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polisacéaridos de bajos pesos moleculares, sulfatados
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DESCRIPCION

La presente invencion se refiere al campo de
los polisacédridos de bajos pesos moleculares. Mas
particularmente la invencién se refiere al campo
de las heparinas de bajo peso molecular.

Las heparinas son substancias biolégicas de
extraccion de la familia de los glicosaminoglica-
nos, utilizadas por sus propiedades anticoagu-
lante y antitromboética. Principalmente, se uti-
lizan en el tratamiento de las trombosis venosas
post-operatorias. Sin embargo, en su forma na-
tiva, las heparinas presentan un cierto niimero de
inconvenientes que limitan las condiciones de su
utilizacién. En particular, la actividad anticoa-
gulante puede ocasionar hemorragias, y la sensi-
bilidad a ciertos factores séricos, tal pf4, impone
la utilizacién de dosis relativamente importantes.
Por lo tanto es necesario privilegiar la actividad
antritrombética, atribuida principalmente a la ac-
tividad antiprotrombinasa, a expensas de la ac-
tividad anticoagulante, atribuida al efecto anti-
trombina.

Con este fin, se ha propuesto fragmentar las
heparinas en moléculas de pesos moleculares me-
dios menores. En particular, se conoce en el arte
anterior la patente europea EP 40144. Esta pa-
tente describe mezclas de polisacaridos sulfata-
dos que tienen una estructura general de los po-
lisacaridos constituyentes de la heparina, que po-
seen el doble enlace etilénico en una de las extre-
midades de su cadena, y cuyo peso molecular me-
dio en peso esta comprendido entre 2000 y 10000
Daltons. Estas mezclas se obtienen por despoli-
merizacién y saponificacién de un ester de hepa-
rina. Se ha indicado que presentan una actividad
antitrombdética elevada y una actividad anticoa-
gulante global inferior a la de la heparina.

Sin embargo, uno de los mayores problemas
que se encuentran con las heparinas reside en el
hecho de que se trata de productos muy hete-
rogéneos. Por lo tanto es dificil apreciar la contri-
bucién de cada una de las especies en la actividad
de la heparina, conocer el comportamiento de es-
tas especies durante la despolimerizacién y final-
mente controlar la estructura de estas especies y
sus proporciones respectivas en los productos fi-
nales. Por estas razones, los inconvenientes ante-
riormente mencionados no han podido ser resuel-
tos de manera totalmente satisfactoria. Principal-
mente, los procedimientos descritos en el arte an-
terior, y en particular en la patente EP 40144 no
permiten obtener mezclas que poseen las propie-
dades farmacolégicas requeridas para una mejor
aplicacién, a saber una semi-vida plasmatica sufi-
cientemente elevada, una velocidad de absorcién
bastante grande, una fuerte biodisponibilidad y
también una pequena “anchura”.

Por lo tanto se han descrito otros procedimien-
tos que permiten fragmentar la heparina, con vis-
tas a disminuir sus efectos indeseables (Johnson et
coll. Thrombos. Haemostas. Stuttg., 1.976, 35,
586; Lane et coll. Thrombosis Research 16, 651,
Lasker et coll. US. 3.766.167). Cada uno de es-
tos procedimientos parece indicar que la actividad
buscada esta privilegiada cuando el grado de frag-
mentacién de la heparina aumenta (véase también
la solicitud de patente europea EP 301618 relativa
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a pentasacaridos que poseen una actividad anti-
trombdtica).

En el mismo sentido, estudios recientes sobre
el mecanismo de accién de las heparinas en la for-
macion de la trombina han puesto de manifiesto
una influencia del peso molecular medio de las
heparinas sobre su actividad in vitro (Béguin et
coll.,, Thromb. Haemost., 61, 30, 1989). Los au-
tores indican que las heparinas de bajo peso mo-
lecular poseen sobre todo una actividad antipro-
tombinasa y las heparinas de peso molecular mas
elevado, una actividad antitrombina.

Paralelamente, se ha propuesto igualmente
fraccionar las heparinas con el fin de extraer mez-
clas de peso molecular medio homogéneo. Se co-
noce en particular la solicitud de patente europea
EP 337327, que describe un procedimiento para la
preparacion de fragmentos de oligosacaridos deri-
vados de la heparina, que permite obtener mez-
clas que tienen una dispersion molecular redu-
cida. Segun este procedimiento, se eliminan pre-
viamente las fracciones de peso molecular inferior
a 3.000 Daltons, lo que conduce a eliminar el pro-
ducto final de los fragmentos que contienen menos
de 10 a 16 sacéridos, y las especies de peso mole-
cular superior a 7000 Daltons. Segin los invento-
res, este tratamiento, que tiene por objeto homo-
geneizar la mezcla final, permitiria disminuir la
actividad anticoagulante, al mismo tiempo que se
conservaria la actividad antritrombética buscada.

Sin embargo, a despecho de estos traba-
jos, las mezclas obtenidas presentan siempre un
efecto hemorréagico residual, o una actividad an-
titrombdtica demasiado debil. Ademads, nada en
el arte anterior permite determinar cuales son las
propiedades que deben ser reunidas para obtener
una actividad biolégica 6ptima. Por otra parte
la conclusién de los autores del articulo precitado
es elocuente: “no sabemos cual es la combinacién
optima de las propiedades de la heparina”. La ca-
racterizacién precisa de diferentes preparaciones
y la correlacion de estas propiedades con observa-
ciones clinicas podria eventualmente aportar una
respuesta”.

Se ha encontrado ahora que es posible obtener
heparinas que presentan propiedades ventajosas,
principalmente para su utilizacién en la profilaxis
y el tratamiento de los accidentes trombdticos.
De manera inesperada, la solicitante ha encon-
trado en efecto que la presencia en el producto
final, a la vez de especies de alto y de bajo peso
molecular, confiere una mejor actividad al pro-
ducto. Contrariamente a las indicaciones del arte
anterior, parece pues preferible conservar en la
mezcla final especies de peso molecular elevado,
asi como una cierta heterogeneidad.

El estudio farmacocinético de las mezclas de la
invencién muestra que éstas reunen propiedades
particularmente ventajosas.

En particular, las mezclas de la invencién pre-
sentan un tiempo de semi-vida superior a los otros
productos conocidos, e igualmente a la heparina
madura. Por otra parte, con relacién a esta
ultima, es importante senalar que la semi-vida de
las mezclas de la invencion es independiente de la
dosis inyectada. Esto es interesante puesto que el
efecto producido es mucho més predecible que en
el caso de la heparina.
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Ademads, en el caso del hombre, las mezclas
de la invencién presentan una excelente biodispo-
nibilidad, medida por la actividad anti Xa. Asi,
desde el 30% aproximadamente para la heparina,
es de aproximadamente el 90 % para las mezclas
de la invencion. Esto es muy ventajoso puesto que
permite reducir las dosis inyectadas y mejorar la
potencialidad terapéutica.

Por otra parte, otra propiedades importante
de las mezclas de la invencién reside en su gran ve-
locidad de absorcién. Esta caracteristica permite
obtener una actividad bioldgica casi instantanea,
y ofrece por lo tanto una mayor seguridad en el
tratamiento, cubriendo rdpidamente al paciente.

Otra caracteristica de las mezclas segtn la in-
vencién es su pequena “anchura” comparativa-
mente a los otros productos y a la heparina ma-
dura. Merced a su estructura quimica, a su peso
molecular o a su grado de sulfato, estas mezclas
presentan en efecto una resistencia particular a
la degradacién (desulfatacién, hidrélisis) y a la
eliminacién, que aumenta todavia mas sus capa-
cidades terapéuticas.

Igualmente, las preparaciones de la invencién
poseen un tiempo de residencia acrecentado con
relaciéon a la heparina de partida. Esta propie-
dad se traduce en una prolongacién del tiempo
durante el cual el producto permanece activo in
vivo, y por lo tanto por una mejor eficacia te-
rapéutica.

Ademds, estas preparaciones presentan tam-
bién una sensibilidad reducida a los factores
sédicos, que aumenta su duracién de acciéon in
vivo y permite utilizarlas a dosis pequenas.

Estas propiedades particularmente ventajosas
se obtienen controlando, en el curso del procedi-
miento de preparacién, ciertas caracteristicas es-
tructurales de las especies en presencia, asi como
su distribucién molecular. Las mezclas asi ob-
tenidas estdn en una relacién favorable entre las
fracciones de altos y de bajos pesos moleculares,
que les confieren las propiedades antitrombéticas
requeridas, con un efecto hemorragico pequeiio.

Estas caracteristicas de la invencion se expre-
san a la vez por el porcentaje de cadenas pesa-
das y de cadenas ligeras y por la relaciéon entre
el peso molecular medio en peso de las mezclas y
su peso molecular medio en nimero, que refleja
la dispersiéon molecular.

Un objeto de la presente invencién reside por
lo tanto en mezclas de polisacaridos sulfatados
que presentan la estructura general de los poli-
sacaridos constituyentes de la heparina, caracte-
rizadas porque tienen un peso molecular medio en
peso inferior al de la heparina, que contiene entre
9 y 20% de cadena de peso molecular inferior a
2000 Daltons y entre 5 y 20% de cadenas de peso
molecular superior a 8000 Daltons, y en las que la
relacion en peso molecular medio en niimero esta
comprendida entre 1,3 y 1,6.

Por otra parte, la solicitante ha comprobado
que es posible mejorar todavia maés las propie-
dades de las mezclas disminuyendo su grado de
impurezas. Principalmente, la mayor parte de las
heparinas contienen contaminantes tales como los
acidos nucléicos, los polipéptidos, o diversos po-
lisacaridos. Entre éstos, se pueden citar en par-
ticular las condroitinas sulfatos, el heparano o el
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dermatano sulfato. Cada uno de estos contami-
nantes, ya sea por su peso molecular muy ele-
vado, por los substituyentes que porta o por su
grado de sulfatacion, es capaz de interferir du-
rante la preparacién del producto (en la despoli-
merizacién por ejemplo) para modificar la distri-
bucién molecular final, o directamente en la ac-
tividad, modificando las proporciones de cadenas
activas principalmente. La solicitante ha puesto a
punto ahora un procedimiento que permite elimi-
nar estas impurezas y ha comprobado una mejora
de las cualidades de las mezclas que han sufrido
este tratamiento. El efecto de este pretratamiento
puede medirse utilizando como impureza testigo
el dermatano sulfato.

Un objeto més particular de la presente in-
vencién reside en mezclas de polisacaridos sulfa-
tados que presentan las caracteristicas enuncia-
das anteriormente, caracterizadas porque contie-
nen menos de 2% de dermatano sulfato.

En un modo preferido, las mezclas de poli-
sacdridos sulfatados segin la invencién poseen un
peso molecular medio en peso comprendido en-
tre aproximadamente 3500 Daltons y aproxima-
damente 5500 Daltons.

Siempre preferentemente, las cadenas de poli-
sacaridos sulfatados que constituyen las mezclas
segun la invencién tienen un acido 2-O-sulfo 4
enopiranosurénico en una de sus extremidades.

Otro aspecto de la invencién se refiere a un
procedimiento para la preparacion de mezclas de
polisacaridos sulfatados que tienen un peso mole-
cular medio en peso inferior al de la heparina, que
contienen entre 9 y 20% de cadena de peso mole-
cular inferior a 2000 Daltons y entre 5 y 20% de
cadenas de peso molecular superior a 8000 Dal-
tons y en las que la relacién en peso molecular me-
dio en peso/peso molecular medio en ntimero esta
comprendida entre 1,3 y 1,6. El procedimiento de
la invencién se caracteriza porque se efectiian las
etapas siguientes:

- en una primera etapa se salifica el medio
acuoso una heparina por medio de una sal
de amonio cuaternario de cadena larga,

- en una segunda etapa, se esterifica la sal asi
obtenida para formar un éster que tiene un
grado de esterificacién comprendido entre
95y 14%, y

- en una tercera etapa, se despolimeriza el
éster obtenido que tiene un grado de esteri-
ficacién comprendido entre 9,5 y 14%.

La solicitante ha comprobado en efecto que
se puede controlar el nivel de despolimerizacion,
y por lo tanto las caracteristicas moleculares del
producto final jugando sobre el grado de esterifi-
cacién de la sal de heparina de partida.

Segin la invencién, por lo tanto es posible
obtener directamente y de manera reproducible
mezclas de polisacaridos sulfatados que tienen las
caracteristicas indicadas anteriormente.

La heparina de partida utilizada en el proce-
dimiento segin la invencién es preferentemente
una heparina de cerdo y principalmente mucosa
de cerdo. Se ha encontrado en efecto que segin
el origen de la heparina de partida, la actividad
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de las mezclas obtenidas podia variar de manera
substancial. Principalmente, cuando la heparina
de partida es de origen bovino, se obtienen mez-
clas que tienen una actividad anticoagulante su-
perior a la obtenida a partir de la heparina de
mucosa intestinal de cerdo.

Ademas, en una variante particularmente ven-
tajosa, el procedimiento de la invencién com-
prende también una etapa previa de precipitacién
de la heparina de partida por medio de un al-
cohol. Este pretratamiento permite disminuir el
grado de impurezas de tipo condroitina sulfato o
heparano sulfato.

Un alcohol que da buenos resultados es, por
ejemplo, el metanol.

El grado de pureza de la heparina sddica
puede determinarse a continuacién por cromato-
grafia liquida de exclusién estérica.

Esta etapa preliminar permite principalmente
preparar una heparina que tiene un grado de der-
matano sulfato inferior al 2%.

Mas precisamente, el salificado de la heparina
se realiza de la manera siguiente.

La sal de la heparina puede obtenerse por
accion de un exceso de sal correspondiente sobre
una heparina sédica, en medio acuoso, a una tem-
peratura préxima a 20°C. De una manera venta-
josa, la sal de amonio cuaternario utilizada es pre-
ferentemente una sal de bencetonio tal como prin-
cipalmente el cloruro de bencetonio, que puede
hacerse reaccionar sobre la heparina sédica.

En lo que se refiere a la segunda etapa, se
prefiere realizar la esterificacion en las condiciones
siguientes.

El éster parcial de la heparina en forma de sal
cuyo grado de esterificacién estd comprendido en-
tre 9,5 y 14%, puede obtenerse por esterificacién
de la sal de amonio cuaternario de cadena larga
de la heparina en un disolvente organico clorado
en presencia de un derivado del cloro. Ademss, la
eficacia de la reaccién queda aumentada contro-
lando las proporciones de dos diferentes reactivos
y la temperatura y el tiempo de reaccion.

De una manera ventajosa, el éster parcial de
la heparina es un éster aromatico.

También preferentemente, el derivado del
cloro es el cloruro de bencilo, y el disolvente clo-
rado se elige entre el cloroformo o el cloruro de
metileno.

Para obtener un grado de esterificacién com-
prendido entre 9,5 y 14%, puede ser particular-
mente ventajoso utilizar, por una parte en peso
de sal de heparina, aproximadamente 1 parte en
volumen de derivado del cloro en el seno de 3 a 5
partes en volumen de disolvente organico clorado,
y efectuar la reaccién durante un periodo de 15 a
48 horas, a una temperatura comprendida entre
25 y 45°C y preferentemente entre 30 y 40°C.

En un modo preferido de realizacién, el éster
parcial de la heparina estd en forma de una sal de
sodio.

Los ésteres asi formados pueden recuperarse
por precipitacién por medio de un alcohol tal
como principalmente el metanol, en presencia de
acetato de sodio. Preferentemente, se utilizan en-
tre 1 y 1,2 volimenes de alcohol por volumen de
medio reaccional. El grado de esterificacion del
éster puede controlarse a continuacién por cro-
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matografia en fase liquida de alta resolucién. En
particular, en el caso del éster bencilico, se puede
medir la cantidad de alcohol bencilico obtenido
por saponificacién del éster a 0°C.

La tultima etapa del procedimiento de la in-
vencion se conduce ventajosamente de la manera
siguiente.

Preferentemente, la despolimerizacién se rea-
liza tratando el éster con una base fuerte en so-
lucién acuosa. Mads precisamente, se puede utili-
zar el carbonato sédico.

Ventajosamente, la relacién en peso
base/éster estd comprendida entre 0,05 y 0,2, y
preferentemente entre 0,08 y 0,15.

La temperatura del medio se ajusta a un valor
comprendido entre 50 y 70°C, y preferentemente
entre 55 y 65°C, y la relacién se efectiia durante
un periodo que va de 30 minutos a 3 horas, y
preferentemente, de 1 a 2 horas.

Ademas, es preferible operar en un medio en
el que la relacién en peso agua/éster esté com-
prendida entre 15 y 30.

Una manera particularmente ventajosa de rea-
lizar la despolimerizacién consiste en mezclar:

- una parte en peso de un éster aromatico de
la heparina tal como se obtiene de la se-
gunda etapa en forma de sal, cuyo grado de
esterificacion estd comprendido entre 9,5 y
14%,

- entre 0,08 y 0,15 partes en peso de carbo-
nato sodico, y

- entre 20 y 30 partes en peso de agua,

a continuaciéon mantener durante 1 a 2 horas la
temperatura entre 55 y 65°C.

El producto puede recuperarse a continuacién
por neutralizacién del medio reaccional por medio
de un acido mineral diluido, y preferentemente de
acido clorhidrico, y precipitaciéon en presencia de
un alcohol, tal como metanol.

De esta manera, es posible obtener directa-
mente y de forma reproducible una mezcla de po-
lisacaridos sulfatados que contiene:

- entre 9 y 20 % de cadenas de peso molecular
inferior a 2000 Daltons,

- entre 5y 20 % de cadena de peso molecular
superior a 8000 Daltons,

y que tiene un peso molecular medio comprendido
entre 3500 y 5500 Daltons y una relacién peso
molecular medio en peso/peso molecular medio
en numero comprendida entre 1,3 y 1,6.

Las mezclas de la presente invencién pueden
utilizarse de manera ventajosa como agentes an-
titrombdticos.

En particular, son aplicables para la pre-
vencion de trombosis venosas en las situaciones
de riesgo.

Esto es valido igualmente en las situaciones de
riesgo prolongado. En particular, estas mezclas
permiten por primera vez disminuir, a dosis fijas,
los riesgos de accidentes trombéticos en la cirugia
ortopédica. Este riesgo es del 70% en ausencia de
cualquier tratamiento y aproximadamente el 25%
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en presencia de heparina, se sitia en los alrede-
dores del 10% con las mezclas de la invencidn,
incluso menos.

Igualmente, inyectada en las tubuladuras de
un rinén artificial, estas mezclas pueden reducir
las trombosis susceptibles de desarrollarse en las
mismas. Esta tltima aplicacién puede extenderse
a la prevencion de las trombosis en el material
quirurgico.

Otra utilizacién terapéutica ventajosa de las
mezclas de la invencién reside en la prevencién
de los accidentes trombéticos arteriales, y princi-
palmente en el caso de infarto de miocardio.

Por otra parte, una aplicacién particular-
mente interesante de las mezclas segin la pre-
sente invencién reside en la posibilidad de uti-
lizar, para la prevenciéon de las trombosis veno-
sas en el caso de las enfermedades quirdrgicas, en
régimen post-operatorio. Esta aplicacién es com-
pletamente ventajosa puesto que permite evitar
los riesgos de hemorragia durante la operacién,
y los problemas de tipo y de dosis de anestesia,
que se ocasionan por una prevencién en régimen
pre-operatorio.

El conjunto de estas propiedades demuestra
las potencialidades terapéuticas de las prepara-
ciones de la invencién.

Los ejemplos siguientes, que no tienen ningin
caracter limitativo, ilustran la presente invencién.
Tecnicas de dosificado.

Los pesos moleculares y las distribuciones de
peso molecular de los productos se determinan
por cromatografia liquida a elevada presién con
dos columnas en serie, por ejemplo las comer-
cializadas bajo la designacién TSK G 3000SW
(30x0,75 cm) y Lichrosorb 100 Diol 10u (25x0,75
cm), o TSK G 2000SW, acopladas con un de-
tector refractométrico. El disolvente utilizado
es un tampén fosfato 0,3M pH 7, y el caudal
es de 0,7 ml/minuto. El sistema estd calibrado
con patrones preparados por fraccionamiento de
la enoxaparina (PHARMUKA) por cromatografia
de exclusién sobre agarosa-poliacrilamida (IBF),
segin la técnica descrita por BarrowCliffe et
Coll., Thromb. res., 12, 27-36 (1977-78) o D.A.
Lane et Coll., Thromb. res, 12, 2257-271 (1977-
78). Los resultados estdn calculados por medio
del dispositivo 16gico GPC6 (Perkin Elmer).

En los ejemplos que siguen, la actividad anti-
coagulante global de las mezclas se mide por tur-
bidimetria utilizando el primer calibre internacio-
nal de heparina de bajo peso molecular. La activi-
dad anti factor Xa (antitrombdético) se mide por el
método amidolitico sobre un substrato cromégeno
descrito por Teien et Coll., Thromb.res., 10, 399-
410 (1977), utilizando el primer calibre interna-
cional de heparina de bajo peso molecular.
Ejemplo 1.

Este ejemplo ilustra la etapa previa de trata-
miento de la heparina sédica, que permite reducir
el grado de impurezas de tipo condroitina sulfato
v heparano sulfato.

Se agregan a 10 g de heparina comercial (sal
de sodio) en solucién en 100 ml de agua, que con-
tienen 3 g de cloruro de sodio, 80 ml de metanol.
Tras precipitacién, el producto obtenido se filtra,
se enjuaga y a continuacion se seca. El grado de
pureza de la heparina sédica asi obtenida se mide
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por cromatografia liquida de exclusion estérica,
con dos columnas en serie, las comercializadas
bajo la designacién TSK 2000SW (60 x 0,75 cm)
y TSK 3000SW (60 x 0,75 cm), acopladas con un
detector UV regulado a 206 nm. La fase mévil
utilizada es una solucién acuosa de sulfato de so-
dio 0,5M que circula a un caudal de Iml.mn~*.
El ensayo se compara con una heparina testigo
que contiene 2% de dermatano sulfato.

En las condiciones indicadas anteriormente, la
heparina obtenida contiene menos de 2% de der-
matano sulfato.

Ejemplo 2.

Este ejemplo ilustra la preparacion de la sal
de amonio cuaternario de la heparina.

Se agrega a una solucién de 10 g de heparina
de sodio segun el ejemplo 1, que contiene menos
del 2% de dermatano sulfato, en 100 ml de agua,
una solucién de 25 g de cloruro de bencetonio en
125 ml de agua. El producto obtenido a tempe-
ratura ambiente, se filtra a continuacién, se lava
con agua y a continuacién se seca.

De manera idéntica, se prepara la sal de ben-
cetonio de una heparina que no ha sido sometida
al tratamiento del ejemplo 1.

Ejemplo 3.

Este ejemplo ilustra la preparacién y las pro-
piedades de las mezclas segun la invencién.

1. Esterificacién.

Se agregan a una solucién de 15 g de hepa-
rina de bencetonio, previamente tratado segin el
procedimiento del ejemplo 1, en 75 cm de cloruro
de metileno, 15 ml de cloruro de bencilo. La so-
lucién se calienta a una temperatura de 35°C, que
se mantiene durante 25 horas. Se agregan enton-
ces 90 ml de una solucién al 10% de acetato de
sodio en metanol, se filtra y se lava con metanol y
se seca. Se obtienen asi 6,5 g de éter bencilico de
heparina en forma de sal de sodio, cuyo grado de
esterificacién, determinado como se ha indicado
anteriormente, es del 13,3%.

2. Despolimerizacién.

Se disuelven 10 g del éster bencilico de hepa-
rina obtenido anteriormente en forma de sal de
sodio en 250 ml de agua. A esta solucién calen-
tada a 62°C se agregan 0,9 g de carbonato sédico.
La temperatura se mantiene durante 1 hora y
30 minutos a 62°C. La mezcla reaccional se re-
frigera a continuacién hacia 20°C y se neutraliza
por adicién de acido clorhidrico diluido. Se ajusta
entonces la concentracién del medio reaccional al
10% en cloruro de sodio. El producto se preci-
pita finalmente en 750 ml de metanol, se filtra y
se seca. Se obtiene asi una heparina que presenta
las caracteristicas estructurales siguientes:

- peso molecular medio en peso: 3900 Daltons

- distribucién molecular:

. 20% de cadenas de peso molecular in-
ferior a 2000 Daltons

. 5,5 % de cadenas de peso molecular su-
perior a 8000 Daltons

- dispersion: d = 1,39
- actividad anti Xa: 106 Ul
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- actividad anticoagulante: 22,6 UL

Ejemplo 4.

Se preparan de una manera similar, par-
tiendo de ésteres que tienen un grado de esteri-
ficacién comprendido entre 9,5 y 14%, soluciones
de heparina despolimerizada que tienen las carac-
teristicas estructurales siguientes:

a) - peso molecular medio en peso: 4425
Daltons

- distribucién molecular:

. 12,4 % de cadenas de peso mole-
cular inferior a 2000 Daltons

. 9,3 % de cadenas de peso molecu-
lar superior a 8000 Daltons

- dispersién: d = 1,37
- actividad anti Xa: 102 UI
- actividad anticoagulante: 33 UL

b) - Peso molecular medio en peso: 4579
Daltons

- distribucién molecular:

. 11,2 % de cadenas de peso mole-
cular inferior a 2000 Daltons

. 10,4 % de cadenas de peso mole-
cular superior a 8000 Daltons

- dispersiéon: d = 1,37
- actividad anti Xa: 104 UI
- actividad anticoagulante: 37 UL

c) - Peso molecular medio en peso: 4446
Daltons

- distribucién molecular:

. 12,6 % de cadenas de peso mole-
cular inferior a 2000 Daltons

. 9,5 % de cadenas de peso molecu-
lar superior a 8000 Daltons

- dispersiéon: d = 1,38
- actividad anti Xa: 100 UI
- actividad anticoagulante: 32 UL

Ejemplo 5.

Este ejemplo ilustra la preparacién de una
mezcla que no entra en las caracteristicas de la
invencion.

1. Esterificacién.

Se agregan a una solucién de 15 g de hepa-
rinato de bencetonio previamente tratada segin
el procedimiento del ejemplo 1, en 60 ml de clo-
ruro de metileno, 12 ml de cloruro de bencilo. La
solucién se calienta a una temperatura de 28°C,
que se mantiene durante 30 horas. Se agregan
entonces 90 ml de una solucién al 10% de ace-
tato de sodio en metanol, se filtra, se lava con
metanol y se seca. Se obtienen asi 6,3 g de éster
bencilico de heparina en forma de sal de sodio.
El grado de esterificacién de este producto deter-
minado por medida, en cromatografia liquida de
alta resolucién, de la cantidad de alcohol bencilico
liberada por saponificacién del éster a 0°C, es del
9,2%.
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2. Despolimerizacién.

Se disuelven 10 g del éster bencilico de hepa-
rina obtenido anteriormente en forma de sal de so-
dio, en 200 ml de agua. A esta solucién, calentada
a b8°C, se agregan 1,1 g de carbonato sédico. La
temperatura se mantiene durante 1 hora a 58°C.
La mezcla reaccional se refrigera a continuacion
hacia 20°C y se neutraliza por adicién de acido
clorhidrico diluido Se ajusta entonces la concen-
tracién del medio reaccional al 10% en cloruro de
sodio. El producto se precipita finalmente en 600
ml de metanol, se filtra y se seca. Se obtienen
asi una heparina que presenta las caracteristicas
estructurales siguientes:

- peso molecular medio: 5425 Daltons

- distribucién molecular:

. 9,6 % de cadenas de peso molecular in-
ferior a 2000 Daltons

. 19,5 % de cadenas de peso molecular
superior a 8000 Daltons.

- dispersion: d = 1,44
- actividad anti Xa: 122 Ul

- actividad anticoagulante: 68,6 UI.

Estos resultados, que hacen aparecer una ac-
tividad anticoagulante elevada, demuestran la su-
perioridad de las mezclas preparadas segun la in-
vencién, y que poseen las caracteristicas enuncia-
das.

Ejemplo 6.

Este ejemplo ilustra la ganancia de estabilidad
in vivo de las mezclas de la invencién, expresada
por su semi-vida plasmatica.

Un primer estudio farmacocinético se ha rea-
lizado sobre voluntarios que tienen entre 21 y 30
anos. Se han practicado inyecciones subcutdneas
de dosis que varian entre 20 y 80 mg/ml. En el
transcurso del tiempo, se han tomado muestras
(4,5 ml) y se han almacenado aproximadamente
a 4°C. Las muestras se han centrifugado entonces
durante 15 minutos a 23000 g y el plasma pobre
en plaquetas se ha separado, y se ha coagulado
antes del analisis. La semi-vida de las mezclas se
determina a continuacién por medida de la acti-
vidad anti ka. Los resultados obtenidos son los
siguientes:

- Con las mezclas obtenidas en los ejemplos 3
y 4:

. dosis de 40 mg: en 75 % de los casos
la semi vida es superior a 4 horas, y es
incluso superior a 4 horas y media en
aproximadamente.el 45 % de los casos.

. dosis de 60 mg: en el 75 % de los
casos, la semi vida es superior a 3,7
horas.

- en las condiciones de dosificado idénticas,
la heparina intacta, inyectada por via in-
travenosa posee una semi-vida de 0,6 horas
aproximadamente.
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- Cuando el producto se prepara segun el pro-
cedimiento descrito en la patente europea
40144, la semi-vida es superior a 4 horas y
media en el 17 % de los casos.

Un segundo estudio realizado en condiciones
similares sobre 20 pacientes ha dado los resulta-
dos siguientes para las mezclas segin la presente
invencién:

. dosis de 40 mg: en el 80% de los casos, la
semi vida es superior a 4 horas, y es supe-
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rior a 4 horas y media en el 40% aproxima-
damente de los casos.

. dosis de 20 mg: en el 60% de los casos, la
semi vida es superior a 3,9 horas.

Descrita suficientemente la naturaleza del in-
vento, asi como la manera de realizarlo en la
préactica, debe hacerse constar que las disposicio-
nes anteriormente indicadas son susceptibles de
modificaciones de detalle en cuanto no alteren su
principio fundamental.
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REIVINDICACIONES

1. Una mezcla de polisacaridos sulfatados que
poseen la estructura general de los polisacaridos de
los que se compone la heparina, teniendo dichos
polisacaridos un peso molecular medio ponderal
menor que el de la heparina y conteniendo entre 9y
20% de cadenas de peso molecular inferior a 2.000
daltons y entre 5 y 20% de cadenas de peso
molecular superior a 8.000 daltons, y en la que la
relacion de peso molecular medio ponderal/peso
molecular medio en nimero estd comprendida
entre 1,3y 1,6.

2. La mezcla de acuerdo con la reivindicacién
1, que contiene impurezas equivalentes a menos de
2% de dermatan sulfato.

3. La mezcla de acuerdo con la reivindicacion
1 6 2, que posee un peso molecular medio ponderal
comprendido entre aproximadamente 3.500 daltons
y aproximadamente 5.500 daltons.

4. La mezcla de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 3, en la que las cadenas
de polisacaridos sulfatados tienen un acido 2-0O-
sulfo-4-enopiranosurdnico en uno de sus extremos.

5. Un proceso para preparar una mezcla de
polisacaridos sulfatados de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que
comprende las siguientes etapas:

- en una primera etapa, convertir heparina
en un medio acuoso en una sal de amonio
cuaternaria de cadena larga de la misma,

- en una segunda etapa, esterificar la sal
obtenida para formar un éster que tiene un grado de
esterificacion comprendido entre 9,5% y 14%, y

- en una tercera etapa, despolimerizar el
éster obtenido que tiene un grado de esterificacion
comprendido entre 9,5y 14%.

6. El proceso de acuerdo con la reivindicaciéon
5, en el que la segunda etapa se realiza en un
disolvente organico clorado con wun cloruro
correspondiente al alcohol de esterificacion.

7. El proceso de acuerdo con la reivindicacion
6, en el que el cloruro es cloruro de benzoilo y el
disolvente es cloroformo o cloruro de metileno.

8. El proceso de acuerdo con la reivindicacién
6 0 7, en el que la esterificacion se realiza mezclando
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1 parte en peso de la sal de heparina con
aproximadamente 1 parte en volumen de un cloruro
en 3 a 5 partes en volumen del disolvente orgénico
clorado a una temperatura comprendida entre 25 y
45°C.

9. El proceso de acuerdo con la reivindicacién
8, en el que la temperatura estd comprendida entre
30y 40°C.

10.El proceso de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 5 a 9, en el que la
despolimerizacion se realiza por tratamiento del
éster con una base fuerte en solucién acuosa.

11.El proceso de acuerdo con la reivindicacion
10, en el que la relacién de pesos de base/éster esta
comprendida entre 0,05y 0,2.

12.El proceso de acuerdo con la reivindicacion
11, en el que la relacién de pesos esta comprendida
entre 0,08y 0,15.

13.El proceso de acuerdo con la reivindicacién
10, 11 6 12, en el que la relacién de pesos de
agua/éster estd comprendida entre 15y 30.

14.El proceso de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 10 a 13, en el que la
temperatura del medio se ajusta a un valor
comprendido entre 50 y 70°C, y la reaccién se
realiza durante un periodo que varia de 30 minutos
a 3 horas.

15. El proceso de acuerdo con la reivindicacion
14, en el que la temperatura del medio esta
comprendida entre 55°C y 65°C y la reaccién se
realiza durante 1 a 2 horas.

16.El proceso de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 5 a 15, en el que el material
de partida de heparina se ha purificado por
precipitacion en una solucién acuosa con un alcohol.

17.El proceso de acuerdo con la reivindicacion
5, sustancialmente como se describe en los ejemplos
anteriores 1 a 4.

18.Una mezcla de polisacaridos sulfatados
obtenidos por el proceso de cualquiera de las
reivindicaciones 5a 17.

19.El uso de una mezcla de polisacaridos
sulfatados de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4 6 18 para la preparacién de
una composicidn terapéutica.
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