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Asunto t Solicitud de patente para
PROCEBO PARA LA PREPARACION DE
DERIVADOE DE N-ACIL-(EPI)KS-AMIMA-O-
SULFATO Y PRODUCTOS ASI OBTENIDOS

Solicitante : GLYCORES 2000 S.r.I.
Fecha de solicitud : 29 de Diciembre 2004
1. Yo, Emilio FERRERO, obrando como apoderado del solicitante

en el asunto identificado en la referencia, atentamente presento
junto con este escrito modificaciones voluntarias de 1la
descripcién y del capitulo reivindicatorio.

2. El scolicitante justifica las modificaciones efectuadas de

la siguiente manera:
2.1 Las modificacionas de la pigina 18 de la descripcién

permiten que la deacripcién de las Figuras 1 y 2 complementen los
Ejemplos 1 y 2 de la siguiente manera:

e El ejemplo 1 ilustra una (epi) K5-amina-0-sobre sulfato
presentando un grado de sulfatacién de 3.55, y la figura 1 da
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el espectro de H-NMR del (epi)K5-amina-0-sobre sulfato. Con
la presente modificacifén, el nombre del producto es reportado
correctamente y el grado de sulfatacién dado en la pdgina 18
concuerda con aquel planteado en el ejemplo 1.

e El ejemplo 2 ilustra un N-acil-(epi)K5-amina-0-sobre sulfato
que presenta un grado de sulfatacién DE 3.5, y la figura 2 da
un espectro de H-NMR de dicha N-acil-(epi)KS-amina-0-scbre
sulfato. La presente modificacién muestra cbémo el grado de
sulfatacién dado en la pAgina 18 es consecuente con el valor
reportado en el ejemplo 2.

2.2 Por otro lado, las modificaciones a las férmulase (a),
(b°), (II°b), (III"b), (b""), (IV'b), (b""") y (V'b) que se
observan en loa folios 55, 56, 59, 69, 70 y 74 asl como en lase
reivindicaciones 37, 51, y 55, corrigen errores cometidos en el
momento de la trascripcién. Las presentes modificaciones muestran
cémo la posicién de los sustituyentes OR, OR” y OR"" concuerdan
con las f6rmulas correspondientes donde finicamente se muestra el
disacdrido en las férmulas (1I), (II°), (II"a), (III), (III"),
(111°a), (IV), (IV"}, (IV-a), (V), (V°) y (V7a).

2.3 Otra modificaciédn realizada en los folios 55, 59, 67,
y 72 de la descripcién es la sustituciém de R”“" por R, donde el
significado del sustituyente no cambia debido a que R, R", ¥ R”~
representan hidrégeno o S80," en todos los casos.

2.4 Finalmente c¢on las ©presentes rnod:i:ficaciones, la
reivindicacién 11 gque anteriormente mostraba dependencia con la
reivindicacién 5, muestra dependencia con la reivindicacién 1
(folio 95). Este cambio se dio ya que el rango de peso molecular
de la reivindicacién 11 se encuentra dentro del rango medio de
peso molecular de la reivindicacién 1 que es mayor al de la
reivindicacién 5.
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3. Junto con este memorial presento los siguientes
documentos:
3.1 Formulario de modificaciones
3.2 Recibo de pago por valor de $91.000
3.3 Folios que contienen las modificaciones de 1la

descripcién y las reivindicaciones descritas anteriormente

Atentamente solicito que se continfie con el trimite de 1a
presente solicitud de patente teniendo en cuenta las

modificaciones presentadas.

Bogota,

sefiora Jefe, é_g_ C

EMILIO FERRERO
T.P.A. No. 31.929

COLO 14594-841-002-5
FCC/FCC/ID-000026/WPCL4594
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

FORMULARIO UNICO DE CORRECCIONES Y MODIFICACIONES

Espaclo reservado para el adhesivo de radicaclén

2000-F03
WO SOLICITUD DE:
|:| Cormreccion de Error Material _ IZI Modificacién a una solicitud
Nomt_:ro_: GL)’CORE.S 2000 S.rl _sociedad
Direccién: Via Mac Mahon, 43
SOLICITANTE I- 20155 Miidn, ce. O w~r O
ttaka cee O ow O
Naclonalidad o Domicillo: Milén, Italla.
Ndmero:
Teléfono: 548508 70 Fax: 5473170

E-mall: clientes@camyp.com

IDENTIFICACI N
Nombre: Emilio FERRERO

Direcclén: Carmrera 4* No. 72-35 c.C. |Z| NIT |:|
REPRESENTANTE | Teléfono: 347 36 11 Fa: 21185 | cg [0 owe [
OAPODERADO | il caveller@cavelier.com

0

Ndmero: 438.019 TP 31,929

Ndamero de expedients: 04.120.790

Descripclén de la correcciéon o modificaclén solicitada:
Presento modificaciones a la descripcitn y al capitulo reivindicatorio de la solicitud que buscan

resaltar la patentabilidad de la presente invencién. Las modificaciones no amplian el alcance de la

Invencién.

Gomprobante de pago No. 05-78.230 Fecha: 10 de Octubre 2005

%

Anexos
ﬂ Comprobante de pago de la tasa por $ 91.000
D Poderes, si fuere el caso

D Documento que acredita la existencla y representacion legal de las partes, cuando sean
personas juridicas.

OO O©

NOMBRE: EMILIO FERRERO FIRMA: é"Q" C""""“—a‘

C.C. 438.019 de Usaquén T.P.A. 31.829
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Proceso para la preparacion de derivados de

N-acil-(epi)K5-amina-0-sulfato-

Y _productos asi obtenidos

Materia Objeto de la Invencién

La presente invencién se relaciona con nuevos derivados
del polisacérido K5 con un alto grado de sulfatacién, un
pProceso para su preparacién, nuevos intermedios altamente
o-sulfatados 1tiles en su sintesis Y composiciones
farmacéuticas que contienen dichos derivados de
polisacadridos K5 como ingredientes activos' basicamente

libres de actividad sobre la coagulacién.

En particular, la invencién se refiere a derivados de
pPolisacadrido K5 obtenidos partiendo con un polisacéarido
K5, previamente los N-desacetilados, N-sulfatados,
opcionalmente despolimerizados u opcionalmente al menos
20 % CS5-epimerizados y opcionalmente despolimerizados,

mediante la O-sobresulfuracién en condiciones adecuadas y

la subsecuente N-acilacién de la amina libre.

Lo
3%
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Antecedentes de la Invencién
\
Los glicosaminonglicanos tales como la heparina, el
sulfato de heparan, el sulfato de dermatan, el sulfato de
condrotina y el 4cido hialuronico son biopolimeros

extraidos industrialmente de varios érganos animales.

En particular, 1la heparina, principalmente obtenida
mediante la extraccién de membranas de mucosa intestinal
de cerdos o de el pulmén de bovinos, es un copolimero de
polidispersado con una distribucién de peso molecular de
aproximadamente de 3000 a aproximadamente 30000 D que
consiste de una mezcla de cadena que consiste b&sicamente
de un &cido uronico (&cido glucurénico o &cido idurénico)
Y de un azGcar amino (glucosamina) 1ligado mediante
enlaces a-1-»4 o B-1-4. En la heparina, la unidad urdnica
puede ser O-sulfatada en la posicién 2 y la unidad de

glucosamina es N-~acetilada o N-sulfatada, 6-0O-sulfatada Yy

3-0O-sulfatada en aproximadamente 0,5% de la unidades de

glucosamina presentes.

Las propiedades y la biosintesis natural de heparina en

mamiferos ha sido descrita por Lindahl et al., 1986 en
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lene, D. Y Lindahl, U. (editores) “heparin. Chemical and
biological properties; clinical aplications”, Edward
Arnold, London, pages 159-190, by Lindanhl, U, Feingold
D.S. and Rodén I, 1986 TIBS, 11, 221-225 y por Conrad H.E
“Heparin Bindig proteins”, Chapter 2: Structure of
Heparinoids. Academic Pres, 1998. La biosintesis de
heparina ocurre partiendo con su Precursor N-acetil-
hepaprosan que consistes én una mezcla de cadena que
consisten de unidades de disacérido glucuronil-p-1-—4-N-
acetilglucosamina repetitivas. Dicho precursor sufre
modificaciones enzimaticas que ionizan parcialmente el
grupo N-acetilo, sustituyéndolo con un grupo SOs;,
epimeriza el carboxilo en 1la posicién 5 de una parte de
las unidades glucurénicas transformidndolas en unidades
idurénicas e introduciendo grupos O-sulfato para
consequir un producto del cual una vez extraido
industrialmente tiene aproximadamente el doble del numero
de sulfato con relacién a los grupos carboxy por unidad
de disacarido. Estas modificaciones enzimAticas conducen,
POr ejemplo, a la formacidén de la regidén pentasacArido de
un enlace de antitrombina TIII (ATIII), denominada
pentasacarido activo, que es 1la estructura necesaria

pParta la alta unién de afinidad de heparina al ATIII y



fundamental para la actividad anticoagulante Yy
antitrombética de 1la heparina misma. Este pentasacdarido,
presente solamente dentro de alguna de las cadenas las
cuales forman heparina, contienen wuna unidad de
glucosalina sulfatada en 1la posicién 3 y un 4cido
glucurénico espaciado entre disacdridos que contienen

dcidos idurénicos.

En la naturaleza, la formacién de los pentasacaridos
activos se hace posible por medio de la reaccién de
epimerizacién del carboxilo de una parte de las unidades
glucurénicas en unidades idurénicas llevadas a cabo por
glucuronil-C5-efimeraza (epimerizacién-C5) y mediante 1la
sulfatacién adecuada que también conduce a la
introduccién de un grupo sulfato sobre el hidroxilo de la
posicién 3 de 1la glucosamina. mas particularmente, en 1la
naturaleza la formacién del pentasacarido activo se hace
posible por en echo de que la epimerizacién C5 ocurre en
grupos, es decir, sobre porciones de cadenas, vy
extensivamente la cual conduce a un producto que contiene

mas unidades idurénicas que aquellas glucurénicas. De
echo, la heparina comercial contiene 70% de unidades

idurénicas y 30 %.

7
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A lo largo de 1las actividades anticoagulantes vy
antitrombéticas Principales, la heparina también ejerce
actividades antilipaémico, antiproliferativas,
antivirales, antitumorosas, y antimestastaticas, pero su
uso como una droga impedido por los efectos colaterales

debidos a la accién anticoagulante que pueden originar

sangrado.

TECNICA ANTERIOR

Es conocido que el polisacirido K5 capsular aislado de
Escherichia coli, descrito por Vann W. F. Et al., en la
revista Europea de bioquimica 1981, 116, 359-364 (“Vann
1981"), es consistente de una mezcla de cadena que
consiste de la unidad de disacdrido repetitiva
glucuronil-B-1-94-N-acetil glucosamina Y por lo tanto

muestra la misma secuencia repetitiva (A)

A

NHCOCH,



Del precursor N-acetil-heparosan de 1la heparina. E1
polisacarido K5 capsular , denominado en lo sucesivo como
“polisacarido K5” o mas simplemente “K5”, que
quimicamente modificado por Lormeau et al. Como se
describié en la US 5,550, 116 y por Casu et al. Como se
describié en Carbohydrate Research, 1994, 263, 271-284.
Los K5-O-sulfatos que tienen actividades antitumorosas,
antimetastaticas, antivirales, en particular anti-HIV son
descritos en la EP 333243 y WO 98/34958. E1 K5 fue
también quimica y enzim&ticamente modificado con el fin
de obtener productos que tienen actividad biolégica in
Vitro sobre la coaqulacién del mismo tipo que aquella de

la heparina como se extrae de los 6Organos animales

(heparina extractiva).

La obtencién de los productos que tienen una actividad
sobre la coagulacién del mismo tipo como 'aquella de 1la
heparina extractiva ocurre mediante procesos que imitan
aquellos que ocurren en la naturaleza Y Prevé una etapa

clave completa de la epimerizacién C5 con D-glucuronil C5

epimiraza.

Los procesos descritos en la IT 1230785, WO 92/17507, WO

96/14425 y WO 97/43317 utiliza K5 como el material de
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partida. E1 K5 que se origina de la fermentacién esta
sometido a N-desacetilacién sequida por N-sulfatacién y
sobre el K5-sulfato asj obtenido epimerizacién C5 con
epimerasa C5 en solucién se desarrolla, obtenida mediante
cromatografia de una solucién de enzimas microsomales de
mastositoma de ratén (IT 12030 785) o de higado de bovino

(WO 92/1750, WO 96/14425, y WO 97/43317).

La D-glucuronil C5 hepimerasa proveniente de higado de
bovino que se purifico por Campbell, P. et al. En J.
Biol. Chem., 1994, 269/43, 26953-26958 (“Campbell 1994”)
quien también suministro su composicién en amino &cidos Yy
describié su uso y solucién para la transformacién de un
K5-N-sulfato en el producto 30% epimerizado
correspondiente, demostrando una formacién de 4cido
idurénico mediante el método HPLC sequido por

despolimerizacién nitrosa total a disacéridos.

El documento WO 98/48006 describe la secuencia de ADN que
codifica para el D-glucuronil C5 epimerasa Y un D-
glucuronil C5 epimerasa recombinante, obtenido de un
vector de expresién recombinante que contiene dicho AND,

posteriormente purificado por Campbell et al. Come lo



mostré Shown by Jin-Ping L. Et al. In J. Biol. Chem.

2001, 276, 20069-20077 (*Jin-Ping 2001~)

La secuencia completa de la epimerasa C5 se describié por
Crawford B. E. Et al. In J. Biol.. Chem., 2001, 276(24),

21538-21546 (Crawford 2001)

El documento WO 01/72848 describe un método para la
preparacién de derivados de polisacaridos K5 N-
desacetilados N-sulfatados al menos epimerizados el 40%
de A4cido idurénico con relacién al total de 10s &cidos
urénicos, que tienen un peso molecular desde 2.000 a
30,000, que contienen desde 25 hasta 50% de cadenas de
alta afinidad para ATIII y que tienen un 4indice de
actividad anticoagulante y antitrombética expresada como
HCII/antiXa de 1,5 a 4. Dicho documento describe la sobre
sulfatacién de K5-sulfato epimerizado 40-60% y muestra
que el producto obtenido, cuyo 3C-RMN es ilustrado, tiene
un contenido de grupo sulfato por unidad de disacarido 2-
3.5. Repitiendo 1la sobre sulfatacién anteriormente
mencionada en las condiciones descritas y examinando el

13C-RMN se asegura que el producto obtenido es de echo una

amina libre cuyo contenido de 6-0O-sulfato es de 80-95%,



de el 3-0O-sulfato sobre el azlcar a 30%, pero cuyo grado
se sulfatacién es 3.2, También se estable que en 1las
condiciones de sobre sulfatacién descritas en 1la WO

01/72848 no se obtiene un grado de sulfatacién de mas de

3.2,

La solicitud de patente MI2001A/00397 (WO 02/068477),
describe K5-n, O-sobresulfatado que tienen un grado se
sobre sulfatacién de mas de 3.2, obtenido partiendo con
un K5 libre de sustancias lipofilicas © una de sus
porciones de peso molecular de aproximadamente de 5.000
mediante (a) N-desacetilacion/N-sulfatacién, (b) oO-

sobresulfatacién vy, opcionalmente, (c) N-resulfatacién.

Ninguno de 1los documentos mencionados anteriormente
mencionados describe el LMW-K5-N-sulfatos, opcionalmente
40-60% epimerizados en 1los cuales NH; o los grupos

acetilo est&n virtualmente ausentes.

Con el fin de estandarizar la tecnologia y hacer el texto
més comprensible, en la presente descripcién los términos
convencionales y expresiones son utilizados en singular o

en plural. En particular:
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por “K5” o ‘“polisacirido K5” significa el
polisacdrido capsular de Escherichia coli obtenido
por fermentacién, es decir, una mezcla de cadenas
que consiste de unidades de disacédridos (A)

contienen opcionalmente un doble enlace en el

extremo no reducido como si Se mostraba

anteriormente, en cualquier caso preparado y
purificado de acuerdo con los métodos descritos en
la literatura, en particular de acuerdo a Vann
1981, de acuerdo con Manzoni M. Et al., Journal of
Bioactive Compatible Polymers, 1996, 11, 301-3i1
(*Manzoni 1996”) de acuerdo con el método descrito
en WO 01/72848 y en WO 02/068447; es obvio para una
persona experta en la técnica que lo gque se muestra

en lo sucesivo se puede aplicar a cualquier N-

acetilheparosan;

- por “epimerasa C5” significa la D-glucoronil C-5
epimerasa, extraida o recombinante, en cualquier
caso pPreparada, aislada y purificada, en
particular, como se describié en Campbell 1994, en

la WO 98/48006, en 1la Jin-Ping L. Et al. En J. Bio
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Chem. 2001, 27s, 20069-20077 (Jin-ping 2001) en

Crawford 2001;

~por amina X5 se significa al menos K5 N-
desacetilada 95% pero generalmente en la cual los

grupos acetilos son indetectables POr un aparato

RMN habitual;

por "K5-N-sulfato” que significa al menos K5 N-
desacetilada y N-sulfatada 95% como se describe en

los sucesivo, pero en la cual los grupos acetilos

son indetectables con un aparata de PMN normal;

= por “epik5” significa que el K5 y sus derivados
en los cuales 20-60% de las unidades glucurénicas

son CS5-epimerizadas a unidades idurémicas;

~ Ppor “epik5-N-sulfato” que significa el K5-N-
sulfato en el cual 20-60% de las unidades

glucurénicas C5-epimerizadas a unidades idurénicas
del tipo descrito en la WwWo 92/17507 o 1la WO

01/72848;
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- por “epik5—amina—0-sobresulfato" que significa
una epikS5-amina O-sulfatada con un grado de

sulfatacién de almenos3.4;

- por “N-acetil-epik5-amina-0—sobresulfato" que
significa wuna épica5-amina O-sobresulfato, N-

acilada, con un grado de sulfatacién de al menos

3.4;

por “K5-amina-O-sobresaturado” que significa una
K5-amina O-sulfatada con un grado de sulfatacién de

al menos 2.2;

por “N—acil—k5—amina—0-sobresulfato" que significa
un KS5-amina-0O-sobresulfato N-acilada con un grado

de sulfatacién de al menos 2.2;

ademés:

-los términos convencionales Yy expresiones
definidos aqui anteriormente se refieren al K5 como
aislado después de fermentacién, generalmente con

una distribucién de peso molecular desde 1500 hasta



13

aproximadamente 50000 con un Peso molecular medio

de 10000~250000, ventajosamente de 15000-25000;

— exceptuando la designacién especifica del peso
molecular, los términos y expresiones
convencionales de fluidos aqui anteriormente,
cuando estdn presididos por el acrénimo “LMW” (bajo
peso molecular), por ejemplo LMW~K5-N-sulfato, LMW-
epik5-N-sulfato indican Productos de bajo peso

molecular, que tienen un peso molecular medio de

hasta 12000;

—- los términos convencionales Y expresiédn como se
designo de 1la aqui anteriormente cuando son
seguidos por el indicativo “bien derivado” como un
como un todo tanto los derivados del K5 nativo como

aquellos de el bajo peso molecular;

el prefijo “(epi)”, que precede a “K5” en términos
convencionales y de expresiones como se diseflaron

aqui anteriormente, indica como un todo tanto a los

productos del K5 nativo como aquellos 20-60%

epimerizados como se definié anteriormente, es
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decir las mezclas de cadena todas consisten de

dcido glucurénico, y 20-60% de dcido idurénico y

Se notan en las férmulas por medio del simbolo ™ ~

por el término “aproximadamente” en referencia al
peso molecular que significa el peso molecular [+
el peso teérico de una unidad de disacarido,
incluyendo el peso del sodio, calculado como 461 en
el caso de un (epi) K5-N-su1fato-derivado] medido
mediante disco simetria de acuerdo a Johnson et al.
Carb. Res. 1979, 51, 119-127 utilizando muestras

Cuyo peso molecular fue calculado mediante HPLC

como el estandar;

Y ante la expresién “especies preponderantes”, que
significa el compuesto el cual, en la mezcla que
constituye un Imw- (epi)K5-N-sulfato, © un Imw-
(epi)K5—amina-0—sobresulfato, es el tipo mas
representado, determinado, por el pico de la curva

del peso molecular medido mediante HPLC:

@ menos que se establezca especificamente otra

cosa, el ™“grado de sulfatacién” significa 1la
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§03/CO0, expresable también como el numero de
grupos sulfato por unidad de disacérido, medida con
el método conducto métrico descrito por Casu B. Et
al. En Carbohydrate Research, 1975, 39,, 168-176

(Casu 1975), el mismo utilizado en la WO 01/72848;

- por “condiciones de O-sobresulfatacién” se
significa una O-sulfatacién extrema desarrollada
por ejemplo de acuerdo con el método C descrito por
B. Casu et al. En corbbhydrare Research, 1994, 263,

271-284 (Casu 1994);

- por el termino “alquilo” que significa un alquilo
lineal o ramificado, mientras que el termino

“tetrabutilamino” indica el tetra-n-butylameonio.

RESUMEN DE LA INVENCION
TS S LNVENCIUN
Se ha encontrado ahora que, partiendo de un epik5-N-
sulfato, es posible obtener un epilkS-amina-0-sulfato con
un grado de sulfatacién mayor que aquel de epik5-amina-0-
sulfato descritos en la literatura, por ejemplo en la WO

01/72848, preparande 1la sal con una base orgénica
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terciaria o cuaternaria de dicho derivado epik5-N-sulfato
teniendo cuidado de permitirle a.la mezcla de reaccién
permanecer durante un periodo de tiempo de 30-60 minutos
manteniendo el pH a aproximadamente 7 con la misma base
organica y luego tratando la sal obtenida con un reactivo
de O-sulfatacién en las condiciones de 0-
sobresulfatacién. También un IMW-epik5-N-sulfato, cuando
es sometido al mismo método de salificacién y de O-sobre
sulfatacién, da un Imw-epikS-amina-O-sulfato con un
extremadamente alto grado de sulfatacién. En el caso de
tales derivados epi-K5-amina-sobresulfato el grado de

sulfatacidén es mas de 3,2.

Similarmente, se encontré que aplicando las condiciones
de O-sobre sulfatacién descritas anteriormente a un Imw-
KS-sulfato un Imw-KS5-amina-O-sulfato se obtiene a un alto
grade de sulfataciédn. También a K5-N-sulfato cuando es
sometido al mismo método de salificacién o de O-sobre
sulfatacién, da un K5-amina-O-sulfato con un alto grado
de sulfatacién. En el caso de tales derivados de K5-N-

amina-O-sobre sulfato el grado de sulfatacién es mas de

22.
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De echo, se encontré6 de manera sorprendente que,
preparando la sal de tetrabutilamonio de un derivado
(epi) K5-N-sulfato-derivado en las condiciones
anteriormente dichas, 1a salificacién se completaba Yr
durante la O-sobre sulfatacién subsiquiente, se favorece
en desplazamiento total del grupo sulfato desde el &tomo
de nitrégeno 2 en 1la glucosalina a los &tomos de oxigeno
de la glucosalina misma, en particular a el Atomo de
oxigeno en la posicién 3, dando origen asi a derivados de
(epi)K5-amina-0-sulfato con un alto grado de sulfatacién
en el cual el grupo NH; es estrictamente libre. La
diferencia cuantitativa en el grado de sulfatacién del
derivado de epik5 y K5 depende de su configquracién que

favorece la sulfatacién de los derivados epimerizados.

También se a encontrado que sometiendo un derivado de
(epi})KS-amina -O-sobre sulfato obtenido asi a N-
acilacién, son obtenidos nuevos derivados de N-asil-
(epi)K5-amina-0O-sulfate libres de actividad sobre 1la
coagulacién y utiles para la preparacién de composiciones
farmacéuticas o cosméticas. Por este nuevo proceso
versdtil es posible asi | preparar de una manera
reproducible derivados de epik5-0-sulfato, sus analogos

N-acilo un K5-sulfato que tiene un grado de preciso de
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sulfatacién y, por encima de todo, sus derivados de bajo peso

molecular y sus N-acilos andlogos.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1 muestra el espectro del protém NMR de (epi)KS5-amina-0-
sobre sulfato con un proporcién sulfato/carboxi de 3.55 (obtenida

de acuerdo al ejemplo 1);

La figura 2 muestra el espectro de protén RMN de epik5-N
cetilato, O-sulfato con una proporcién sulfato/carboxi de 3.5

(obtenida de acuerdo con el ejemplo 2);

La figura 3 muestra el espectro de protén RMN de K5-N acetilato,
O-sulfato con la proporcién de sulfato/carboxi de 2.87 obtenida

de acuerdo al ejemplo 3.
DESCRIPCION DETALLADA
Asf, de acuerdo a uno de sus aspectos, la presente invencién

suministra un proceso para preparacién de N-acil- (epi)K5-amina-0-

sobre sulfato, caracterizados por
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(a) un derivado de (epi)K5-N-sulfato, y en forma
dcida, es tratado con un base terciara u organica
cuaternaria, permitiéndole a la mezcla de
reaccién permanecer durante un periodo de tiempo
de 30-60 minutes, ﬁanteniendo el pH de 1la
solucién a un valor de aproximadamente 7 Yy su sal
es aislada con dicha base orgénica;

(b) dicha sal de base orgénica de dicho derivado
(epi) K5-N-sulfato se trata con un reactivo de O-
sulfatacién en las condiciones de O-sobre
sulfatacién

(c) el producto asi obtenido es tratado con un
derivado funcional de un &cido carboxilico (Ca-
C4), el derivado de N-acil-(epi)KS-amina-0-sobre

sulfato asi obtenido es aislado.

De manera general el derivado de N-acilo-~ (epi) K5-amina-0Q-
sobre sulfato es aislado en forma de sal sodio vy
opcionalmente dicha sal de sodio es transformada en otra

sal quimica o farmacéuticamente aceptable.

En este contexto, el termino “quimicamente aceptable” se
refiere a un catién utilizable en sintesis quimica, tal

como los iones sodio, amonio, (Ci-C4) o para 1la
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purificacién del producto, mientras “farmacéuticamente

aceptable” es auto explicativo.

Los cationes ventajosos sin aquellos derivados de metales
alcalinos, metales alcalinos tales como, amonio,
tetraalquilamonio (C3;-C4}, aluminio Y zinc. Los cationes
preferidos son los iones de calcio, sodio y

tetrabutilamonio.

De acuerdo con un procedimiento ventajoso, la etapa {(a)
es lievada a cabo al pasar una soluciébn de la sal de
sodio del derivado (epi)K5-N-sulfato, es decir, que el
polisacdrido K5, previamente viene bien N—-desacetilado,
N-sulfatado preferiblemente el 100% opcionalmente 20-60%
C5-epimerizado y opcionalmente despolimerizado con &cido
nitroso, teniendo un peso molecular medio aproximadamente
1.000 a aproximadamente 25.000 ventajosamente Y
aproximadamente 1500 a aproximadamente 25.000, a través
de una resina de intercambio iénico dcido, por ejemplo
del tipo IR-120H', que recolecta el elevado que incluye
también el agua de desperdicio de la resina Y neutralizar
el elevado con base organica terciaria o cuaternaria,

preferiblemente con una solucién acuosa de hidréxido de
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tetrabutilamonio. La solucién se 1le permite permanecer
durante 1 hora, manteniendo su PH en aproximadamente 7 es
decir (tratando de mantener la neutralidad) mediante 1la
adicién de la misma base orgadnica terciaria o
cuaternaria, preferiblemente una solucién acuosa de
hidréxido de tetrabutilamonio, Yy la sal asi obtenida se

recupera mediante liofilizacién.

En la etapa (b) la O-sobre sulfuracién ocurre utilizando
un exceso de agente O-sulfatante vy trabajando a wuna
temperatura de 20 a 70°C durante un periodo de tiempo de

hasta 24 horas en un solvente polar aprético.

Ventajosamente, la sal con una base organica terciaria o
cuaternaria del derivado (epi)K5-N-sulfato, es decir, del
polisacarido k5, previamente N-desacetilado, N-sulfatado
preferiblemente 100%, wu opcionalmente 20-60% C5-
epimerizado y opcionalmente despolimerizado en &cido
nitroso, tiene un pesc molecular aproximadamente de 1500
a aproximadamente 25000 como se dio en la etapa (a), es
disuelto en dimetilformamida y tratado con 2-10 moles de

un reactivo de O-sulfatacién para cada hidroxilo libre a

una temperatura de 40-60% durante 10-20 horas. Como el



22

reactivo de O-sulfatacién es ventajosamente utilizada la
piridina. SO3 en una cantidad de 2.5-5 moles
preferiblemente 2.5-4 moles por hidroxilo libre por
sacidrido y la reaccién es ventajosamente llevada a cabo
50-60°C, preferiblemente a 55°C durante toda la noche. El
pProducto obtenido luego de la terminacién de la reaccidn
es aislado mediante la adicién de 0.1-1 un volumen de
agua y neutralizacién, preferiblemente con el hidréxido
de sodio, precipitacién con solucién de cloruro de sodio

saturado en acetona, filtracién Y posible auto

filtracién.

El producto asi obtenido es generalmente la sal de sodio
de un derivado de (epi)KS5-amina-O-sobre sulfato que tiene
un contenido de &cidos glucurénico y idurénico como se
mostrd anteriormente. Cuando la reaccién de sobre
sulfatacién es desarrollada sobre la sal de la base
terciaria o cuaternaria, preferiblemente sobre la sal de
tetrabutilamonio de un derivado de epik5-N-sulfato que
tiene un peso molecular medic de aproximadamente 1.000 a
aproximadamente 25.000, ventajosamente desde

aproximadamente 1.500 a aproximadamente 25.000 en el cual

el acido idurénico es 20-60% del total de los &cidos

!
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urdnicos, un derivado de epik5—amina—0;sobre sulfato se
obtiene teniendo un peso molecular medio de
aproximadamente 3.500 a aproximadamente 40.000,
ventajosamente y aproximadamente 4.500 a aproximadamente
40000 y un grado de sulfatacién de al menos 3,4,
ventajosamente de al menos 3,5, mis ventajosamente de méis

de 3,55 a 4, preferiblemente de 3,55 a 3,8.

Cuando la reaccién de sobre sulfatacién es desarrollada
sobre la sal de la base terciaria o cuaternaria,
preferiblemente sobre la sal de tetralbutilamonio de un
derivado de K5-N-sulfato- que tiene un peso molecular
medio de aproximadamente 1500 a aproximadamente 25000, se
obtiene un derivado de K5-amina-O-sobre sulfato que tiene
un peso molecular medio de aproximadamente 3500 a 40000.
Ventajosamente Yy aproximadamente de 4500 a
aproximadamente 40.000 y un grado de sulfatacién de al
menos 2,2, ventajosamente de 2,2 a 3 o de 2,3 a 3 mas
ventajosamente de 2,5 a 3, preferiblemente de 2,7 a 2,9.
Preferiblemente, el producto asi obtenido viene de un
Imw-K5-amina-O-sulfato y es preferiblemente la sal de
sodio de un Imw-K5-amina-O-sobre sulfato que tiene un

grado de sulfatacién de 2,3 a 3. El peso molecular medio
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de tal producto puede ser aproximadamente 3.500 a

aproximadamente 11.000.

La sal de sodio asi obtenida se puede convertir en otra
sal. Por via de ejemplo, el intercambio iénico de calcio

se puede desarrollar trabajando con una membrana de ultra

filtracién.

En la etapa (C) el derivado de (epi)K5-amina-0O-sobre
sulfato con un alto grado de sulfatacién N-acilado

utilizando los métodos conocidos en la literatura.

La N-acilacién es desarrollada al elaborar el derivado
(epi)K5-amina-0-sobre sulfato originado de la etapa (b)
reacciona con uUn derivado funcional de un &acido mono o
dicarboxilico que contiene de dos a cuatro &tomos de
carbono en solucién hidroalcohdlica a una temperatura de
aproximadamente 4°C. Como derivados funcionales de dichos
acidos carboxilicos (C,-C;), previamente de Acido acético,
propiénico, malénico, o succinico o de mono ésteres, en
particular metilico o etilico, del ultimo, uno puede
utilizar el anhidrido, el «cloruro, o una mezcla de
anhidrido y un extractivo. El1 producto obtenido, un

derivado de N-(C;-C4)acil-(epi)K5-amina-O-sobre sulfato,
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es neutralizadc con una dosis, preferiblemente hidréxido
de sodio y luego aislado mediante ultra filtracién Y
precipitacién con una solucién de cloruro de sodio
saturado en acetona. Opcionalmente la etapa de N-
acilacién es repetida hasta que obtiene la sustitucién
total o sin embargo mis del 95%. Son asi obtenido en N-

acil-(epil)K5-amina-O-sobre sulfatos, en particular el N-

acetil, N-(2-carboxilo)acetil, N-(2-
metoxicarbonil}acetil, N-(2-etoxicarbonil)acetil, N~
propianil, N-(3-carboxi) propianil, N-(3-

metoxicarbonil)propianil, N-(3 etoxicarbonil)propionil, -

{epi)KS-amina-O-sobre sulfatos.

Los nuevos derivados de N-acil-(epi)KS-amina-O-sobre
sulfato asi estan generalmente en sus formas de sal de
sodio. Dicha sal de sodio se puede convertir en otra sal
quimica (o} farmacéuticamente aceptable. Las sales
particularmente ventajosas son aquellas de metales
alcalinos, de metales alcalinotérreos, de amonio, el
tetraaquilamonio (C;-C4), aluminio y zinc. Las sales de

sodio, calcio y tetrabutilamonio son las preferidas.
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A diferencia en los procesos descritos en la WO 98/34958,
que consiste de una sulfatacién de fase heterogénea de la
sal de sodio K5 para obtener sulfatos K5-0- (de acuerdo
con la tecnologia utilizada aqui “N-acetil-K5-amina-0-
sulfatos”) formulados sulfatacién de 0,5 a 4 y que tienen
que concurrir al uso de &cido clorosulfénico para obtener
derivados debajo peso molecular de wuna manera no
controlada, el proceso de la presente invencidén es
extremadamente versatil. De hecho, este permite la
preparacién de N-amina-K5-0-sobre sulfatados de cada tipo
en cada alto rendimiento con reacciones facilmente
controlables. En particular, el proceso de la presente
invencién permite la preparacidén de N-acil-KS5-amina-0-
sobre sulfatos de otra manera no obtenibles, como los
derivados C-5 epimerizados, los derivados N-acilados con
un acilo diferente del acilo presente en el K5 nativo y
los derivados de bajo peso molecular. Ademas, en el
método descrito en la WO 98/34958, el proceso de la
presente invencién permite lograr los LMW-K5-O-sulfatos
de manera controlada con el fin de obtener el peso
molecular medio deseado y por encima de todo un grado de
sulfatacién bien definido que puede variar desde los 2,3
a 3 pero que puede regularmente ser 2,7-2,9. Finalmente

todos los productos del proceso de la presente invencién,
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en particular las aminas intermedios libres Yy los N-acil-
K5-amina-O-sobre sulfatos son ingredientes activos ttiles

para composiciones farmacéuticas o cosméticas.

Los materiales de partida (epi)K5-N-sulfato conocidos en
la literatura o sus porciones, o LMN- (epi) K5-N-sulfatos
preparados mediante despolimerizacién nitrosa de 1los

sulfatos (epi)KS-sulfatos correspondientes.

Los derivados de partida (epi)K5-N-sulfato- tienen un
peso molecular medio de aproximadamente 1.000 a
aproximadamente 25.000, ventajosamente desde
aproximadamente 1.500 a aproximadamente 25.000.
Preferiblemente, como material de partida se utiliza un
(epi)KS5-sulfato que tiene un peso molecular medioc entre
10.000 o 25.000 o ILMW-(epi)K5-N-sulfato que tiene un peso
melecular medio de aproximadamente 1.500 a
aproximadamente 12.000, ventajosamente aproximadamente

1.500 a aproximadamente 8.000, preferiblemente

aproximadamente 1.500 a 7.500.

Un IMWCepik5-N-sulfato que tiene un contenido de unidades

idurdnicas de aproximadamente 20% obtenidas mediante N-
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desacetilacién, N-sulfatacién, y CS-epimerizacién de una
porcién de K5 que tiene un peso molecular de 5000 de

describe en la WO 92/17507, en este producto contiene un

alto porcentaje de grupos acetilo.

Un epik5-N-fulfato particularmente ventajoso como
material de partida es aquel obtenido mediante 1la
epimerizacién de un K5-N-sulfato virtualmente libre de
grupos acetilo a su vez preparados de K5 particularmente

puro, en particular que no contienen sustancias

lipofilicas, descritas en la WO 02/068477.

K5-N-sulfatos C5-epimerizados de bajo peso molecular que
tienen un mayor contenido de unidades idurénicas, en
particulas 40-60%, preferiblemente 50-55% son al
contrario nuevos productos particularmente ventajosos
como materiales de partida en la Preparacién de derivados

epik5-amina-O-sobre sulfatados N-sustituidos de la

Presente invencién.

Los IMW-epiK5-N-sulfatos, también se pueden obtener
mediante la epimerizacién C5 del los correspondientes

LMW-K5-sulfatos, preferiblemente cuando Su peso molecular
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medio es mas de 4000. Los IMW-K5-N-sulfatos virtualmente
libres de grupos acetilos son todos nuevos productos
preparables por fraccionamiento o, preferiblemente, por
despolimerizacién de un KS5-N-sulfato libre de grupos
acetilo. E1l Ké-N—sulfato es bien conocido en 1la
literatura y es descrito en el documento citado aqui
anteriormente para ilustrar el estado de la técnica. El
material de partida anteriormente mencionado es
invariablemente obtenido mediante N-desacetilacion de K5
Yy la subsiquiente N-sulfatacién de 1la KS5-amina si
obtenida. Sin embargo, se hallo que la preparacién de un
K5-N-sulfaté virtualmente libre de acetilo en los grupos
NH; se ayuda si el K5 del cual este es preparado es
particularmente puro, en particular si este no contiene
sustancias lipofilicas. Se prefiere por lo tanto de
acuerdo a la presente invencién, utilizar un K5-N-sulfato
de partida preparadoc de un K5 purificado como se
describié en la WO 02/068477. Dicho K5-N-sulfato, cuyo
espectro 3C-RMN no muestra tasas de N-acetilo o NH,

también se describen en la WO 02/068477.

Los nuevo LMW-epiK5-N-sulfatos como se mostré
anteriormente son preparados por un proceso caracterizado

por que un K5-N-sulfato es sometido, en Cualquier orden,



[ D)

®

30

(i). a epimerizacién C5 con una D-glucuronil CS-
epimerasa que es aislada, purificada y en
solucién o inmovilizada sobre un soporte
s0lido, ha un PH de aproximadamente 7, a una
temperatura de aproximadamente 30% Y pPor un
periodo de 12-24 en la presencia de al menos un
i6n bivalente seleccionado entre calcio,
magnesio, bario, y manganeso; y

{(ii) a despolimerizacién nitrosa opcionalmente

seguida por reduccién, donde normalmente con

boro hidruro de sodio.

La expresién (en cualquier orden) muestra que el proceso
Puede indiferentemente llevar a cabo tanto en la
direccién (i)-({ii), es decir en la secuencia
anteriormente indicada, como en la direccién inversa, es
decir también en la direccién (ii)-(i), sometiendo a K5-
N-sulfato a primero 1la reaccién despolimerizacién
nitrosa, opcionalmente seguida por 1la reduccién con
borohidrurc de sodio y posteriormente a la epiﬁérizacibn

C5 en la condiciones anteriormente mencionadas. El orden

preferido es en la direccién (i)—>»(ii). La secuencia
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(ii)-(i) es preferiblemente utilizada partiendo con IMW-
K5-N-sulfatos que tienen un peso molecular medio de mas
4.000, preferiblemente partiendo con aproximadamente
6.000. Por ejemplo, uno Puede determinarllas cantidades
de nitrito de sodio el cual, partiendo con un grama de
epiK5-N-sulfato, permite lograr ﬁn Lmw-epiKS5-N-sulfato
con un peso molecular de més de 4.000, en particula de al
menos 6.000, con el fin de obtener intermedios twtiles
para la preparacién de LMWepiK5-N, O-sobre sulfatos. De
hecho, en este cado en 1la etapa (ii) se obtiene el

porcentaje de epimerizacién 6ptima.

De acuerdo con un aspecto preferido de la invencién, la

epimerasa C5 se inmoviliza sobre un soporte solidé

inerte.

La epimerasa C5, preferiblemente recombinante, aislada, y
purificada por ejemplo de acuerdo a Campbell 1994, Wo
98/48006, Jin-Ping 2001 o Crawford 2001, de inmoviliza
sobre un soporte inerte en la presencia del sustrato, es
decir, en la presencia del derivado de partida K5-N-
sulfato o en 1la presencia LMW-K5-N~sulfato, que
ventajosamente tiene un peso molecular medio de mas de

4,000, preferiblemente de al menos 6.000. La
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inmovilizacién de desarrolla de acuerdo a métodos

convencionales, por ejemplo, comc se describidé en la WO

01/72848.

La reaccién de epimerizacién C5 es llevada a cabo al
circular 20-1000 ml de una solucién de 25 mM de HEPES a
un PH de aproximadamente de 7 que contiene 0.00i-10 g de
sustrato (K5-N-sulfato o LMW-K5-N-sulfato,
preferiblemente con un peso molecular de mas de 4000, en
particula de al menos de 6000) Y un catién seleccionado
entre calcio, magnesio, bario Yy manganeso a una
concentracién entre 10 y 60 mM a través de una Columna
que contiene de 1-.2x10" a 3X10" cpm de la enzima
desmovilizada, manteniendo el PH aproximadamente 7 a
aproximadamente 30°C, en un flujo 30-220ml/hora durante

un periodo de 12-24 horas, ventajosamente de 15-24 horas.

Preferiblemente la dicha solucién es recirculada en un
flujo de aproximadamente 200 ml/hora durante la noche
(15-20 horas). El producto obtenido se purifica y se
separa de acuerdoc a métodos conocidos, por ejemplo,
mediante micro filtracién y precipitacién con el calor.
El producto asi obtenido esta& comprendido o de epiK5-N-

sulfato (y en tal caso es disuelto en agua y sometido a
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despolimerizacién) o de IMW-epik5-N-sulfato (en tal caso
este constituye el producto final). E1 porcentaje de
epimerizacién, en la prActica en la cantidad de unidades
idurénicas con relacién a aquellas glucurdnicas, se

calculan con H-RMN de acuerdo al método descrito en WO

96/4425.

La reaccién de despolimerizacién nitrosa se lleva acabo
de acuerdo a métodos conocidos mediante la
despolimerizacién de heparina, por ejemplo de acuerdo al
método descrito en la EP 373119, en la WO 82/03627 o de
acuerdo al método mediante la despolimerizacién de un K5~
N-sulfato descrito en la EP544592, pero partiendo con un
K5-N-sulfato o un epiK5-N-sulfato que contiene de 0 a no
mis de un 10% preferiblemente a no mas del 5% de grupos
acetilo. Preferiblemente, la despolimerizacién,
desarrollada con nitrilo de sodio y acido clorhidrico
sobre un epiK5-N-sulfato virtuvalmente libre de grupos

acetilo, es seguida por reduccién in situ con boro

hidruro de sodio.

En la practica, una solucién acuosa fria de epik5-N-

sulfato es llamada a un PH acido (aproximadamente 2) con
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acido clorhidrico y, atn fria tratada con nitrilo de
sodio manteniendo la temperatura (aproximadamente 4°C) y
el PH (aproximadamente 2) constante Y luego de 1la
terminacién de la despolimerizacién (aproximadamente 15-
30 minutos) la solucién se neutraliza con hidréxido de
sodio y se trata a wuno aproximadamente 4°C, con una
solucidén acuosa de boro hidrurc de sodio. Luego de 1la
terminacién de la reduccién (aproximadamente 4 horas) el
exceso de borohidruro de sodio se destruye con acido
clorhidrico, la solucién se neutraliza con hidréxido de
sodio y se despolimeriza (y se reduce) el producto es
aislado de acuerdo con métodos conocidos por ejemplo
mediante precipitacién directa con etanol o acetona. El
producto obtenido luego de la terminacién de la
despolimerizacién puede ser un Lmw-K5-N-sulfato (en tal
caso este constituye el producto final}) o un Lmw-K5-N-
sulfato (en tal caso es directamente sometido a
epimerizacién C5 como se mostré aqui anteriormente,
después del aislamiento o también en solucién sin ser
pPreviamente aislado), en particular cuando este tiene un
peso molecular medio de las de 4000, preferiblemente de
algunos 6000, o se utiliza para preparar LMN-K5-N, O-
sobresulfatado de actividad antiangiogénica y anti viral.

Mediante la reaccién de despolimerizacién apropiadamente
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controlante, en particular utilizéndo diferentes
cantidades de nitrilo de sodio/acido clerhidrico, LMW-K5-
N-sulfatos o 1los LMW-epiK5-N-sulfatos son obtenidos

teniendo un peso molecular medio en intervalo completo de

aproximadamente 1.500 a aproximadamente 12.000,
ventajosamente desde aproximadamente 1.500 a
aproximadamente 10.000, preferiblemente desde

aproximadamente 1.500 a aproximadamente a 7.500,
calculado en el espectro C-RMN ha trabes de 1la
integracién de la sefial atribuida a C2 del 2,5-
anhidromanitol con aquel del carbono anomérico de la

glucosamina dentro de la cadena de polisacaridos.

De acuerdo con un procedimientc general partiendo por
ejemplo con un gramo de KS5-N-sulfato a de epiK5-N-
sulfato, el producto de partida es disuelto en 100-200 ml
de agua desionizada y termo establecida a 4°C. Luego una
cantidad de nitrilo de sodio se agrega con el fin de
obtener el peso molecular medio deseado, por ejemplo de
aproximadamente 2.000 a aproximadamente 4.000. Por 1lo
tanto, partiendo de un epik5-N-sulfato que tiene un peso
molecular de 20.000 medido con el método HPLC equipada
con una columna BioRad BioSil 250 y wutilizando un

estandar de heparina de peso molecular conocido, se
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requerird la adicién de 330 a 480 mg de nitrilo de sodic

disuelto en una solucién acuosa al 0,2%. La solucién que
contiene el epik5-N-sulfat6 y el nitrilo de sodio,
mantenida a 4°C, es llevada a un PH 2 a través de la
adicién de HCL 0,1 N enfriada a 4°C. Esta reacciona bajo
agitacién lenta durante 20-40 minutos, entonces es
neutralizada con NaOH 0,1 N. el producto obtenido es
llevado a temperaturas ambiente de cuarto Y tratado con
agente reductor tal como por ejemplo borohidruro de sodio
(250-500 mg disueltos en 50-100 ml de agua) y echa a
reaccionar durante 4-8 horas, el exceso de borohidruro de
sodio se elimina elevando el PH a 5-5,5 con HCL 0,1 Ny
se le permite permanecer durante 2-4 horas adicionales.
Al final este es neutralizado con NaOH 0,1 N y el
producto es recuperado mediante precipitacién con acetona
© etanol después de haber concentrado el producto a

través de evaporacién a presién reducida.

Generalmente, las cantidades de nitrito de sodio se
pueden determinar las cuales, partiendo con 1 g de K5-N-
sulfato o de epikK5-N-sulfato, permiten el logro de un
Lmw-K5-N-sulfato o un Lmw- epiK5-N-sulfato con un peso

molecular medio de aproximadamente 4.000 a
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aproximadamente 12.000, ventajosamente desde
aproximadamente 4.000 a aproximadamente 7.500, en

particular de 6.000-~-7.500.

Los LMW-epiKS.N-sulfatos asi obtenidos, con un contenido
de acido idurénico desde 20 a 60% ventajosamente desde 40
a 60% preferiblemente de 50-55% Yy virtualmente libre de
grupos NH; y N-acetilo, que tiene un pPeso molecular medio
de aproximadamente 1500 a aproximadamente 12.000,
ventajosamente desde aproximadamente 1.500 a
aproximadamente 10.000, preferiblemente desde
aproximadamente 1.500 a aproximadamente 7.500 Y sus sales
quimicamente o farmacéuticamente aceptables constituyen
nuevos productos idtiles como materiales de partida en la
Preparacién de LMW-epiK5—-N, O-sobre sulfatos
particularmente interesantes, pero también ellos mismos
utiles como ingredientes activos de composiciones
farmacéuticas o cosméticas y constituye un aspecto

adicional de la presente invencién.

Ventajosamente los materiales de partida en la
preparacién de derivados de N-aceti- (epi)K5~amina-0O-sobre

sulfato de 1la presente invencién son derivados de
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(epi)K5-N-sulfato que consisten de una mezcla de cadena

en la cual al mencs el %0% de dichas cadenas tienen 1la

férmula 1.
-2
r -- —
~ R m
NHSO, H A
En la cual la proporcidn de unidades

glucurénicas/unidades idurénicas es de 100/0 a 40/60, n
€s un entero de 2 a 100, ventajosamente de 3 a 100, y el

catidén correspondiente es quimica o farmacéuticamente

aceptable.

En particular dichos derivados de (epi) K5-N-sulfato de
partida son consistentes de una mezcla de cadena en la
cual al menos el 90% de dichas cadenas tienen la f6rmula

1 anteriormente mencionada, con un contenido de unidades
glucurénicas de 100 a 40%, ventajosamente con un
contenido de 4&cido glucurénico de 100% u 80 - 40% de
dcido glucurénico y 20 - 60% de Acido idurénico, n es un
entero 2 a 100, ventajosamente de 3 a 100, Yy el catién

correspondiente es quimicamente aceptable.
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Preferiblemente, el contenido de écidé glucurénico es
100% del total de 4cidos urénicos 40-60% es Aacido

glucurédnico y 60-40% es &cido idurénico.

Los materiales de partida preferidos son LMW- (epi)} K5-N-
sulfatos que consisten de una mezcla de cadena en la cual
al menos el 90% de dichas cadenas tiene la fé6rmula I en
la cual las unidades urénicas son todas consistentes de
dcido glucurénico o son 40-60% comprendidas,
preferiblemente 50-55%, de A&cido idurénico, n es un
entero de 2 a 20, ventajosamente de 3 a 15 Y el catién
correspondiente es quimicamente aceptable. Los epiK5-N-
sulfatos greparados mediante epimerizacién C5 de epiK5-N-
sulfatos son bien conocidos y ampliamente descritos en la
literatura. Su preparacién mediante epimerizacién C5 de
la wunidad glucurénica de K5-N-sulfato con un C5 D
glucuronil epimerasa se describié en los documentos
citados aqui anteriormente para ilustrar el estado de la
técnica, por ejemplo, en la WO 92/17507, WO 98/14425, WO
97/43317, WO 01/72848 y US 2002/0062019. sin embargo de
acuerdo a una manera preferencial del procedimiento,
mediante la epimerizacidén se utiliza wun KS5-N-sulfato
obtenido de un K5 libre de sustancias lipofilicas como se

describi6 en la WO 02/068477 y la epimerizacién C5 es
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desarrollada con un D-glucuronil C5 epimeéasa aislado,
purificado e inmovilizado sobre un soporte sdélido, a un
PH de aproximadamente 7, 2 una temperatura de
aproximadamente 30° C y durante un periodo de tiempo de
12 - 24 horas en 1la presencia de al menos un ién
bivalente seleccionado entre calcio, magnesio, bario y
manganeso, como se mostré anteriormente. También el K5-N-

sulfato fue mostrado aqui anteriormente.

Los (epi)K5-N-sulfatos N-sulfatados de bajo peso
molecular, en particular aquellos en los cuales las
unidades urénicas estén todas en el Acido glucurénico y
aquellas que tienen un contenido de unidades idurénicas
de 40-60%, preferiblemente 50-55% son al contrario todos
nuevos productos particularmente ventajosos como
materiales de partida en la preparacidén de derivados de
N-acil-(epi)K5-amino-0O-sobresulfato de acuerdo con la
presente invencién. Dichos materiales de partida son LMW-
(epi)K5-N-sBulfatos que tienen un contenido de &cido
idurénico de 0% a 40-60% con relacién al total de los
acidos urdnicos Y un peso molecular medio de
aproximadamente 1,500 a aproximadamente 12.000,
ventajosamente de aproximadamente 1.500 a aproximadamente

8.000, preferiblemente de aproximadamente 1.500 a
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aproximadamente 7.500; y sus sales quimica o
farmacéuticamente aceptables. La distribucién puede

variar desde aproximadamente 1.000 a aproximadamente

10.000.

Dicho LMW- (epi) KS~-N-sulfatos son ventajosamente
consistentes de una mezcla de cadena en la cual al menos

el 50% de dichas cadenas tienen la férmula I°
-
5

[
NHBO;

En la cual las unidades urénicas son 100% consistentes
de acido glucurénico o de 60-40% de dcido glucurénico y
40-60% de &cido idurénico, q es un entero de 2 a 20 y el

catidén correspondiente es quimica o farmacéuticamente

aceptable.

En este contexto, el término “"quimicamente” se refiere a
un catién utilizable en sintesis quimica, tal como iones
de sodio, amonio, tetralquilamonio (C1-C4), o para la

purificacién del producto.
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Los cationes ventajosos son aquellos derivados de los
metales alcalinos, metales alcalinotérreos, amonio,
tetralquilamonio (C;-C,), aluminio Y zinc. Los cationes

preferidos son los iones de sodio, calcio \'4

tetrabutilamonio.

Los materiales de partida preferidos son los nuevos LMW-
(epi) K5-N~sulfatos consistentes de una mezcla de cadena

en la cual las especies preponderantes tienen la férmula

I’a

H,OH -

NHSO, H

En la cual las unidades urénicas son 100% consistentes de
acido glucurénico o 60-40% glucurénico y 40 a 60% de
dcido idurénico, p es un entero de 4 a B, el peso
molecular medio de estos productos va de aproximadamente
2.000 a aproximadamente 4.000 Y el catidn correspondiente

es quimica o farmacéuticamente aceptable.
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En particular 1los nuevos LMW (epi}K5-N-sulfatos son
materiales de partida vtiles que consisten de una mezcla
de cadena en la cual al menos el 95% de dichas cadenas
tienen la férmula I’ mostrada aqui anteriormente obtenida
por despolimerizacién nitrosa del correspondientes
{epi) K5-N-sulfatos mostrados anteriormente Y la

subsecuente posible reduccién por ejemplo con borohidruro

de sodio.

El origen de estos (epi)K5-N-sulfatos provenientes }de
una etapa de despolimerizaciédn nitrosa involucra, en el
extremo reductor de la mayoria de las cadenas en dicha
mezcla de cadena, la presencia de una unidad de 2,5-
anhidromanosa o, en el caso de reduccién con por ejemplo
sodio boro hidruro, de 2,5-anhidromanitol de estructura

(a)

{a)

En la cual X representa un grupo formilo o un grupo

hidroximetilo. Por lo tanto, el extremo reductor de 1la



mayoria (60 - 70%) de 1las cadenas estd actualmente

representada por la estructura (b)

OH

NHSO; X

En la cual X es como se definié anteriormente.

La presencia de la estructura (a) no tiene ninguna
influencia sobre 1las caracteristicas quimicas de 1los
(epi)K5-N-sulfatos y sus derivados en razbn a que
cualquiera situaciones involucrarian una posible
introduccién de 1 o 2 grupos sulfato lo cual sin embargo
no cambiaria significativamente el grado de sulfatacién
de los derivados O-sulfatados. Adicionalmente, la
presencia de la estructura (a) no influencia la actividad

biolégica de los productos, como se demostréd por
(dstergaard 1987) P.B. et al. en Trombosis Research,

1987, 45, 739-749 (@stergaard 1987) para heparinas de

bajo peso molecular.
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Los LMW (epi)K5~N-sulfatos particularmente ventajosos de
acuerdo con la presente invencién son consistentes de
mezclas de cadena en los Cuales las especies

Preponderantes son un compuesto de férmula I'b

()

X

En la cual X es formilo o hidroximetilo, m es 4, 5, o 6,
el catién correspondiente es un ién quimica o
farmacéuticamente aceptable. ILas unidades urénicas son
todas de Acido glucurénico o las unidades glucurénicas e
idurénicas estin presentes alternativamente, partiendo
con una unidad glucurénica o idurénica, en tal caso la
proporcién glucurénica/idurénica va de 45/55 a 55/45 es

decir aproximadamente 50/50.

Todos los LMW (epi) K5-N-sulfatos aqui mostrados
anteriormente son nuevos productos que constituyen un

objeto adicional de la presente invencién.
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Los LMW-(epi)K5-N-sulfatos, es decir los LMW-K5-N-
sulfatos, mostrados anteriormente Y a diferencia de
otros epoK5-N-sulfatos, por ejemplo como se indicé en la
WO 92/17507, también los LMW- (epi)K5-N-sulfatos de 1la
presente invencién, estando virtualmente libres de grupos
N-acetilo, no tienen actividad anticoagulante y tienen
una interesante actividad contra los radicales libres.
Gracias a su baja toxicidad, 1los nuevos LMW-K5-N-
sulfatos, y los LMW- (epi) K5-N-sulfatos son ingredientes
activos para la preparacién de composiciones
farmacéuticas utilizables como adyuvantes en el
tratamiento de cardiopatia isquémica Y para el
tratamiento de dermatitis por radiacién o de

composiciones dtiles como antienvejecimiento de la piel.

Cuando los LMW-(epi)K5-N-sulfatos mostrados anteriormente
son utilizados como materiales de partida para 1la
reaccién de O-sobresulfatacién, se prefiere en cualquier
Caso que, en su preparacién por despolimerizacién nitrosa
como se mostré anteriormente, dicha despolimerizacién sea
sequida por la reduccién por ejemplo con borohidruro de
sodio para dar el IMW-K5-N-sulfatos caracterizados por
unidades terminales {(a) en las cuales X es hidroximetilo,

en razén a que de acuerdo con el Proceso de la presente
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invencién dichos LMW- (epi)K5-N-sulfatos’ son sometidos a
reacciones de sulfatacién Y acilacién cuya influencia,
del radical 2,5-anhidromancsa de 1la estructura (a) es
desconocida sobre el grupo formilo, en el cual X

representa formilo.

Dichos materiales de partida son preferiblemente
utilizados en forma de sal de sodio, a menos que una sal
ya esté disponible con una base terciaria u organica
Ccuaternaria preparada de acuerdo con la etapa (a)
mostrada anteriormente, preferiblemente la sal de

tetrabutilamonio.

De acuerdo con la presente invencién, los derivados de
(epi) K5-N-sulfato de partida, preferiblemente 100% N-
sulfatados, son sometidos a las etapas anteriormente
mencionadas (a) y (b), luego de la terminacién de la cual
son aislados los correspondientes nuevos derivados de
(epi)K5-amino-O-sobresulfato, en los cuales la amina no
es sustituida, normalmente en la forma de sal de sodio,
la cual se puede transformar en otra sal quimica o

farmacéuticamente aceptable.
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Asi, de acuerdo con otros de sus aspectos, la presente
invencién se refiere a nuevos derivados de (epi)K5-amino-
O-sobresulfato y sus sales quimica o farmacéuticamente
aceptables obtenibles mediante un proceso caracterizado
porque (a) un derivado de (epi)K5-N-sulfato, en forma
dcida, es tratada con una base terciaria u organica
Cuaternaria que permite que la mezcla de reacciédn
permanezca durante un periodo de 30-60 minutos,
manteniendo el pH de la solucién en un valor de
aproximadamente 7 mediante la adicién de dicha base
terciaria u orginica cuaternaria Y su sal se aisle con
dicha base organica; (b) dicha sal de base organica de
dicho derivado (epi)KS5-N-sulfato es tratado con un
reactivo de O-sulfatacién en las condiciones de O-
sobresulfatacién y el derivado de (epi)K5-amino-0-

sobresulfato es aislado.

El derivado asi obtenido es generalmente un derivado de
(epi) K5~amino-O-sobresulfato que tiene un peso molecular
medio de aproximadamente 4.500 a aproximadamente 40,000,
aislado en forma de sal de sodio que se puede transformar
en otra sal quimica o farmacéuticamente aceptable. Las
sales particularmente ventajosas son aquellas de metales

alcalinos, metales alcalinotérreos, de amonio,

T AR wm T
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tetraalquilamonio (C,-C4) aluminio Y zinc, y entre estos,

las sales de sodio, calcio Y tetrabutilamonio son las

preferidas.

Como ya se mostrd aqui anteriormente, el grado de
sulfatacién de los derivados de (epi)K5-amino-0-
sobresulfato como se obtuvieron anteriormente dependen de
la configuracién del derivado de (epi)K5~N-sulfato de
partida, en razén a que el volumen de la cadena de
disacarido del derivado K5-N-sulfato en la cual las
unidades urénicas estidn comprendidas exclusivamente de
acido glicurénico, permiten una sobresulfatacién que es
menor de aquella que ocurre con el derivado de (epi) K5-N-
sulfato, especialmente si el grado de epimerizacién del

ultimo es 40-60% de &cido glucurénico y 60-40% de Acido

idurénico.

De hecho se ha hallado que, sometiendo un derivado de K5-
N-sulfato a las etapas anteriormente mencionadas (a) y
(b) un derivado de K5-amina-O-sobresulfato se obtiene
teniendo un grado de sulfataciébn de 2,2 a 3,

ventajosamente de 2,5 a 3, preferiblemente de 2,7 a 2,9.
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Sometieédo @ un derivado de epiK5-N-sulfato a las etapas
anteriormente mencionada (a) Y (b)) en las cuales el
contenido de acido idurénico es 20 - 60% preferiblemente
40 - 60% del total de los &cidos urénicos, se obtiene un
derivado de epiK5-amina-0O-sobresulfato que tiene un gado
de sulfatacién de al menos 3,4, ventajosamente de al
menos 3,5, mas ventajosamente de 3,55 a 4,

preferiblemente de 3,55 a 3,8.

Estos derivados de (epi) K5-amina-0O-sobresulfatado son
productos utiles como intermedios en la preparacién de
sus derivados . N-({Cy-C,)acilados Y como ingredientes
activos béasicamente 1libres de actividad sobre los
parametros de coagulacién pero que tienen otras
propiedades farmacolégicas interesantes, ttiles para la
preparacién de composiciones farmacéuticas. Para el uso
de los derivados de (epi)K5-amina-O-sobresulfato de 1la
presente invencién como ingredientes activos de
composiciones farmacéuticas, es ventajoso preparar tanto
los derivados de bajo peso molecular, con un peso
molecular medio de aproximadamente 3.000 a
aproximadamente 11.500, preferiblemente desde
aproximadamente 4.500 a aproximadamente 8.500, con una

distribucién de peso molecular de entre aproximadamente
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1.000 y aproximadamente 15.000, prefefiblemente entre
aproximadamente 2.000 Y aproximadamente 10.000 y
derivados de alto peso molecular, que se originan de un
K5 no fraccionadoe, con un peso molecular medio de
aproximadamente 15.000 a aproximadamente 45.000,
pPreferiblemente entre aproximadamente 20.000 y
aproximadamente 45.000, con una distribucién de peso

molecular desde aproximadamente 2.000 a aproximadamente

70.000.

Asi, de acuerdo con otros de sus aspectos la invencién
suministra nuevos ingredientes activos de composiciones
farmacéuticas que consisten de derivados de (epi)K5-
amina-O-sobresulfato que consisten de mezcla de cadena en

las cuales al menos el 90% de dichas cadenas tienen la

férmula II

~ m

En la cual n es un entero de 2 a 100, preferiblemente de

3 a 100, R, R’ y R” son hidrégeno o S503;-, las unidades
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urénicas son todas de Acido glucurénico para un grado de
sulfatacién de al menos 2,2, ventajosamente de 2,2 a 3 o
de 2,3 a 3, mas ventajosamente de 2,5 a 3,
preferiblemente de 2,7 a 2,9, o son 20-60% consistentes
de &cido idurénico, para un grado de sulfatacién de al
menos 3,4, ventajosamente de al menos 3,5, mas
ventajosamente de 3,55 a 4, preferiblemente de 3,55 a 3,8
y el catidn correspondiente es quimica o]

farmacéuticamente aceptable.

Los derivados de (epi) K5-amina~O-sobresulfatados
ventajosos de grado extremadamente alto de sulfatacién
son consistentes de una mezcla de cadena en la cual al
menos el 90% de dichas cadenas tienen la férmula II en la
cual las unidades urénicas son 40-60% consistentes de
dcido idurénico, n es un entero de 2 a 100,
preferiblemente de 3 a 100, con un peso molecular medio
de aproximadamente 2.000 a aproximadamente 40.000
ventajosamente de aproximadamente 4.500 a aproximadamente
40.000, R es al menos 40% preferiblemente 50-80% S0;-, R’
y R” son ambos SO;- o uno es hidrégeno y el otro es 5-10%
SOy-, en &acido monosulfato glucurénico y 10-15% SO3—- en

acido monosulfato idurénico, el grado de sulfatacién es
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més de 3,4 y el catién correspondiente es quimica o

farmacéuticamente aceptable.

Los derivados preferidos de epiK5-amina-0-sobresulfatados
de muy alto grado de sulfatacién son los Ilmw-epiK5-amina-
O-sobresulfatos que consisten de una mezcla de cadena en

la cual al menos el 90% de dichas cadenas tienen 1la

formula II’

[ o0 coor ]
i NH, oR" |

En la cual q es un entero de 2 a 20, R, R’ y R” son
hidrégeno o 50;-, las unidades urénicas estan 20 - 60%
comprendidas, preferiblemente 40-60%, de &cido idurénico
para un grado de sulfatacién de 3,55 a 4, y el catién

correspondiente es un ién quimica o farmacéuticamente

aceptable.

Son particularmente interesantes las mezclas de cadena de
la férmula II’ en las cuales las unidades urénicas estan

40-60% comprendidas, preferiblemente 50-55% de &cido
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idurénico, Res al menos 40%, ventajosamente 50 - 80%,
preferiblemente aproximadamente 65% S03-, R’ y R” son
ambos SO~ o uno es hidrégeno y el otro 5 - 10% de S03- en
dcido glucurénico y 10 - 15% de S03- en &cido idurénico,
N es un entero de 3 a 15, con un peso molecular medio de
aproximadamente 4.000 a aproximadamente B8.000 Yy el catién

correspondiente es quimica o farmacéuticamente aceptable.

Entre estos Lmw (epi) K5-amina-O-sobresulfatos, son
preferidos aquellos que consisten de una mezcla de cadena

en la cual las especies preponderantes tienen 1la férmula

II'a
\
- _ -
) A
| s

'En la cual p es un entero de 4 a 8, R, R’, y R” son como

se defini6é anteriormente, el grado de sulfatacién va de

3,55 a 4 y el catién correspondiente es quimica o

farmacéuticamente aceptable.
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El origen del nuevo LMW-epik5-amina-O-sobresulfatado
proveniente del LMW-epik5-N-sulfatos provenientes de los
mediante despolimeracién nitrosa y subsecuente reduccién
con, por ejemplo, borchidruro de sodio, involucra, en el
extremo reductor de las mayorias de las cadenas en dicha
mezcla de cadena, la presencia de una unidad 2,5~

anhidromanitol sulfatada de la estructura (a’).

CH,0S0;’
R (@)

CH,080,”

En la cual R representa hidrdégeno SO;.

El extremo reductor de la mayoria de las cadenas el dicha
mezcla de cadenas esta representado por la estructura

(b’).

En la cual la unidad urénica puede ser glucurénica o

hidrénica.
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Entre los nuevos LMW-epik5—-amina-O-sobresulfatados
anteriormente mencionados, se prefieren aqui los que
consisten de mezclas en los cuales las especies

preponderantes son un compuesto de férmula II'b.

H,080," H,080,
0 0
R )
R R (')
NH, OR" CH,080,"
- m

En el cual R, R’ y R” son hidrégeno o SO3-, X'’ es OH o
0SO3-, m es 4,5 o 6, las unidades urénicas son 40-60%
consistentes de 4&cido idurénico, para un grado de
sulfatacién de 3,5 a 4, las unidades idurénicas estando
presente alternativamente, partiendo con una unidad
glucorénica o idurénica, y el catién correspondiente es

uno quimica o farmacéuticamente aceptable.

De acuerdo con otro de sus aspectos la invencidn
suministra nuevos derivados de X5-amina-O-sobresulfato
que consisten de mezclas de cadena de los cuales al menos

el 920% de dichas cadenas tiene la férmula III
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4080, ¥
~ N
B Hy m‘_m

En las cuales n es un entero de 2 a 100, preferiblemente
de 3 a 100, R, R’ y R” son hidrbgeno 0 503-, el grado de
sulfatacién es al menos 2,2, ventajosamente de 2,2 a 3 o
desde 2,3 a 3, mas ventajosamente de 2,5 a 3,
preferiblemente 2,7 a 2,9 y el catién correspondiente es

quimica o farmacéuticamente aceptable.
Los K5-amina-O-sobresulfatos preferidos son los LMW-K5-

amina-O-sobresulfatas que consisten de mezcla de cadenas

de los cuales al menos el 90% de dichas cadenas tiene la

e

férmula III’

En la cual q es un entero de 2 a 20, R, R’ y R”

representan hidrdégeno o un grupo SO;-, para un grado de
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sulfatacién de al menos 2,2, ventajosamente de 2,2 a3 o0
2,3 a 3, m&s ventajosamente de 2,5 a 3, preferiblemente
de 2,7 a 2,9 y el catién correspondiente es un ién

quimicamente o farmacéuticamente aceptable.

Entre estos LMW-K5-amina-o-sobresulfatos son preferidos
aquellos que consisten de una mezcla de cadena en los

Cuales las especies preponderantes tienen la férmula

III’a

HOB0, coo" |
—~+ N (ira)
i NH, on-_w

En la cual p es un entero de 4 a 8, R, R’ y R” son como
se definié anteriormente, el grado de sulfatacién es al
menos 2,2, ventajosamente de 2,2 a 3 o 2,3 a 3, mas
ventajosamente de 2,5 a 3, preferiblemente de 2,7a 2,9y

el catién correspondiente es quimicamente o

farmacéuticamente aceptable.

El origen del nuevo LMW-K5-amina-O-sobresulfatado

proveniente del LMW-k5-sulfatos obtenidos mediante
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despolimerizacién nitrosa y la subsecuente reduccién como
ejemplo, borohidruro de sodio, involucra en el extremo
reductor de la mayoria de las cadenas en dicha mezcla de
cadena, la presencia de una unidad de 2,5 -anhidromaniiol
sulfatada de estructura (a’) cComo se mostrd

anteriormente, en la cual R representa hidrbdgeno p SO3-

Asi, el extremo reductor de la mayoria de las cadenas en
dicha mezcla de cadena que representa mediante la
estructura (b’) como se mostrdé anteriormente, en la cual

la unidad urénica es todavia de Acido glucurdnico.

Entre los nuevos ILMW-K-amina-0O-sobresulfatos
anteriormente mencionados, son preferidos aqui los que
consisten de mezclas en la cuales las especies

preponderantes son un compuesto de férmula III'b

coo~ H,OSO,' oo - Haosos-
(0] 0 0
! R Y QAR R R {irb)
OR" NH, OR" CH,080,"
b m

En la cual R, R’ y R” son hidrégeno o SO;-, X” es OH o

0S0;, para un grado de sulfatacién es al menos 2,2,
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ventajosamente de 2,2 a 3 o 2,3 a 3, mas ventajosamente
de 2,5 a 3, preferiblemente de 2,7 a 2,9, m es 4, 506y

el catidén correspondiente es un ién quimicamente o

farmacéuticamente aceptable.

El LMW-K5-amina-O-sobresulfados son nuevos productos
Utiles como intermedios en 1la Preparacién de sus
derivados N-sulfatados o N-acilados pero ellos mismos
tienen propiedades farmacolégicas interesantes, en
particular como radicales antilibre microbiocidas Y. como
tales, constituyen nuevos ingredientes activos o
composiciones farmacéuticas que constituyen por lo tanto

un aspecto adicional de la presente invencién.

En particular, de acuerdo con otro de sus aspecto, 1la
invencién se relaciona con el uso de los derivados de
(epi)K5-amina-O-sobresulfato anteriormente mencionados
con un alta grado de sulfatacién para la preparacién de

nuevos derivados de epiK5-amina-O-sobresulfates N-

sustituidos.

Los derivados de N-acil- (epe)K5-amina-O-sobresulfato de

acuerdo con la presente invencién son obtenidos al
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someter los derivados de (epi)K5-amina-O-sobresulfato a

la etapa © del proceso de la presente invencién.

Asi, de acuerdo con uno de sus aspectos adicionales, la
presente invencién suministra nuevos N-acil (epi) k5-amina-
O-sobresulfato obtenibles mediante un proceso

caracterizado por que

(a) un derivado de (epi)K5-N-sulfato, en forma &cida
como es tratado con una base orginica terciaria o
cuaternaria, permitiendo que la mezecla de reaccién
permanezca durante un periodo de tiempo de 30-60 minutos,
manteniendo el pH de la solucién en un valor de 7
mediante la adicién de dicha base orgdnica terciaria o

cuaternaria y su sal es aislada con dicha base organica;

(b} dicha sal de la base orgénica de dicho derivado de
(epi)K5-N-sulfato es tratado con un reactivo de O~
sulfatacién en las condiciones de O-sobresulfatacién

(c) el producto asi obtenido es tratado con un derivado
funcional de un &cido carboxilico (Cz~C;), el .derivado de
N-acilo- (epi) K5-amina-0O-sobresulfato asi oﬁtenido es
aislado. Generalmente el derivado de N-acil~(epi)K5-

amina-O-sobresulfato es aislado en forma de sal de sodio
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y opcionalmente dicha sal de sodio es transformada en

otra sal quimica o farmacéuticamente aceptable.

Como ocurre para los derivados de (epi)-K5-amina-0-
sobresulfato, también el grado de sulfatacién de 1los
derivados N-acil-(epi)k5-amina-O-sobresulfato como se
obtuvieron anteriormente depende de la configuracidén del
derivado de (epi)K5-N-sulfato de partida, en razén a que
el volumen en la cadena de disacirido del derivadoc de K5-
N-sulfato, en 1la cual 1las unidades urénicas estan
comprendidas exclusivamente de dcido glucurénico,
éermiten una sobresulfatacién que es menor que la que
ocurre con el derivado de epiKS-n-sulfato, especialmente
si el grado de epimerizacién del tultimo es 40-60% de

dcido glucurénico y 60 y un 40% de 4cido idurénico.

De hecho, se ha hallado que, sometiendo el derivado de
K5-N-sulfato a las etapas anteriormente dichas (a)-(c) se
obtiene un N-acil-kS5-amina-O-sobresulfato se obtiene un
derivado de N-acil-K5-amina-O-sobresulfato teniendo un
grado de sulfatacién de 2,2 a 3, ventajosamente de 2,5 a
3, preferiblemente de 2,7 a 2,9. m es 4, 5 o 6 y el
catién correspondiente es un 1i6n quimicamente o

farmacéuticamente aceptable.
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Sometiendo a un derivadc de epiK5-N-sulfato a las etapas
anteriormente dichas (a), (b) Yy (¢) en la cual el
contenido de &cido idurénico es 20-60% del total de los
dcidos urénicos, los derivados de N-acil-epiK5-amina-
sobresulfato son obtenidos teniendo un grado de
sulfatacién de al menos 3,4, ventajosamente de al menos

3,5, mas ventajosamente de 3,55 a 4, preferiblemente de

3,55 a 3,8.

Asi, de acuerdo con otros de sus aspectos, la presente
invencién suministra nuevos derivados de N-acil- (epi)K5-
amina-O-sobresulfato en el cual el acilo es una Acido
carboxilico (C;-C4), que tiene un peso molecular medio de
aproximadamente 2.000 a aproximadamente 45.000,
preferiblemente entre aproximadamente 4,500 Yy
aproximadamente 40.000, un grado de sulfatacién como se
indicé anteriormente, dichos derivados estando
basicamente inactivos sobre los parametros de coagulacién
pero los ingredientes activos ttiles de las composiciones

farmacéuticas o cosméticas.

Para uso de los derivados de N-acil-epiK5-amina-0-

sobresulfato de la presente invencién como productos
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farmacéuticos o cosméticos es ventajoso preparar tanto
derivados de bajo peso molecular con un peso molecular
medio de aproximadamente 3.000 a aproximadamente 11.500,
preferiblemente de aproximadamente 4.500 a
aproximadamente 8.500, con wuna distribucién de peso
molécula de entre aproximadamente 1.000 Yy aproximadamente
15.000, preferiblemente entre aproximadamente 2.000 vy
aproximadamente 10.000 y derivados de alto peso
molecular, que se originan de un K5 no fraccionado, con
un peso molecular medio de aproximadamente 15.000 a
aproximadamente 45.000, preferiblemente entre
aproximadamente 20.000 y aproximadamente 45.000, con una

distribucién de pesc molecular de aproximadamente 2.000 a

aproximadamente 70.000.

En los derivados de N-acil-epiK5-amina-0O-sobresulfato de
la presente invencién, grado de sulfatacién es muy alto,
en razén a que sobre los 4 hidroxilos libres disponibles

pPor unidad de disacArido, al menos 3,4, preferiblemente

"de 3,5 a 3,8, son sulfatados mientras el nitrégeno de la

glicosamina es virtualmente 100% acilado. Ademés, los
derivados de N-acil-epiK5-amina-O-sobresulfato son 100%
6-O-sulfatados se encuentra en un B80% 3-0O-sulfatados en

sus unidades glucosalina, 5-10% 3-O-monosulfatados en

o
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unidades glucurdnicas, 10-15% O-monosulfatados en
unidades idurénicas y 2,3-di-O-sulfatados en las unidades

de urénicas restantes, que consideran que el grado de

sulfatacién es al menos 3,4.

Los derivados de N-acil-K5-amina-0O-sobresulfato que, como
se indicdé anteriormente, tienen un grado de sulfatacién

de 2,2 a 3, son al menos 90% 6-0-sulfatados.

De acuerdo con otro de sus aspectos, 1la invencién
suministra nuevos derivados de N-acil-epiK5-amina-0-
sobresulfato que consisten de mezclas de cadena en las

cuales al menos el 90% de dichas cadenas tienen 1la

férmula IV

00"

-~ R

L " oy

En la cual las unidades urénicas son 20-60% consistentes
del A4cidoe idurénico, n es un entero de 20 a 10,
preferiblemente 3 a 100, R, R’ y R” son hidrégeno o S05-,

Z es acilo (Cz-Cs), el grado de sulfatacién es al menos

™
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3,4, ventajosamente de al menos 3,5, mas ventajosamente
de 3,55 a 4, preferiblemente de 3,55 a 3,8 y el catién

correspondiente quimicamente farmacéuticamente aceptable.

Los derivados N-acil-apiK5-amina-0-sobresulfato
ventajosos degrado extremadamente alto de sulfatacién son
congsistentes de una mezcla de cadena en la cuval al menos
el 90% de dichas cadena tiene la férmula IV en la cual
las unidades urénicas son 40-60% consistentes de A&cido
idurénico, n es un entero de 2 a 100, preferiblemente de
3 a 100, con un peso molecular medio de aproximadamente
2.000 a 45.000, ventajosamente desde aproximadamente
4.500 a aproximadamente 45.000, R es al menos 40%
preferiblemente 50-80% SO;-, R’ Y R” son ambos SO3 o uno
es hidrégeno y el otro es 5-10% S03- en acido monosulfato
glucurénico y 10-15% SO;~ en acido monosulfato idurénico,
el grado de sulfatacién es mas de 3,4 y el catién

correspondiente es quimica o farmacéuticamente aceptable.

Los derivados de N-acil-epiK5-amina-0O-sobresulfato de
extremadamente alto grado de sulfatacién de particular
interés son N-acil-IMW-epiK5-amina-O-sobresufatos que
consisten de una cadena en la cual al menos el 90% de

dichas cadena tienen la férmula IV’
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En la cual g es un entero de 2 a 20, R, R y R”
representan hidrégeno o un grupo SO3;— para un grado de
sulfatacién de 3,55 a 4, 2 es acilo (Cz-Ci) y el catidn
correspondiente es un ién quimica o farmacéuticamente

aceptable.

Las mezclas de cadena de la férmula IV en la cual las
unidades urénicas son 40-60% comprendidas,
preferiblemente 50-55%,de acido idurénico, es al menos
40%, ventajosamente se encuentre en un 80%,
preferiblemente aproximadamente 65% SO;-R’ y R son ambas
SO3- o uno es hidrégeno y el otro 5-10% de SO3— en acido
glucurb:;ico y 10-15% SO;- en acido idurénico, q es un
entero de 3 a 15, con un peso molecular medio de
aproximadamente 4.500 a aproximadamente 9.000 y el catidn
correspondiente es quimica o farmacéuticamente aceptable

son los preferidos.
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N-acil-LMW-epiK5-amina-0O-sobresulfatos particularmente
interesantes son aquellos de muy bajo peso molecular que
consisten de una mezcla de cadena en la cual las especies

de ponderantes son un compuesto de fé6rmua IV’a

4080, 3

NH-2 OR"| .

En la cual p es un entero de 4 a 8, R, R y R”
representan hidrdégeno o un grupe SO;- para un grado de
sulfatacién de 3,55 a 4, Z es acilo (C;-Cs), y el catién

correspondiente es un ién quimica o farmacéuticamente

aceptable.

El origen de los nuevos N-acil-LMW-epiK5-amina-0-
sobresulfatos proveniente de LMW-epiK5-sulfatos obtenidos
mediante despolimerizacién nitrosa Y la subsecuente
reduccién con, por ejemplo, borohidrure de sodio,
involucran, en el extremo reductor de la mayorias de las
cadenas en dicha mezcla de cadena, la presencia de una

unidad de 2,5-anhidromanitol sulfatada de estructura (a’)
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definida anteriormente, en la cual R" representa

hidrégeno o SOs3-.

Asi, el extremo reductor de la mayoria de las cadenas en
dichas mezclas de cadenas es representado por la

estructura (b")

En la cual Z representa acilo (C2-Cs) y la unidad urbnica

puede ser glucurénica o idurédnica.

Entre los nuevos N-acil-LMWepiK5-amina-O-sobresulfatos
anteriormente dichos son preferidos aquellos que
consisten de métodos en los cuales la especies

preponderantes es un compuesto de férmula IV’Db
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En la cual R, R’ y R” son hidrégeno o SO3- Z es acilo {(Cz-
C4), %'’ es OH o SO;-, mes 4, 5 o 6, para un grado de
sulfatacién de 3,55 a 4, las unidades urébnicas estan
presentes alternativamente, partiendo con una unidad
glucurénica o idurébénica y el catién correspondiente es

quimica o farmacéuticamente aceptable.

Dichos cationes son ventajosamente aquellos de metales
alcalinos, metales alcalinotérreos, de amenio,
tetralquilamonio (C;-C4), aluminio y zinc y, entre estos,
preferiblemente las sales de sodio, calcio Yy

tetrabutilamonio.

En todos, los N-acil-epiK5-amina-O-sobresulfatos mostrados
anteriormente, en particular aquellos de la férmula IV,
IV, IV’a, IV'b como también en la estructura b"”, el
grupo acilo (2) es preferiblemente una acilo (C;-Cy)
seleccionado del anterior grupo que consiste de acetilo,

(2-carboxy)acetilo, (2-metoxicabonil)acetilo, (2-
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etoxicarbonil) acetilo, propenilo, (3-carboxi)propionilo,
N-(3-metoxicarbonil)propionilo Yy (3-

etoxicarbonil)propionilo.

De acuerdo con otro de sus aspectos, la invencién
suministra nuevos derivado de N-acil-K5-amina-0-
sobresulfato que consiste de una mezcla de cadena en la

cual al menos el 90% de dichas cadena tiene la férmula V

%

[ oso._ - -
R N W
NH-Z
— —in

En la cual n es un entero de 2 a 100, preferiblemente de
3 a 100, Z es acilo (C-C4), R, R’ Y R” son hidrégenc o
SO03-, el grado de sulfatacién es al menos 2,2,
ventajosamente de 2,2 a 3 o de 2,3 a 3, mas
ventajosamente de 2,5 a 3, preferiblemente de 2,7 a 2,9 Yy

el catién correspondiente es quimica y farmacéuticamente

aceptable.

Particularmente interesantes son los nuevos N-acil-~LMwW-

K5-amina-O-sobresulfatos que consisten de una mezcla de
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cadena en las cuales al menos el 90% de dichas cadenas

tienen la férmula V’

1 -

En la cual q es un entero de 2 a 20, Z es acilo (Cz-C,),
R, R’ y R representan hidré4geno o un grupo S03— para un
grado de sulfatacién de al menos 2,2. Ventajosamente de
2,2 a 3 o de 2,3 a 3, mAs ventajosamente de 2,5 a 3,
preferiblemente de 2,7 a 2,9 y el catién correspondiente

es ion quimica y farmacéuticamente aceptable.

Entre estos N-acil-LMW-K5-amina-O-sobresulfatos son
preferidos aquellos que consisten de una mezcla de cadena
en la cual las especies preponderantes tienen la férmula

V’'a

— - - -
™\ A (Ve)
NH-Z
L -—dP
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En la cual p es un entero de 4 a 8, Z es acilo (C3-C4), R,
R’ ¥y R” son como se definié anteriormente, el grado de
sulfatacién es de al menos 2,2, ventajosamente de 2,2 a 3
o de 2,3 a 3, méas ventajosamente de 2,5 a 3,
preferiblemente de 2,7 a 2,9 Y el catién correspondiente

es quimica o farmacéuticamente aceptable.

El origen de 1los nuevos N-acil-LMW-epiK5-amina-0O-~
sobresulfatos proveniente de ILMW-epiK5-sulfatos obtenidos
mediante despolimeracién nitrosa Y la subsecuente
reduccién con, por ejemplo, borohidruro de sodio,
involucran, en el extremo reductor de la mayorias de las
cadenas en dicha mezcla de cadena, la presencia de una
unidad de 2,5-anhidromanitol sulfatada de estructura (a’)
comoc se mostrd anteriormente, en la cual R” representa

hidrégeno o S50;3-.

Asi, el extremo reductor de la mayoria de las cadenas en

dichas mezclas de cadenas es representado por 1la

estructura (b"’)
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En la cual Z, R, R y R” son como se definid

anteriormente.

Entre los nuevos N-acil-LMW-K5-amina-O-sobresulfaltos,
anteriormente mencionados, son preferidos aquellos que
consisten de mezclas en las cuales las especies

preponderantes son un compuesto de férmula V'b

En la cual 2 es acilo (C2-C4), R, R’ y R” son hidrégeno o
SO;-, X" es OH o 0SO;-para un grado de sulfatacién de al
menos 2,2, ventajosamente de 2,2 a 3 o de 2,3 a 3, mas
ventajosamente de 2,5 a 3, preferiblemente de 2,7 a 2,9,

m es 4, 5 o 6 y el catién correspondiente es un ion

quimica o farmacéuticamente aceptable.
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En todos los N-acil-K5-amina-O-sobresulfatos mostrados
anteriormente, en particular aquellos de la férmula V,
V’, V'a, V'b, como también en la estructura de b'’’, el
grupo acilo (Z) es preferiblemente un acilo (C2-C4)
seleccionado de entre el grupo que consiste de acetilo,
(2-carboxi)acetilo, (2-metoxicarbonil)acetilo, {(2-
etoxicarbonil)acetilo, propionilo, (3-carboxi)propionilo,
N-3-metoxicarbonil)propionilo Y (3-

etoxicarbonil)propionilo.

Particularmente interesantes son los N-acil-K5-amina-O-
sobresulfatos mostrados anteriormente en los cuales Z es
un acilo (Cp;-C4) diferente acetilo. También interesante Yy
particularmente activos son los N-acil-Kb-amina-O-
sobresulfatos mostrados anteriormente, en los cuales Z es
acetilo, que tiene un grado de sulfatacién de 2,7-2,9

preferiblemente de aproximadamente 2, 8.

Los nuevos derivados de N-acil- (epi)K5-amina-0-
sobresulfato, especialmente en su forma de sales, son
productos altamente aniénicos capaces de capturar los
radicales libres. Estos pueden ser utilizados en la
industria de cosméticos como coadyuvantes contra la

perdida de pelo o para preparar cremas “anti-
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envejecimiento”, pero son todos los anteriores Gtiles en
la industria farmacéutica, como productos para el

tratamiento de dermatitis y como microbiocidas.

Asi, de acuerdo con uno de sus aspectos adicionales, la
presente invencién suministra composiciones farmacéuticas
que incluyen como uno de sus ingrediente activos, una
cantidad farmacolégicamente activa de un derivado de N-
acil- (epi)K5-amina-O-sobresulfato como se mostré
anteriormente o una de sus sales farmacéuticamente

aceptables, en mezcla con excipiente farmacéutico.

En las composiciones farmacéuticas de la presente
invencién para administracién oral, subcuténea,
intravenosa, intradérmica o tépica, los ingredientes
activos son preferiblemente administrados en la forma de
unidades de dosis, en mezcla con excipientes o vehiculos
farmacéuticos clasicos. El régimen de dosis puede variar
ampliamente dependiendo de 1la edad, el peso y la
condicién de salud del paciente. Este régimen de dosis
incluye la administracién de una dosis de 1 a 1000 mg,
ventajosamente de 10 a 750 mg, preferiblemente 250 a 500
mg de una a tres veces por dia mediante administracién

intravenosa, subcutanea, oral, transdérmica, o tépica
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La presente invencién también suministra una composicién
cosmética que incluye una cantidad efectiva de un
derivado N-acil- (epi) K5-amina-O-sobresulfatado o una de
sus sales farmacéuticamente aceptables, en mezcla con un

excipiente cosmético.

Ademés, la presente invencidén suministra una composicién
farmacéutica que incluye, como uno de sus ingredientes
activos un derivado (epi)KS5-amina-0O-sobresulfato obtenido
de acuerdo con las etapas (a) Y (b) del proceso descrito
anteriormente, © una de sus sales farmacéuticamente
aceptables, y mezcla con un excipiente farmacéutico.
Ventajosamente, dicho derivado de (epl) K5-amina-0-
sobresulfato es consistente de una mezcla de cadena en la
cual al menos el 90% de dichas cadena tiene la férmula
I, II', III o III’ o en las cuales las especies
preponderantes tienen un compuesto de férmula IIa, II’a,
III'a o III'b. el ingrediente activo preferido es el LMW-
K5-amina-0-sobredulfato que tienen un grado de
sulfatacién de 2,2 a 3, ventajosamente tiene un peso
molecular medio y aproximadamente 3.500 a aproximadamente

11.000, mAs ventajosamente de aproximadamente 3500 a
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aproximadamente 5.200 y basicamente libre de grupos N-

acitil y N-sulfato.

En las composiciones farmacéuticas de 1la presente
invencién para administracién oral subcuténea,
intravenosa, transdérmica o tépica, los derivados de
(epi)K5-amina-O-sobresulfatos ingredientes activos son
preferiblemente administrados en la forma de unidades de
dosis, en mezcla con los excipientes o vehiculos
farmacéuticos clésicos. El régimen de dosis puede variar
ampliamente dependiendo de la edad, el peso y la
condicién de salud del paciente. Este régimen de dosis
incluye la administracién de una dosis de un derivado de
(epi)KS5-amina-O-sobresulfato de 1 a 1.000 mg,
ventajosamente de 10 a 750 mg, preferiblemente 250 a 500
mg de 1 a 3 veces al dia mediante administracién

intravenosa, subcuténea, oral, transdérmica o tépica.

La composicién farmacéutica que incluye un derivado de
(epi)K5-amina-O-sobresulfato tal como aqui mostrados
anteriormente son formulados con los excipientes clésicos
adecuados para diferentes forma de administracién.
Particularmente ventajosas son las formulaciones en la

forma de cremas como unglientos, linimentos, geles,
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espumas, balsamos, supositorios vaginales, supositorios,
soluciones o suspensiones adecuadas para administracién
local. Finalmente, la presente invencién suministra una
composicién farmacéutica que contiene, como uno de sus
ingredientes activos, una cantidad farmacéuticamente
activa de un LMW- (epi) K5-N~sulfato, es decir, de un LMW-
K5-N-sulfato o de un LMW-epiK5-N-sulfato como se mostrd
anteriormente o de una de sus sales farmacéuticamente

aceptables, en mezcla con excipiente farmacéutico.

En las composiciones farmacéuticas de la presente
invencién para administracién oral, subcutanea,
intravenosa, transdérmica o tépica, 1los ingredientes
activos son preferiblemente administrados en la forma de
unidades de dosis, en mezcla con excipientes o vehiculos

farmacéuticos clasicos.

El régimen de dosis puede variar ampliamente dependiendo
de la edad, peso y condicién de salud del paciente. Este
régimen de dosis incluye la administracién de una dosis
de 1 a 1.000 mg, ventajosamente de 10 a 750 mg,
preferiblemente 250 a 500 mg de 1 a 3 veces al dia
mediante administracién intravenosa, subcutéanea, oral,

transdérmica o tépica.
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De acuerdo con otro de sus aspectos la presente invencién
también suministra una composicién cosmética que contiene
como unc de sus ingredientes activos una cantidad
efectiva de LMW-K5-N-sulfato o ILMW- (epi)K5-N-sulfato de
una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en mezcla

con un excipiente cosmético.

Ventajosamente, dicho derivado de LMW- (epi) K5-N-sulfato
es consistente de una mezcla de cadena en la cual al
menos el 90% de dichas cadena tiene la férmula I, I, o
en las cuales las especies preponderantes son un
compuesto de férmula Ia, I’b. El ingrediente activo
preferido es el derivado LMW- (epi) K5-N-sulfato que tiene
un pesc molecular medio de aproximadamente 1 a
aproximadamente 12.000, ventajosamente de aproximadamente
1.500 a aproximadamente 8.000, preferiblemente de
aproximadamente 1.500 a aproximadamente 7.500 .y

basicamente libre de grupos N-acetilo.

Una sal seleccionada del grupo que consiste de sales de
metales alcalinos o metales alcalinotérreos, de amonio,
tetraalquilamonioc (C1-C4), aluminio o zinc, en particular

la sal de sodio, potasio, calcio, magnesio, aluminio o
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zinc constituyen un ingrediente activo efectivo de 1las

composiciones de la presente invencién.

Los sigulentes ejemplos ilustran la invencién sin embargo

limitarla.

PREPARACION I

LMN-epiK5-N-sulfato

a) Epimerizacién de K5-N-sulfato

2 g de K5 N-sulfato, obtenido como se describid en el
ejemplo 1, estas etapas (i) y (ii), de la W002/068477,
son disueltos en 120 ml de 25 ml de un amortiguador
HEPES, pH 7, que contiene 50 mM de CaClz. La solucién
obtenida se hace recircular a través de una columna de 50
ml llenada con 1la resina que contiene la enzima
inmovilizada obtenida como se describié en 1la WO
96/14425. Esta operacién es llevada a cabo a 30° C con un
flujo de 200 ml/h durante 24 horas. El producto obtenido
es purificade a través de ultrafiltracién sobre una
membrana de 1.000 D el paso sobre una columna de

intercambio iénico 1R 120 H*, neutralizando el eluado con
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NaCH 1N. La muestra es recuperada mediante precipitacién

con etancl o acetona.

Un producto epimerizado se obtiene con una proporciédn de
dcido idurénico / 4cido glucurénico de 55/45 contra una
promocién de 0/100 de producto o partida. El porcentaje
de epimerizacién se calculé con H-RMN de acuerdo con el
método descrito en la WO 96/14425. E1l rendimiento,
calculado mediante la revisién del contenido de acidos
urénicos contra un esténdar con el métode de carbazol

(Bitter y Muir Anal. Biochem. 39, 88~92-1971) es 90%.

b} Despolimerizacién del epi-K5-N-sulfato

1 g del producto obtenido en la etapa (a) se
despolimeriza mediante el método de degradacién con &cido
nitroso y la subsecuente reduccién del aldehido que
forma. En particular unc continua disolviendo el producto
del 25 ml y agua destila y agregandola con 230 mg de
nitrito de sodio disuelto en 115 ml de agua destilada.
Las solucién es luego llevada a 4° C Y al pH 2 con HCl
0,1 N y mantenida durante 30 minutos. Al final de la

reaccién la solucién es llevada a temperatura ambiente de
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con NaOH 0,1 M. la solucién es luego agregada con 450 mg
de NaBH; y se hace reaccionar durante 4 horas. EIl
producto es recuperado por precipitacién con tres
volimenes de acetona a 4° C, filtracién con un embudo de
filtracién y secada a 40° C en un horno de vacio, 900 mg
del LMW-epiK5-N-sulfato son obtenidos con una
distribucién de peso molecular medida con el método HPLC
que varia desde 1.000 a 4.000 Y con un contenido unidad

glucurénica de 45% y contenido de idurénica de 55%.

PREPARACION II

IMN-KS-N-sulfato

El producto obtenido como se describié en el ejemplo 1,
etapas (i) y (ii), de la W002/068477 se despolimeriza
mediante el método de degradacién con Acido nitroso y la
subsecuente reduccién del aldehido que forma. Uno
continua disolviendo un 1 g de K5-N-sulfato en 200 ml de
agua destilada y agregindola con 480 mg de nitrito de
sodio disuelta en 240 ml de agua destilada. La solucién
es luego llevada a 4° C y el PH a 2 con HCl 0,1 M y

mantenida durante 30 minutos. Al final de la reaccién la
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solucién es llevada a PH 7 con NaOH 0,1 M y luego a
temperatura ambiente de cuarto. 1La solucién es 1luego
agregada con 450 mg de NaBH, Y se hace reaccionar durante
4 horas. El exceso de NaBH; se elimina con HC1l llevando
el pH a 5-6. El producto neutralizado con NaOH 0,1 M es
recuperado por precipitacién con tres volimenes de
acetona a 4° C, filtracién con un embudo de filtracién y
secada a 40° C en un horno de vacio. Son obtenidos 900 mg
del LMW-K5-N-sulfato con peso molecular medic de
aproximadamente 2.000, que consiste de una mezcla de
cadena en la cual las 'especies preponderantes son un
compuesto de férmula I’'b en la cual m es 4 Y las unidades

urénicas son aquellas de &cido glucurénico.

PREPARACION III

a) Despilimerizacién del K5-N-sulfato

2 g de K5 N-sulfato, obtenido como se describié en el
ejemplo 1, etapas (i) y (ii), de 1la W002/068477 se
despolimerizan como se describié en la PREPARACION IT ’

utilizando 100 mg de nitrito de sodio Y 300 mg de
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borohidrurec de sodio. Son obtenidos 1,8 ¢ de LMW-K5-N-

sulfato con un peso molecular medio de S.000

b} Epimerizacién de LMW-K5-N-sulfato

1 g de LMW-K5-N-sulfato obtenido en la etapa (a) se trata
como se describié en la etapa (a) del ejemplo 1. Un
producto epimerizado es obtenido con una proporcién de
dcido idurénico/4cido glucurénico de 44/56 contra una
proporcién de 0/100 del producto de partida, con una
distribucién de peso molecular de 2.000 a 10.000 y con in
peso molecular medio de 5.000 D. El rendimiento calculado
al medir el contenido de Acidos urdnico contra un
estandar con el método de carbazol (Bitter and Muir Anal.

Biochem. 39,88-92-1971) es 90%.

PREPARACION IV

Preparacién del epiK5-N-sulfato

Una solucién de 10 g de K5-N-sulfato se obtiene como
describié en el ejemplo 1, etapas (i) y (ii), de la WO

02/068477 en 600 ml de 25 mM de un amortigquador HEDED a



86

PH 7, que contiene CaCl, a una concentracién de 50 mM se
hace recircular a través de una columna de 50 ml llena
con resina 4B sefarosa que contiene 5g de la epimerasa
Co-recombinante (WO 96/14425) inmovilizada como se
describié en WO 01/72848. La reaccién es llevada a acabo
a 30° C a un pH 7 con un flujo de 200ml/h durante 24
horas. El producto obtenide se purifica mediante
ultrafiltracién y precipitacién con etanol. Asi se

obtiene un epiK5-N-sulfato cuyo contenido de 4cido

idurénico es 54%.

PREPARACION V

Preparacién de ILMW-epiK5-N-sulfato

Un 1 g del producto obtenido de la PIiEPARACION IV se
despolimeriza mediante el método de degradacién con acido
nitroso y la subsecuente reduccién del aldehido que
forma. En particular uno continua disolviendo el producto
25 ml de agua destilada y agregindola con 230 mg de
nitrito de sodio disuelto en 115 ml de agua destilada. La
solucidén es luego llevada a 4° C y el pH 2 con HCl 0,1 N

y mantenida durante 30 -minutos. Al final de la reacciédn
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la solucién es llevada temperatura de ambiente de cuarto
y el pH a 7 con NaOH 0,1 M. La solucién es luego agregada
con 450 mg de NaBH; y hecha reaccionar durante 4 horas.
El producto es recuperado mediante precipitacién con tres
volumenes de acetona a 4° C, la filtracién con un embudo
de filtracién y secada a 40° C en un horno de vacio. Son
obtenidos 900 mg del LMW~-K5-N-sulfato con una
distribucién de peso molecular medida con el método HPLC

que varia desde 1.000 a 4.000.

EJEMPLO 1

EpiK5-amina-0O-scbresulfato

a) Sal de Teterbutilamonio de epiK5-N-sulfato

Una solucién de 400 mg de epiK5-N-sulfato con un
contenido de Acido idurdénico del 54% como se obtuvo en la
preparacién IV en 40 ml de agua es termoestablecido en 4°
c, luego'pasado sobre una resina de intercambio iénico 1R
120 H' reacondicionada con agua a 4° C. El eluado
obtenido consiste de 100 ml de una solucién a pH 1,94, es

neutralizada con una solucién de 15% de hidréxido de



tetrabutilamonio y dejada a temperatura ambiente de
cuarto durante 1 hora, manteniendo el PH en 7 mediante la
adicién de 15% de hidréxido de tetrabutilamonio y
finalmente es liofilizado. Asi se obtiene 805 mg de sal

de tetrabutilamonio de epiK5-N-sulfato.

b) Epi-K5-amina-0O-sobresulfato

A una solucién que contiene 805 mg de la sal asi obtenida
en 30 ml de dimetilformamida se ajusta a 45° C y se trata
con 30 ml de dimetilformamida que contiene 2,26 g del
aducto piridina.S0;. la reaccién a 55° C se continua
durante toda la noche y luego 60 ml de agua se agregan a
la mezcla. Después de la neutralizacién con NaOH 1N, el
pProducto especificado con tres voltimenes de acetonas
saturada con NaCl y ajustada a 4° C durante la noche. E1
precipitado 'se recupera mediante filtracién sobre Duch G4
y luego ultrafiltrada con un sistema Millipore TEFF de
1.000 D y secada a presién reducida. Se obtienen 550 mg
de epi-KS5-amina-O-sobresulfada que tiene un contenido de
dcido idurénico del 54%, de glucosamina 6-O-sulfato del
100% de glucosamina 3-O-sulfato del 60% de A&cido

mosulfaro glucurénico del 10%, de A&cido monosulfato y
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idurénico del 15% el resto de las unidades urénicas son
disulfatadas, con un grado de sulfatacién de 3,55 medido

con el método conductometrico de acuerdo con Casu et al.

1975.

EJEMPLO 2

N-acetil-epiK5-amina-0O-sobresulfato

A una solucién 250 mg de epi-K5-amina-O-sobresulfato
obtenida del ejemplo 175 mil de Y enfriado a 4° C se
agrega 7,5 ml de etanol y 3,75 ml de anhidrido acético.
La reaccién es mantenida a 4° C durante 2 horas
manteniendo el pH un valor de 7 con NaOH 5M. Después de
ultrafiltracién sobre una membrana de 1.000 D son
agregados tres volumenes de acetona saturada con cloruro
de sodio y el precipitado se recupera mediante
centrifugacién a 5.000 rpm durante 5 minutos. Asi se
obtienen 249 mg de N-acetil-epiK5-amina-O-sobresulfatada
con un no contenido de acido idurénico del 54%,
glucosalina-6-0-sulfato del 100%, N-acetil del 100%,

glucosalina 3-O-sulfato del 30%, 4&cido monosulfato
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glucurénico del 10%, 4cido monosulfato idurénico del 15%,
el resto de las unidades urénicas son disulfatadas, y
cuyo grado de sulfatacién es 3,5 medido con el método

conductimétrico de acuerdo con Casu et al.1975.

EJEMPLO 3

N-acetil-K5-amina-O-sobresulfato

1 gr de K5 N,0 sobresulfato obtenido en el Ejemplo 2 de
la WO/020668477 se disuelven en 200 ml de agua y la
solucién es llevada a un pH 2 con HCL 1 N Y
termoestablecida a 50° C. La reaccién es mantenida a 50°
C durante 3 horas y luego enfriada a temperatura ambiente
de cuarto y neutralizada con NaOH 1 N. la muestra es
luego enfriada a 4° C y 20 ml de Me OH Yy 10 ml de
anhidrido acético son agregados a la reaccién que es
dejada a 4° C durante 2 horas manteniendo el pH
constantemente en 7. Al final de la reacciédn la muestra
es purificada de sales mediante ultrafiltracién sobre una
membrana con una separacién de 1.000 D y luego recuperada

y secada a presién reducida. Se obtiene un producto 100%
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N-acetilado, 100% 6-0 sulfato, 30% monosulfato y 70%

bisulfato sobre el 4cido glucurénico.



REIVINDICACIONES

1. Proceso para la preparaciédn de derivados N-acil-
(epi)K5-amina-O-sobresulfato y de sus sales
quimica (o] farmacéuticamente aceptables,

caracterizados por que

(d) Un derivado derivado de (epi) K5-N-sulfato, en
forma &cida, es tratado con un base organica
terciara o cuaternaria, permitiéndole a la mezcla
de reaccién permanecer durante un periodo de
tiempo de 30-60 minutes, manteniendo el PH de la
solucién a un valor de aproximadamente 7 Yy su sal

es aislada con dicha base organica;

(e) Dicha sal de base orgidnica de dicho derivado
(epi) K5-N-sulfato es tratada con un reactivo de
O-sulfatacién en las condiciones de O-sobre

sulfatacién;

(f) El1 derivado (epi)K5-amina-0O-sobresulfato asi
obtenide es tratado con un derivado funcional de
un &cido carboxilico (Cz-C4), el derivado de N-

acil-(epi)K5-amina-0-sobresulfato es aislado.
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Proceso de acuerdo con 1la reivindicacién 1,
caracterizado por que dicho derivado de N-acilo-
(epi)K5-N, O-sobre sulfato es aislado en forma de
sal sodio y opcionalmente dicha sal de sodio es
transformada en otra sal quimica o)

farmacéuticamente aceptable.

Proceso de acuerdec con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 o 2, caracterizado POr que, en
la etapa (a) se utiliza hidréxido de

tetrabutilamonio como una base organica.

Proceso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, caracterizados Por dque,
en la etapa (b) O-sobresulfatacién es llevada a
cabo el dimetilformamida utilizando 2-4 moles de
un reactivo de O-sulfatacién por OH disponible
por disacdrido a una temperatura de 40-60° C

durante 15-20 horas.

Proceso de acuerdo con una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que ’



como material de partida es utilizado un (epi)K5-
N-sulfato que tiene un peso molecular en medio de

aproximadamente 1.000 a aproximadamente 25.000.

Proceso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, caracterizado por que
dichos materiales de partida son 40-60% C5-

epimerizados.

Proceso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a &, caracterizado por que
dicho material de partida tiene un peso molecular

medio de aproximadamente 1.500 a aproximadamente

25.000,.

Proceso de acuerdo con 1la reivindicacién 7,

caracterizado por que dicho material de partida
tiene un peso molecular medio entre 10.000 vy

25.000.

Proceso de acuerdo con 1la reivindicacién 7,

caracterizado por que dicho material de partida
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tiene un peso molecular medio de aproximadamente 1.500 a

aproximadamente 12.000.

10. Proceso de acuerdo con la reivindicacién 9, caracterizado por
que dicho material de partida tiene un peso molecular medio de

aproximadamente 1.500 a aproximadamente 8.000.

11. Proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado por
que como material de partida se utiliza un derivado de (epi)K5-N-
sulfato que consiste de una mezcla de cadena en la cual al menos

el 90% de dichas cadenas tiene la férmula 1

" CH,OH o |
o)
~ H H L"\ )
o)
NHSO, OH
e —

En la cual 1la proporcién de unidades glucurdnicas/unidades
idurénicas van de 100/0 a 40/60, n es un entero de 2 a 100 y el

catidén.



®

12,

13.

14,

96

correspondiente es quimicamente o

farmacéuticamente aceptable.

Proceso de acuerdo con 1la reivindicacién 11,
caracterizado por que dicho material de partida
es consistente en una mezcla de cadena en la cual
al menos el 90% de dichas cadenas tiene 1la
férmula I, en la cual las unidades urénicas son

40-60% consistentes de &cido idurénico.

Proceso de acuerdo con la reivindicacién 11,
caracterizado por que dicho material de partida
es un IMN-(epi)K5-N-sulfato que consistente de
una mezcla de cadena en la cual al menos el 90%
de dichas cadenas tiene la férmula I, en la cual
las wunidades urénicas son todas consistentes
acido glucurénico o son 40-60% consistentes de
acido idurénico, n es un entero de 3 a 15 y el

catién correspondiente es quimicamente aceptable.

Proceso de acuerdo con la reivindicacién 11,
caracterizado por que dicho material de partida

es un LMW-(epi)K5-N-sulfato consistente de una
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mezcla de cadena en la cual al menos el 90% de

dichas cadenas tiene la férmula I’

En la cual las wunidades urénicas son 100%
consistentes de &cido glucurénico o son 60-40% de
acido glucurénico y 40-60% de &cido idurénico, q
€s un enterc de 2 a 20 y el catién
correspondiente es quimicamente (o]

farmacéuticamente aceptable.

15.Proceso de acuerdo con la reivindicacién 11,

caracterizado por que dicho material de partida
es un LMW-(epi)K5-N-sulfato consistente de una
mezcla de cadena en la cual 1las especies

preponderantes tienen la férmua I'a
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S ('a)

En la cual 1las unidades urénicas son 100%
consistentes de A&cido glucurénico o son 60-40%
glucurdénico y 40-60% de acido idurénico, p es un

entero de 4 a 8.

Proceso de aéuerdo con una cualquiera de 1las
reivindicaciones 5 a 15, caracterizado por que
dicho material de partida es un LMW- (epi) K5~N-
sulfato obtenido mediante despolimerigacién
nitrosa del correspondiente (epi) K5-N-sulfato vy

la subsecuente reduccién.

Proceso de acuerdo con la reivindicacién 16,
caracterizado por que dicho LMW- (epi) K5~-N-sulfato
de partida contiene, en extremo reductor de la
mayoria de las cadenas en dicha mezcla de cadena

una unidad 2,5-anhidromano de estructura (a)
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en la cual X representa un grupo hidroximetilo.

18. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las

reivindicaciones 16 y 17, caracterizado por que
como material de partida se utiliza un LMW-
(epl)K5-N-sulfato que consiste de mezclas de
cadenas en las cuales las especies preponderantes

son un compuesto de férmula I’b

Q (ro)

En la cual X es hidroximetilo, m es 4, 5 o 6, el
catién correspondiente es un ién quimica o
farmacéuticamente aceptable, las unidades
urénicas son todas de Acido glucurénico o las

unidades glucurénica e idurénicas estan presente
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alternativamente, partiendo con una ' unidad

glucurénica o idurénica

Proceso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 18, caracterizada por que
dicho derivado (epi)K5-N-sulfato de partida es

utilizado en forma de sal de sodio.

Un derivado de N-acil- (epi)K5-amina-O-sobresulfato
obtenible de acuerdo al proceso de la

reivindicacién de 1la 1 a la 19.

Un derivado de N-acil-(epi)K5-amina-O-sobresulfato
de acuerdo con la reivindicacién 20 en forma de
sal de un metal alcalino o] un metal
alcalinotérreo, de amonio, de tetralquilamonio

(C1-C4) , aluminio o zinc.

Un derivado de N-acil-(epi)K5-amina-0O-sobresulfato
en el cual el acilo es un acilo (Cz-Ci), que tiene
un contenido de &cido idurénico de 20-60%, un
peso molecular medio de aproximadamente 2.000 a

45.000 y un grado de de sulfatacién de al menos
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3,4, o una de sus sales quimica o

farmacéuticamente aceptable.

23.Un derivado de N-acil- (epi)K5-amina-O-sobresulfato

24,

de acuerdo con la reivindicacién 22, cuyo peso
molecular medio estd entre aproximadamente 15.000

Yy aproximadamente 45.000.

Un derivado de N-acil-(epi)K5-amina-O-sobresulfato
de acuerdo con la reivindicacién 22, cuyo peso
molecular medio estd entre aproximadamente 4.500

y aproximadamente 8.500.

25.Un derivado de N-acil- (epi)K5-amina-O-sobresulfato

de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones de la 22 a 24, caracterizado por

que dicho grado de sulfatacién va 3,4 a 3,8.

26.Un derivado de N-acil- (epi)K5-amina-0-sobresulfato

que consiste de mezclas de cadena en las Cuales

al menos 90% de dichas cadenas tiene la férmula

Iv
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En la cual las wunidades wurénicas son 20-60%
consistente de acido idurénico, n es un entero de
2 a 100, R, R’ y R” son hidrégeno o S03-, Z es
acilo (C;~C;), el grado de sulfatacién es al menos
3,4, y el catién correspondiente es quimicamente

farmacéuticamente aceptable.

27.Un derivado de N-acil-(epi)K5-amina-0O-sobresulfato

de acuerdo con la reivindicacién 26 caracterizado
pPor que este consiste de una mezcla de cadena en
la cual al menos el 90% de dichas cadenas tiene
la férmula IV en la cual las unidades urdnicas
son 40-60% consistentes de &cido idurénico n es
un entero de 3 a 100, con un peso molecular medio
de aproximadamente 2.000 a aproximadamente
45.000, R es al menos 40% SO;—, R’ Y R” son ambos
503 o uno es hidrégeno y el otro es 5-10% S03- en

dcido monosulfato glucurénico y 10-15% S03- en
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acido monosulfato idurénico Yy el catioén

correspondiente es quimica o farmacéuticamente

aceptable.

28.Un derivado de N-acil-(epi)K5-amina-0O~-sobresulfato

de acuerdo con una cﬁalquiera de las
reivindicaciones 26 y 27, caracterizado por que
un LMW-N-acllo-epiK5-0O-sobresulfato que
consistente de una mezcla de cadena de la cual al

menos el 90% de dichas cadenas tiene 1la férmula

Iv’

w)

En la cual q es un entero de 2 a 20, R, R’ y R”
representan hidrégeno o un grupo SO;- para un
grado de sulfatacién de 3,55 a 4, Z es acilo {Ca—
Cd) Yy el catiébn correspondiente es quimica o

farmacéuticamente aceptable.
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Un LIMW-N-acil-(epi)K5-O-sobresulfato de acuerdo
con la reivindicacién 28, caracterizado por que
en dicha mezcla de cadena de fé6rmula TV’ las
unidades urénicas son 50-55% consistente de &acido
idurénico, R es al menos 40% 503, R’ y R” son
ambas SO3- o0 uno es hidrégeno y el otro 5-10% de
503- en &4cido glucurénico Yy 10-15% SO0;- en 4&cido
idurénico, q es un entero de 3 a 15, con un peso
molecular medio de aproximadamente 4.500 a
aproximadamente 9.000 y el catién correspondiente

es quimica o farmacéuticamente aceptable.

Un lmw-N-acilo-epiK5-0-sobresulfato de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 28 a 29,
caracterizado porque este consiste de una mezcla
de cadena en la cual las especies preponderantes

€S un compuesto de férmula IV’'a

~ R N (va)
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En la cual p es un entero de 4 a 8, R, R" y R”
son hidrégeno o un grupo S0;~ para un grade de
sulfatacién de 3,55 a 4, 2 es acilo (C2-Cq), y el
catién correspondiente es quimica o]

farmacéuticamente aceptable.
Un lmw-N-acilo-epiK5-0-sobresulfato de acuerdo con

la reivindicacién 30 caracterizado porque dichas

especies preponderantes son un compuesto de

080," o OSO;
(vv)
NH-Z CH,080,"

L m

férmula IV’Db

En el cual R, R’ y R” son hidrégenoc o SO3-, Z es
acilo {C-C4), X” es OH o 0SO-, m es 4, 5 o 6,
para un grado de sulfatacién de 3,55 a 4, las
unidades urdnicas estan presentes
alternativamente, partiendo con una unicdad
glucurénica o idurénica, y el catién

correspondientes es quimica o farmacéuticamente

aceptable.

2\A
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Un lmw-N-acilo-epik5-0-sobresulfato de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones de la 22 a la
31 en la cual el acilo (C2-C4) sustituyente es

seleccionado del grupo que consiste de un

acetilo, (2-carboxi) acetilo, (2-
metoxicarbonilo)acetilo, (2-
etoxicarbonil)acetilo, propionilo, (3=~
carboxi) propionilo, N-(3-
metoxicarbonil)propionilo Yy (3-

etoxicarbonil)propionilo.

Un derivado lmw-N-acilo-epiK5-O-sobresulfato de
acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 22 a 32, caracterizado porque
dicha sal o un catién correspondiente es un metal
alcalino o metal alcalinotérreo, y amoni,

tetraalquilamonio (C;-C4)}, aluminioc o zinc.

34. Un derivado de N-acil-KS-amina-O-sobresulfato

que consiste de una mezcla de cadena en la cual
al menos el 90% de dichas cadenas tienen la

fé6rmula v
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En la cual n es un entero de 2 a 100, Z es
acilo (C;-C4), R, R’ y R” son hidrégeno o SO;-
el grado de sulfatacién es al menos de 2,2, y
el catién correspondiente es quimica o

farmacéuticamente aceptable.

35. Un derivado de N-acil-KS5-amina-O-sobresulfato de
acuerdo con la reivindicacién 34, caracterizado
porque este es un lmw-N-acil-K5-amina-0-
sobresulfato que consiste de una mezcla de cadena
en la cual al menos el 90% de dichas cadenas

tiene la férmula Vv’
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En la cual q es un entero de 2 a 20, Z es
acilo(C-C4), R, R’ y R” representan hidrégeno o
un grupo S0;~ para un grado de sulfatacién de 2,2

a 3 y el catién correspondiente es quimica o

farmacéuticamente aceptable.

Un lmw-N-acil-K5-amina-O-sobresulfato de acuerdo
con la reivindicacién 35, caracterizado porque
este consiste en una mezcla de cadena en la cual

las especies preponderantes son un compuesto de

f6rmula V’a

En la cual p es un entero de 4 a 8, Z es acilo
(C2=C4), R, R’ y R” representan hidrégeno o un
grupo SO0;- para un grado de sulfatacién de 2,2 a 3
y el catién correspondiente es quimica o

farmacéuticamente aceptable.
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37. Un lmw-N-acil~KS-amina-O-sobresulfato de acuerdo
con la reivindicacién 36, caracterizado porque
dichas especies preponderantes son un compuesto

de férmula V’b

En la cual Z es acilo (C>-C¢), R, R’ y R” son
hidrégeno o S03—, X” es OH u 0S3;-, para un grado
de sulfatacién de 2,2 a 3 m es 4, 5 o 6 y el
catién correspondiente es un ién quimica o

farmacéuticamente aceptable.

38. Un derivado de N-acil-K5-amina-O-sobresulfato de
acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 34 a 37, caracterizado porque

dicho grado de sulfatacién es de 2,3 a 3.

39. Un derivado de N-acil-KS5-amina-O-sobresulfato de
acuerdo con la reivindicacién 38, caracterizado

porque dicho grado de sulfatacién va de 2,5 a 3.
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40. Un derivado de N-acil-K5-amina-O-sobresul fato de
acuerdo con la reivindicacién 39, caracterizado

porque dicho grado de sulfatacién va de 2,7 a
2'9!

41. Un derivado de N-acil-K5-amina-O-sobresulfato de
acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones de la 34 a 1a 40, en la cual el

sustituyente acilo (C2-Cy) es diferente de

acetilo.

42. Un derivado de N-acil-K5-amina-0O-sobresulfato de
acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones de la 34 a la 40, en la cual el
sustituyente ha sido acilo (C-C,) es acetilo, que

tiene un grado de sulfatacién de 2,7-2,9.

43. Un derivado de N-acil-K5-amina-O-scbresulfato de
acuerdo con la reivindicacién 42, que tiene un

grado de sulfatacién de aproximadamente 2,8.

44. Un derivado de N-acil-K5-amina-0O-sobresulfato de

acuerdo con una cualquiera de las
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reivindicaciones de la 34 a la 43, caracterizado’
porque dicha sal o catién correspondientes es un
metal alcalino o un metal alcalinotérreo, de

amonio, tetraalquilamonio (C;-C), aluminio de

zinc.

45. Composicién farmacéutica que incluye, como uno
de sus ingredientes activos, un derivado de (epi)
K5-amina-O-sobresulfato o© wuna de sus sales
farmacéuticamente aceptables, obtenida por el
proceso de acuerdo con las etapas (a) y (b) de 1la
reivindicacién 1, aislado en forma de sal de
sodio y opcilonalmente transformado en otra sal
farmacéuticamente aceptable en mezcla con

excipiente farmacéutico.

46. Composicién de acuerdo con la reivindicacién 45
caracterizada en que dicho ingrediente activo es
un derivado de (epi)k5-amina-O-sobresulfato que
tiene un peso molecular medio de aproximadamente

4.500 a aproximadamente 40.000.

47. Composicién farmacéutica de acuerdo a una

cualquiera de las reivindicaciones 45 Y 46, en 1la
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cual dicho ingrediente activo es un derivado de
(epi)k5-amina-0-sobresulfato que consiste de una
mezcla de cadena en la cual al menos el 90% de
dichas cadenas tiene la férmula IT

: !
: .
-\T m
™

En la cual n es un entero de 2 a 100, R, R, y R”

son hidrégeno o SO3;-, las unidades urénicas son
todas de 4cido glucurénico, para un grado de
sulfatacién de 2,2 a 3, o son 20-60% consistentes
de 4cido idurbénico, para un grado de sulfatacién
de al menos 3,4, y el catién correspondiente es

farmacéuticamente aceptable.

Composicién farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 47, caracterizada porque dicho
ingrediente activo es un LMW-epiK5-amina-0~-
sobresulfato que consiste de una mezcla de cadena
en la cual al menos el 90% de dichas cadenas

tiene la férmula II’
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En la cual q es un entero de 2 a 20, R, R y R”
son hidrégeno o SO3;- las unidades urénicas son 20-
60% comprendidas, preferiblemente 40 - 60% de

dcido idurénico, para un grado de sulfatacién de

3,55 a 4.

49. Composicién farmacéutica de acuerdo con la

reivindicacién 48, caracterizada porque, en dicha
mezcla de cadena de férmula II’, las unidades
urénicas son 40-60% consistentes de Acido
idurénico, R es al menos 40% S03~, R’ y R” son
ambos SO3-, o uno es hidrégeno Y el otro es 5-10%
SOy~ en &cido glucurénico y 10-15% de SO3- en
acido idurénico, n es un entero de 3 a 15, con un
peso molecular medio de aproximadamente 4.000 a

aproximadamente 8.000.

Composicién farmacéutica de acuerdo con una

cualquiera de las reivindicaciones 48 y 49,
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caracterizado porque dicho LMW-epiK5-amina-O-
sobresulfato que consiste de una mezcla de cadena
en la cual las especies preponderantes tiene la

férmula II’a

_ _ -
—~ N re
NH, OR*

L -—dP

En la cual q es un entero de 4 a 8, R, R’ y R”
son como se definié anteriormente, el grado de
sulfatacién va de 3,55 a 4 y el catién

correspondiente es farmacéuticamente aceptable.

51. Composicién farmacéutica de acuerdo con 1la
reivindicacién 50, caracterizado porque dichas
especies preponderantes es un compuesto de

férmula II’'b

00~ CH,080,"
0
OR' R (I'b)
OR" NH, OR" CH,080,"
| m
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En la cual R, R’ y R” son hidrégeno o S03;~, X” es
OH o OS3-, m es 4, 5 o 6, las unidades urdnicas
son 40-60% consistentes de &cido idurénico, para
un grado de sulfatacién de 3,55 a 4, las unidades
idurénicas estén presentes alternativamente,
partiendo con una unidad glucurénica o idurénica,

Yy el correspondiente es un ién farmacéuticamente

aceptable.

Composicién farmacéutica de acuerdo con 1la
reivindicacién 45, que incluye como uno de sus

ingredientes activos un derivado de K5-amina-0-

"sobresulfato consistente de una mezcla de cadena

en la cual al menos el 90% de dichas cadenas

tiene la férmula IIT
\L.

- N

! d!

En la cual n es un entero de 2 a 100, R, R y R”

son hidrdégeno o SO3-, y el grado de sulfatacién es
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al menos 2,2, y el catién correspondiente es

farmacéuticamente aceptable.

533. Composicidén farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 52, caracterizado porque dicho
ingrediente activo es un lmw-K5-amina-0-
sobresulfato que consiste de una mezcla de cadena

en la cual al menos el 90% de dichas cadenas

tiene la férmula III’

080, -]
N gm
NH, OorR" ik

En la cual g es un entero de 2 a 20, R, R y R”
representan hidrégeno o un grupe SO~ para un

grado de sulfatacién de al menos 2,2.

54. Composicién farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 53, caracterizada porque dicho
lmw-K5-amina-O-sobresulfato que consiste de una
mezcla de cadena en la cual las especies

preponderantes tienen la fé6rmula III’a
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En la cual p es un entero de 4 a 8, R, R’ y R”
son como se definié anteriormente, el grado de

sulfatacién es de 2,2 a 3.

55. Composicibébn farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 50, caracterizado porque dichas
especies preponderantes es un compuesto de

f46rmula III’b

[ CH0s0, coo- H,080,
0 o 2 3
R R (D)
i NH, OR" i CH,0S80,"

En la cual R, R’ y R” son hidrégeno o SO0;-, X" es
OH u 0SO3-, para un grado de sulfatacibén de 2,2 a
3, mes 4, 5 o 6 y el catiébn correspondiente es

un ién farmacéuticamente aceptable.
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Composicién farmacéutica de acuerdo con wuna
cualquiera de las reivindicaciones de la 45 a 55
caracterizada porque dicha sal o catién
farmacéuticamente aceptable son sodio, potasio,

calcio, magnesio o zinc.

Composicién farmacéutica de acuerde con una
cualquiera de }aa reivindicaciones de la 45 a 56
caracterizada porque este est& en la forma de una
crema, un ungllento, linimento, gel, espuma, balsamo,
supositorio vaginal, supositorio, solucién o]

suspensidén para administracién local.

58. Una composicién farmacéutica que contiene, como uno

59.

de sus ingrediente activos, una cantidad
farmacolégicamente activa de un lmw- (epi) k5-N-sulfato
béisicamente libre de grupos acetilo, o de una de sus
sales farmacéuticamente aceptables, en mezcla con un

excipiente farmacéutico.

Una composicidéh cosmética que contiene una cantidad
efectiva de un 1mw-(epi)k5-N-sulfato de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 10
y de 25 a 37, en la cual dicha sal o catién es
farmacéuticamente aceptable, en mezcla con un

excipiente cosmético.
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Se describe un nuevo método para la sobresulfatacién de
(epi) K5-N-sulfatos para cbtener (epi) KS-amina-0O-
sobresulfatos a un grado extremadamente alto de
sulfatacién y para la transformacién de estos intermedios
en nuevos N-acil- (epi)KS5-amino-O-sobresulfato basicamente
libres de actividad sobre los parametros de coagulacién y
Utiles en el campo cosmético o farmacéutico. También se
describen composiciones farmacéuticas que contiene, como
unc de sus ingredientes activos, un (epi)K5-amina-0-

sobresulfato.
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