |
Spectropors dialysis tublng (M, eut-off 1000) from Spectrum
Medical, Los Angeles, CA, or with a P-2 gel desalting column from
Bio-Rad. Gel permeation HPLC wes performed with a TSK 3000

'
L

bohydr. Res. 1888, 184, 16. ;

(29) Loganathan, D.; Wang, H. M.; Mallls, L. M.; Linherdt, R. J., l
Blochemisery 1990, in press.

(24) Galliher, P. M.; Cooney, C. L.; Langer, R.; Linhardt, R. J.
Appl. Environ, Microbiol. 1981, 41, 860. i T

| |

|
j , ; ! l.I_
b P

|
{
{
i

(%) K ¥ 8 Loe, K. B Linhordt, B, J. Thramb, Res, 1968, 21,

‘ 97,
' (26) Yang, V. C; Linhardt, R, J.3 Berstein, H.; Cooney, C. L.y Lan-

gor, R. J. Biol. Chem. 1985, 260; 1849,
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column (30 X 0.75 cm) on a Waters 840 llquid chromatography
system equipped with a model 480 multiwavelength UV detector
and a Digital 300 serfes minicomputer running Waters 840
software spacifically designed for applications in the molecular
welght determination of polymers, Sttong anion exchange HPLG
was performed with & Phase Separations (Norwalk, CT) Spher-
isorb (analytical column, 4.6 mm X 25 ¢m and semipreparative
column, 2 cm X 26 cm, both were & um particle size) column on
dual LDC (Riviera Baach, CA) Constametrio 11 punips and a
variable-wavelength UV-§ detecter fram ISCO, Lincoln, NE.
Gradlent control and data collection ueed an Apple Ilo micro-
computer tunning software from Interactive Miesoware, State
College, PA. Conductivity was meaaured with 8 solution analyzer
4630A from Amber Scientifle, San Dlego, CA. Residual ash
analysis was performed by Desert Analytics, Tucson,AZ.

NMR apectroscopy was performed in *Hz0 (99.698 gtom %)
with TSP-D, (99+ atom %) ap internal standard both from
Aldrich Chemical Co., Milwaukee, W1, on a Bruker AM600 (H
at 600 MHz) spectromater. The two-dimensional COSY-45 ex-
poriment?” was run in the absolute magnitude mode with standard
Bruket software on a Bruker WM 360 spectrometer equipped with
A_SPEC’I‘ 2000 computer. A spectral width of 1404 Hz In both
dimensions wassused to eollect a §12 X 2048 data matrix with 18
translants for each of the 512 experiments. The matrix was
transformad by using sine-bell window functions in both di-
mensions. The sample concentration wag about § mM, Maes
spectrometry was performed on a VG Analytical ZAB-HF spec-
trometer operating under FAB mode.® '

Preparation of Low Molecular Welght Heparia Ssmplea.
Stock solutions of LMW heparins were prepared by dissolving
bulk drug at 20 mg/ml in distilled water, Porcine and bovine
heparins were dialyzed exhaustively sgainst 100 volumes of
distilled water, freeze-dried, and prepared at 20 mg/mL.

Analysls of Intact LMW Heparine. Stock solution of each
LMW heparln (150 uL) was transforred to a sample contsiner,
freeze-dried. and analyzed for residual ash, A heparin sample
(fmd a salt-free asmple of hexssulfated tetrasaccharide) was
similarly treated and was analyzed for ash content, A determi-
natlon of the uranl¢ acid content: of each stock solution was made

with carbazole.?? Each stock solution (100 uL) was diluted.
100-fold with distilled waler, and the conductivity was detarmined

at 26 °C. |

Moleeular Weight Profiling of LMW Heparine. Prior to
their use, each gel permeation column was calibrated with a
collection of anlonic polymers serving as molecular welght
standards:® LMW heparin (20 xL., 10 mg/mL) was injected on
the column and eluted with 0.5 M sodium sulfate at a flow rate
of t mL/min end eluant was monitored at 206 nm. Values for
retention time (tg) and polymer dispersity (D) wera detesmined
and used along with the knoom molecular weights of the standards
to caleutata a calibration curve by the third polynomial regzession
with coefficlants Dy, Dy, Dy, and Dy Molecular weight waa cal-

culated with the use of eq 1. The total ares under the elution
MW = Do + Dl(tﬂ) + D,(tn)z + Da(tn)a (l) .

curve was determined by Integration. The computer also cut the
eurve into 50 equal time slices resulting in 50 MW and tp values
whi'c)) could be used to determine D. The molecuar weights wete
verified by viseometry.'§ The molecular welght and dispersity
of ntact LMW heparln samples were also examined with gradient
polyacrylamida gel electrophorests (PAGE).™ LMW heparin (140
L, 40 mg/mL) was analyzed on a gradient gel (12-22% linear
gradient of total acrylamide) stained with alcian blue.!® Average
molecular woight was estImated from an oligosaccharids ladder
of bands (degree of polymerlzation (dp) = 2-30) of partlally (80%
complstion) depolymerized bovina hepatin.

Actlvity of LMW Heparins, The antithrombln IIl mediated

antifactor Xa activitles of LMW heparing were measurad agalnet

a dtandard curve constructed with use of the NIBSC standard

(27) Negayams, K. Kumar, A; Wuthrlch, K.; Ernst, R. R.J. Magn.
Reson. 1980,-40, 821,
(28) Mallls, L. M.y Wang, H. M,; Loganathan, D.; Linhazdt, R. Jd,

Anal. Chem. 1989, 61, 1453.
(29) Bitter, T'; Muir, M. H. Anal. Biochem, 1962, 4, 830.

N33 p

Linhardt ¢t al.

a3 previously reportad.t The heparin cofactor Il mediated an-
tifactor 1la activities of tha LMW heparin samples ware deter-
mined with use of an amidolytlc assay, Heparin or LMW heparin
{0, 3, 6,and 3 zL of 1 g of heparin/mL of distilled watet) was
added to 50 mM Tis=hydrochlorlda, 7.6 mM EDTA, and 150 mM
sodium chloride, pH B4 buffer (940, 337, 334, and 331 uL, re-
gpactively). Heparin cofactor 1L (10 4L, 600 pg/mL in saline) and
factor 1a (50 uL, 6.67 NIH units) were then added to each tube.
Following incubation for 1 min at 37 °C, 200 pL of chromogenic
substrate (0.75 mM Chromozym Th or Spectrozyma Th In distled
water) was added. The change in optical density at 405 nm was
monitored for 1 min. Heparin {in micrograms) va log Ayps WES
plottad. The ICy for each heparin sample was determilned from

lts own standard curve by eq 2. |

0.5 = [AAgs With O pg/mL heparin - |
" Adygg with (ICs) pg/ml, heparin] /[Ad s with 0 ug/mL
‘ hepatin ~ A4 without factor 1la] (2)

1 Ollgosaccharide Mapping of LMW Heparins, LMW he-
parin (50 4L of 20 mg/mL) was added to 426 xL of 0.2 M sedium
chloride and § mM sodium phosphate, pH 7.0, Heparin lyase (25
4L, 0.016 TU) wes added to make the toval solution volume 500
L. The reactions were run at 30 °C to completion in 8 h and
terminatad by heating to 100 °C for 1 min. Depolymerized LMW
heéparin was analyzed by strong anion exchange HPLC by injecting
two concentrations, 40 /40 pL and 4 g/ mL, onto the Spherisorb
column equilibrated with 200 mM sodium chloride at pH 35, The
gample wag eluted with use of a linear salt gradient from 0.2 M
to/1.4 M over 80 min at a flow rate of 1.5 mL min. The elution
profile was monitored at 292 nm, 0.02 AUFS. Peaks were ten-
talively Identified by either coolution with an authenti¢ sample
or/retention time. Dapolymerized LMW heparin was analyzed
with use of gradient PAGE by adding sample (40 uL of 40 pg/mL)
to'a stacking gel of 5% (total acrylamide) with a 12-22% linear
gradient resolving gel ¥ After 400 Y was applied for 16 h (running
a bromophenol blua marker 20 ¢m into the resolving gel), the gel
was fixed and stained in alcian blue and destalned.™® The bands
were tentatively identified by comigration with suthentic
standards. :

Isolation and Characterizatior of Unusual, Modified
Oligosaccharides Preseat in LMW Heparins Preparsd with
ths Use of Nitrous Acld and Oxidative Depolymerlzatlons.
Twenty five milligrama of LMW hepatin CY 222 and 100 mg of
RD heparin were-depolymerlaed as deseribed aboye with use of
375 and 1500 mIU of heparin lyase, respactively. The resulting
oligosaccharide produats were dessltad with use of 8 2.5 X 45 cm
P-2 column eluted with water at a flow rate of 2mL/min, After
frebze-drying, each sample was reconstituted in 100 mg/mL of
water and applied to a semipreparative strong anion exchange
HPLC column!® to obtain the oligesacchsrides of Interast. The
recovered oligosaccharide (3 (1.3 mg), b (2.5 mg}) was desalted,
fre¢ze-drled, and reapplied to the same HPLC column. Following
fingl desalting and freeze-drying, oligosaccharides 3 and 6 were
andlyzed to be >86% and >95% pure, respectively, by analytical
strong anion exchange HPLC and gradlent polyacrylamide gel
eloctrophoresis. After each sample was thoroughly exchanged
with 2H;0, 'H NMR was obtalned on each sempla at 600 MHz
with TSP a3 an Internal standard. The FAB mass spectrum of
oligosaccharide 6 wea obtained with use of a triethanolamine
matrix.2® “

Oligosacchaxide 6 gave a molscular lon at m/z 1190 (M- Na*)*
when analyzed by FAB-MS corzesponding to CysHasOs NS Neg,
H ?\IMR (D,0) (sugar residues of this tetrasaccharide are des-
Jgndted as A—~B—~C—D): residua A, § 551 (d,J = 2.2 Hz, 1 H,
1i.1), 462 (m, 1 H, H-2), 4.92 (m, 1 H, H-3), 599 (dd, Jo = 4.8
HzJy, = 1.2 Hz, 1 H, H-4); residue B, 544 (8, Jy2 = 36 Hz, 1
1. B0, 8.9 (dd, Jy, = 36 He, Jyy = 106 Hz, 1 H, H-2), .65
(m, 1 H, H-9), 3.80-4.40 (m, 4 H, H-4, H-5, H-6, and H*.6); residue
C,5.19(d, J;, = 9.1 Hz), 4.30 (m, 1 H, H-2), 4.21 (m, 1 H, H-9),
4,16 (m, 1 H, H-4), 4.61 (m, 1 H, H-6); residua D, 8.77 (m, 1 H,
H-1), 871 (m, 1 H, H-1), 4.00 (m, 1 H, H-2), 4.13 (m, 1 H, H-9),
4.16 (m, L H, H-4), 4.10-4.30 (m, 9 H, H-5, H-8, and H-6).
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Synthesis and Structure—Activity Relationships of 5-Substituted ,
6,8-Difluoroquinolones, Including Sparfloxacin, a New Quinolone Antibacterial
Agent with Improved Potency!

Toruyuki Miyamoto, Jun-lchl Matsumoto,* Katsumi Chiba, Hiroshl Egawa, Koh-ichiro Shibamori, Akira Minamida,
Yoshiro Nishimura, Hidetsugu Okada, Masahiro Kataoka, Masahlro Fujita, Tohru Hirose, and Junjl Nakano

\

Research Laboratorjes, Dainippon Pharmacetitical Company, Ltd., Enoki 33-94, Suite, Osaka, 564, Japan.
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A series of b,7-disubstituted 1-cyclopropyl-6,-diflvoto-4(LH)-oxoquindline-3-carbosylic acids (10-36) wers prepared;
the C-6 substitusnt In these compounds comptised halo, hydroxy, mercapto, and amino groups and the C-7 funcho_nal
group Included varicualy substitutad piperazines. In vitro antibacterfal acreoning results indicated that the amino
group was optlmal among the C.5 substituents. A combination of the C-5 amino group apd the C.7 3,6-di-
methylpiparazinyl appendage in this series conferrad the best ovarell antibacterlal property with lack of gdverse
drug interactions, Compound 36k [named eparfloxacin, otiginally AT-4140, 5-amino~1-cyclopropyl:6,8-d|ﬂuor9- '
7-(cis-3,5-dimethyl-1-piperazinyl)-4(L H)-oxoquincline-8-carboxylic dcid] was superior to ciprofloxacin ln_ both in
vitro and In vivo potency and hence was selected 494 promising c%ndldate for an Improved therapeutic agent.

During recent years, much attention has increasingly B0 o .
been given to the synthesis of quinolone antibacterials as A7 ; COOH F. COOH - {
a . P Z - -

a source of new agents,? Succesaful chemical modifica- i1 A ]
N A= NTYZTN
| L/
R( 1
N

tions? in this area to date are realized especially at positions SRy

-1 (ethyl, fluorcethyl, cyclopropyl, fluorophenyl, and ,&.,

methylamino), C-6 (fluoro), C-7 (4-pyridyl, piperazinyl, and Z-R=NorG-R' 2:ZwN,A'=CqHs. R=H (enoxacin)
aminopyrrolldinyl), C-8 (fluoro and chloro), and N-1-C-8 ) _ 8:22 CH, A' = ¢~ GyHs, R = H {cipcolloxacin)
(~CH(CHy)CH,CH - and ~CH(CHy) CH,0-) of the qui- . SR B s

nolones represented generically by 1. However, little abs 2o GF R' e ¢ Otk A m CH
attention has been paid to the role of C-5 substituents as B o Tene

class of agents; although several examples of C-6 variants,
including alkyl, halo, % pitro,% and amino® groups, have ™\ |
: [ RO—N N
\)\CH4

!

I
(
l

a possible contributor to the antibacterial prdperty of this | . CooH

|
: ' !
(1) This pepet is Pazt 14 in the terles Pyzidonecarbogylic Acida: i
1
i

as Antlbacterlal Agents, Part 13; Shibamorl, K.; Egowa, H.; 5 (ollexacln)
Nishimura, ¥; Mlyamoto, T.; Matsumoto, J. Chem. Pharm. X 0 ‘ |
Bull., accepted. | a F COOH ‘ i

(9). (2) Wentland, M. P.; Cornett, J. B, Annu. Rep, Med, Chem.‘ i
1985, 20, 145, (b) Cotnott, J. B Wentland, M. Ibd. 1985, - ' '
21,139, (¢) Fernandes, P. B; Chy, D, T\ W. Ibid. 1087, 22, 17! I R— N

(3) For raviaws, aee: (a) Albrecht, R, Prog. Drug Res. 1977, 21,0, +
(b) Chu, D. T. W.; Fernandes, P, B. Antimicrob. Agents Che- B3

i

mother. 1389, 34, 13). () Mitscher, L. A; Zaved, R. M3, A

Sharma, P, N, International Telesymposium on Quinoloneﬂ! | G1RL A= cls-3,5- dimelhyl, RaXaH

Farnandes, P. B, Ed.; J. R. Prous Science (Bart}eloua, Spain) | | 7:% whalogen, OH, 8H, NHy, ste. .
|

1989; pp 8-20. : '
(4} (a) Cecchetti, V.; Fravolini, A.; Fringuelli, R; Mascellani, G|  been reported, nelther extensive atructure-activity rela-
Pagella, P.; Palmioli, M.; Segre, G.; Ternl, P. Ji Med, Chem. - tlonships (SARs) of the C-6 function nor clinically useful
,11%87' ‘91,0,' %65' !(,b) Uede, H"EMi)'“'“"“v H; ?".‘"‘”m*’- Hi.  ggents (or even promising candidates) appended with a C-5
1989, 110, ax. Datent Appl, EF 287951, 1988; Ghem, Abetr. | gybetituont have been developed thus far. It seemed to
(5) (a) Fujlwg'm, T;; Fujimoto, M; Yokota, T. Japan Patent Kokal | us that thé su,bstibut{on at C-6 might influence actlvity,
58-210092, 1089; Chem. Abstr, 1984, 100, 18167K, (b) Moran, | because the C-6 pesition neighbors on the C-4 oxo group,”
D. B.; 2legler, C. B., Jr.; Dunns, T, 3.; Kuck, N,!A; Lin, Y.i, ' | ‘
J. Med. Chem, 1989, 32,1813. (c) Domagals, J. M.; Mich, T, - | :
F.; Nicols, J. B. US Patent 4057918, 1887; Chem. Abstr, 1987, {8) (a) Frank, J;; Rakocay, P, Bur. dJ, Med, Chem, 1979, 14, 81, (b) |
106, 102107q. (d) Miyemoto, T.; Kataoka, M. Nakeno, J.; _ Hayakaws, I; Tunake, Y. Japan Patent Kokei 57-149286, 1982;

Matsuonoto, J; Nakemura, 8, Japan Patent Kokal 64-9952, Chem.\Abstr, 1982, 98, 93117q. (e) Tanabe Seiyalcu Co. Japan
1989, . ' ! Patent Kokei 6874367, 1883; Chem, Abstr. 1984, 100, 51487y.
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Como resultado del examen definitivo, realizado con fundamento en el articulo 48
de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina, se le comunica:

1. Documentos estudiados
Descripcién: Folios: 34 a 51, 167 a 184

Reivindicaciones: Folios 52 a 54 Como se radicé inicialmente
Folios 142 a 145 modificadas.

Rta. del Solicitante: Folios: 152 a 191

Prioridad: Fecha: 21/07/2000, Pais: FR y Namero: 00/09572

1 Objeto de la invencidén

e Titulo de la solicitud: Mezclas de polisacéridos derivados de heparina, su
preparacion y las composiciones farmacéuticas que los contienen. Nimero
de folio: 1y 78.

Reivindicaciones 1 - 6: Mezclas de polisacaridos sulfatados que poseen la
estructura general de los polisacaridos constitutivos de la heparina.

Reivindicaciones 7 - 18: Procedimiento de preparacion de las mezclas que se

caracteriza por: '
Despolimerizacion de una sal de amonio cuaternario del éster bencilico de
heparina (sal de benzetonio, cetilpiridinio o cetil trimetilamonio) en medio
organico mediante una base organica fuerte (guanidina: 1, 5, 7-
triazabicilo[4.4.0] dec-5-eno y fosfacenos: 2-tert-butilimino-2-dietilamino-1,3-
dimetilperhidro-1,3,2-diazafosforina y 2-ter-butilimino- tris (dimetilamino)
fosforano) y de imidazolato de sodio

Reivindicacion 19: Composiciones farmacéuticas.
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El problema planteado en esta solicitud es la necesidad de compuestos
utiles como agentes antitrombéticos. Especialmente Gtiles para la prevencién
de las trombosis venosas, los accidentes trombéticos arteriales, especialmente
en el caso del infarto del miocardio. Generalmente utiles para la prevencion y
tratamiento de la proliferaciéon de las células musculares lisas, la angiogénesis
y como agentes neuroprotectores de la arterosclerosis y la arteriosclerosis.

Para solucionar este problema técnico la solicitud en estudio proporciona
mezclas nuevas de polisacaridos derivados de heparina.

Clasificacién Internacional de Patentes (IPC.): C08B 37/10, A61K 31/727

2 De la solicitud de Patente (segun el caso)

3.1Descripcién (articulo 28 D. 486)

o Realizadas las modificaciones a la descripciéon segun los requerimientos
realizados en el art. 45 es clara, y cumple con el requisito de claridad o
divulgacién completa en la descripcion. Por lo tanto cumple con el
requisito de claridad o comprensién de acuerdo al art. 28 de la Decisién
486.

3.2Reivindicaciones (articulo 30 D 486)

» Realizadas las modificaciones al capitulo reivindicatorio segin los
requerimientos establecidos en el art. 45 es claro y conciso y ademas esta
lo suficientemente sustentado por la descripcién por lo tanto cumple con el
requisito de definicién claridad, concisién o sustento por la descripcion de
acuerdo al art. 30 de la Decision 486.

4 Determinacion del Estado de la Técnica

La fecha que se ha tenido en cuenta para determinar el Estado de la Técnica
es:

Fecha de presentacion de la solicitud prioritaria 21/07/2000

o Consultadas las bases de datos con que cuenta la oficina y las otras
fuentes utilizadas para determinar el estado de la técnica no se encontré
documento alguno relacionado con el objeto de la solicitud.

5. Respuesta a los argumentos del solicitante:

e Se aceptan como validos los argumentos del solicitante en cuanto a la
validez del nivel inventivo del compuesto reivindicado como resultado directo
del proceso quimico o enzimatico utilizado para su despolimerizacion que al
ser inventivo por si mismo hace que sus propiedades fisicoquimicas y
biolégicas se vean alteradas alterando de esta forma las actividades
anticoagulantes de las heparinas haciéndolas bio-inequivalentes.
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6. Analisis de patentabilidad (segln requisito) (articulo 14 D486)

Novedad (articulo 16 D486)

e No se encontré dentro del estado de la técnica, documento alguno que
evidenciara la existencia de la invencién.

e Por lo tanto es novedosa de acuerdo a lo estipulado en el art. 16 de la
Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina.

Nivel inventivo (articulo18 D486)

El problema técnico planteado en esta solicitud el cual es la necesidad de
compuestos utiles como agentes antitrombéticos, para la prevencion de las
trombosis venosas, los accidentes tromboéticos arteriales, el infarto del
miocardio, la proliferaciéon de las células musculares lisas, la angiogénesis y
como agentes neuroprotectores de la arterosclerosis no se habia resuelto
previamente mediante el mismo tipo de compuestos ya conocidos. Por esta
razén se considera que las mezclas de polisacaridos reivindicadas, su proceso
de sintesis y composiciones que las contienen no son evidentes para una
persona medianamente versada en la materia.

e No se encontré dentro del estado de la técnica, documento alguno que
evidenciara la existencia de la invencion.

e Por lo tanto tiene nivel inventivo de acuerdo a lo estipulado en el art. 18 de
la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina.

6.1 Aplicacién industrial (arficulo19 D 486)
e Lainvencién tiene Aplicacion Industrial.

7  Conclusién:

En consecuencia y por todo lo expuesto anteriormente, se recomienda Conceder
las reivindicaciones: 1 a 19 (folios: 142 - 145).

Bogota, D.C.,

CONCEPTO TECNICO EXAMINADOR TECNICO
No. 2885 Cddigo No. 202087
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