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@Resumen:

Procedimiento de obtencion de heparinas de bajo y
muy bajo peso molecular.

La presente invencién se refiere al procedimiento de
preparacion de heparinas de bajo peso molecular
(HBPM) y de muy bajo peso molecular (HMBPM) que
comprende las etapas de transalificacién de heparina
en heparinato de benzalconio; despolimerizacion en
medio organico y transalificacion para formar una sal
de un metal alcalino o alcalinotérreo. La presente
invencion también se refiere a un producto obtenido a
través del procedimiento descrito en la presente
invencion.
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DESCRIPCION
Procedimiento de obtencion de heparinas de bajo y muy bajo peso molecular

OBJETO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al procedimiento de preparacion de heparinas de bajo peso molecular (HBPM) y
de muy bajo peso molecular (HMBPM).

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La heparina es un polisacarido de la familia de los glicosaminoglicanos, formado por acido urénico (acido L-
idurénico o D-glucurénico) y D- glucosamina, unidos de forma alternada. El acido L-idurénico puede estar 2-O-
sulfatado y la D-glucosamina, puede estar N-sulfatada y/o 6-O-sulfatada, y en menor extensién N-acetilada o 3-
O-sulfatada (Mapping and quantifi-cation of the major oligosaccharides component of heparin. Linhardt RJ, Rice
KG, Kim YS et al. Biochem J 1988; 254 :781-787). La heparina se usa preferentemente como sal sédica, pero
también puede usarse como sal de otros metales alcalinos o alcalinotérreos y se utiliza principalmente como
medicamento antitrombdtico y anticoagulante (Anticoagulant therapy for major arterial and venous
thromboembolism. Tran HAM, Ginsberg JS. Basic principles and clinical practice. Colman RW, Marder VJ,
Clowes AW, George JN, Goldhaber SZ (Ed). Lippincott Williams and Wilkins; 2006:1673-1688).

Las heparinas se pueden clasificar en funcion de su peso molecular en, heparina no fraccionada (HNF), heparina
de bajo peso molecular (HBPM) y heparina de muy bajo peso molecular (HMBPM). Las HBPM y HMBPM
provienen de la despolimerizacion de la molécula original de HNF.

La accién antitrombdtica de las HBPM, como ocurre en el resto de las heparinas, necesita la presencia de la
antitrombina Il (ATIII). La heparina se une a la antitrombina mediante una secuencia pentasacaridica especifica,
formando un complejo ternario HBPM-ATIII-Factor Xa. Se conoce a esta inhibicion como accion antitrombética.
Por el contrario, en la acciéon anticoagulante, la neutralizacion de la trombina requiere la formaciéon de un
complejo ternario, HBPM-ATIII-Factor lla, para lo que se necesitan al menos 18 sacaridos.

La mejora en las HBPM con respecto a la heparina sédica son debidas en gran medida al enriquecimiento en el
sitio activante de la ATIII de las primeras con respecto a la segunda.

De otra parte, en la Heparina no fraccionada asi como en las diversas HBPM 6 HMBPM obtenidas por los
métodos conocidos de despolimerizacion (enzimatica, acido nitroso, -eliminacion, etc.), existe una medida que
nos permite la determinacion de la cantidad de pentasacarido dentro de la estructura general a través de la
cuantificacion del contenido de una unidad disacaridica especifica y exclusiva del pentasacarido, correspondiente
a Acido D-Glucurénico (G) enlazado a N-sulfo-3-O-sulfo-D-Glucosamina (ANS,3S). Esta medida nos permite
obtener una buena correlacién entre el porcentaje presente de éste disacarido y el contenido de pentasacarido
en la estructura heparinica y por tanto de actividad anti-FXa de la heparina en cuestién (Low molecular weight
heparins: structural differentiation by bidimensional nuclear magnetic resonance spectroscopy. Guerrini M,
Guglieri S, Naggi A, Sasisekharam R and Torri G. Seminars in Thrombosis and Hemostasis 2007; 33: 478-487).

En el estado de la técnica se han descrito varios métodos para la preparacion de HBPM. En el documento
patente EP01955436 se describe un proceso de obtencion de HBPM mediante un procedimiento que comprende
las etapas de transalificacién de una sal de heparina en heparinato de bencetonio, esterificacién del heparinato
de bencetonio con cloruro de bencilo, purificaciéon y obtencién de la sal sédica del éster bencilico de la heparina,
transalificacion de la sal del éster bencilico de heparina en sal de bencetonio, despolimerizacién con una base
fuerte en medio organico, saponificacion del éster y, si es necesario, purificacion del producto. En esta invencion
es necesaria la formacion previa de un intermedio éster bencilico de heparina del que a su vez hay que generar
su heparinato de amonio cuaternario correspondiente, que es el sustrato donde actia la base. En la presente
invencion el procedimiento descrito es mas simple, eliminando la necesidad de preparar el intermedio éster
bencilico con el légico ahorro tanto en costes como en tiempos en el proceso.

El documento patente EP1070503 describe un procedimiento para la obtencidon de heparinas de bajo peso
molecular con las siguientes caracteristicas peso molecular medio: 2000 — 4000 Daltons, actividad anti-FXa entre
100 y 150 Ul/mg, actividad anti-Flla menor o igual de 10 Ul/mg. Estas HBPM se obtienen mediante tratamiento
del heparinato de benzalconio con base en medio no acuoso, que consta de las siguientes etapas: transalifica-
cion de heparina sédica en heparinato de benzalconio, primera despolimerizacién con base en medio organico,
transalificacion de la sal de benzalconio en sal sodica, formacién de la sal de benzalconio del intermedio obtenido
tras la primera despolimerizacién, segunda despolimerizacion con base en medio organico, transalificacion de la
sal de benzalconio en sal sddica y purificacion final.

Por ultimo en el documento patente ES2003197 se describe el mismo procedimiento que en el documento
patente EP1070503 antes comentado salvo que la sal que se forma es un heparinato de bencetonio. La base
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que se utiliza en este procedimiento es el Triton B, hidroxido de amonio cuaternario y en el documento se
describe que puede ser utilizada cualquier hidréxido de amonio cuaternario, no dando ninguna ensefianza de
cémo puede influir la base en este procedimiento y explicando que no es un elemento decisivo al poderse utilizar
cualquiera.

Por lo tanto por lo que se conoce en el estado de la técnica, se deriva que puede ser de un gran interés para la
industria desarrollar un procedimiento eficiente alternativo para la preparacion de HBPM y HMBPM que provea
de un procedimiento que respete al maximo la secuencia pentasacaridica especifica ATIIl y que consiga eliminar
etapas como la esterificacion del heparinato de bencetonio con cloruro de bencilo, transalificaciéon de la sal del
éster bencilico de heparina en sal de bencetonio, y saponificacion posterior de dicho éster.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los inventores han encontrado un nuevo procedimiento de obtencion de HBPM y HMBPM de alto rendimiento y
alta regioselectividad, lo que redunda en un proceso mas selectivo. Ademas el procedimiento de la invencion es
mas simple que otros procedimientos conocidos.

Los inventores han comprobado, que en los procesos de hemisintesis de HBPM y HMBPM por mecanismos de
R-eliminacién la utilizacién especificamente como sustrato para la despolimerizacién de heparinato de
benzalconio, confiere a la accion de bases fuertes y estéricamente impedidas la capacidad de preservar el
pentasacarido activante de la ATIll, ya que este pentasacarido presenta en su estructura un monosacarido
trisulfatado y por tanto estéricamente mas impedido que otras posibles posiciones de rotura de la molécula que
presentan monosacaridos con menor grado de sulfatacion.

El procedimiento se caracteriza por una primera etapa de transalificacion, es decir de una reaccién de
reconversion de una sal en otra sal, una despolimerizaciéon con una base fosfaceno o una base derivada de la
guanidina y una ultima transalificacion.

Por tanto, un primer aspecto de la invencién se refiere a un procedimiento de obtencién de las composiciones de
la invencién que comprenden las etapas de:

a) transalificacion de heparina de un metal alcalino o alcalinotérreo en heparinato de benzalconio,

b) despolimerizacion en medio organico con la adicién de una base fosfaceno o una base derivada de la
guanidina; y

c) transalificacion para formar una sal de un metal alcalino o alcalinotérreo.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Se complementa la presente memoria descriptiva, con un juego de figuras, ilustrativas del ejemplo preferente y
nunca limitativo de la invencion.

Figura 1: Representacion de la region de las sefiales anoméricas (correlaciones H1-C1) del espectro 13C-1H
HSQC del producto descrito en el ejemplo 4 despolimerizado con Triton B, registrado a 298 K en agua deuterada
(D20). En el espectro podemos observar cinco picos de correlacion que corresponden a los cinco
monosacaridos que componen el pentasacarido. ANSred, N-sulfo-D-glucosamina del extremo reductor; 12S,
acido L-idurénico 2-sulfato; ANS,3S, N-sulfo-3-O-sulfo-D-glucosamina; G-(ANS,3S), acido D-glucurénico que
precede a la unidad ANS,3S y ANS-(G), N-sulfo-D-glucosamina que precede al anillo de acido D-glucurénico. El
pico de correlacion H1-C1 de la unidad G-(ANS,3S) se ha resaltado con un circulo porque es la sefial mas
caracteristica del pentasacarido y se va a tomar como referencia para cuantificar la presencia del mismo en
diversas muestras.

Figura 2: Representacion de la region de las sefiales anoméricas (correlaciones H1-C1) del espectro 13C-1H
HSQC del producto descrito en el ejemplo 4 despolimerizado con BEMP, registrado a 298 K en agua deuterada
(D20). En el espectro podemos observar cinco picos de correlacion que corresponden a los cinco
monosacaridos que componen el pentasacarido. ANSred, N-sulfo-D-glucosamina del extremo reductor; 12S,
acido L-idurdénico 2-sulfato; ANS,3S, N-sulfo-3-O-sulfo-D-glucosamina; G-(ANS,3S), acido D-glucurdnico que
precede a la unidad ANS,3S y ANS-(G), N-sulfo-D-glucosamina que precede al anillo de acido D-glucurénico. El
pico de correlacion H1-C1 de la unidad G-(ANS,3S) se ha resaltado con un circulo porque es la sefial mas
caracteristica del pentasacarido y se va a tomar como referencia para cuantificar la presencia del mismo en
diversas muestras.

EXPOSICION DETALLADA DE LA INVENCION

En la presente invencion, el término "base fosfaceno o una base derivada de la guanidina" se refiere a bases
neutras fuertes y suavemente nucledfilas, como P1-t-Bu, P2-t-Bu, t-BuP4 y BEMP (2-terc-butilimino-2-dietilamino-
1,3-dimetil-perhidro-1,3-diaza-2-fosforina) y TTMG (2-tert-butil-1,1,3,3-tetrametilguanidina) bases fuertes en
solventes aproticos (MeCNpKa BEMP= 27.6, DMSOpKa t-BuP4H+= 32)
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Como se mencioné arriba un primer aspecto de la invencién se refiere a un procedimiento de obtencién de las
composiciones de HMBPM y/o HBPM que comprende las etapas de:

a) transalificacion de heparina de un metal alcalino o alcalinotérreo en heparinato de benzalconio;

b) despolimerizacion en medio organico con la adicién de una base fosfaceno o una base derivada de la
guanidina;

c) transalificacion para formar una sal de un metal alcalino o alcalinotérreo.

En el caso de que el producto final se quiera purificar entre la etapa b) y la etapa c) se afiade un peroxido
organico y/o inorganico.

Preferentemente la heparina de un metal alcalino o alcalinotérreo de la etapa a) es una heparina no fraccionada
de un metal alcalino o alcalinotérreo.

Preferentemente el peroxido utilizado es perdxido de hidrogeno. Otros ejemplos de peroxidos organicos son:
peroxido de metiletilcetona, perdxido de benzoilo, peréxido de acetona. Ejemplos de perdxidos inorganicos son
compuestos que se caracterizan por la presencia del (Oz)'2 con metales de los grupos IA y lIA.

Preferentemente el producto obtenido tras la etapa c) se purifica. Preferentemente la purificacion del producto se
realiza por disolucion del producto en agua a una concentraciéon comprendida entre el 5 y 20 % (p/v), ajuste de
pH entre un valor comprendido entre 6 y 7,5, adicion de cloruro de sodio a una concentraciéon comprendida entre
el 3y 15 % (p/v) y precipitacién con alcohol. Preferentemente, el producto se disuelve en agua a una
concentracién comprendida entre el 7,5 y 12,5 % (p/v), ajuste de pH entre un valor comprendido entre el 6,5 y
7,25, adicion de cloruro de sodio a una concentracion comprendida entre el 5y 10 % (p/v) y precipitacion con
metanol.

La etapa de despolimerizacion se realiza en un disolvente organico, preferentemente el disolvente organico es
diclorometano, dicloroetano, cloroformo, dimetilformamida y/o formamida. Particularmente el disolvente organico
es diclorometano, a una temperatura comprendida entre 20 y 40 °C.

La etapa b) de despolimerizacion, se realiza preferentemente en al menos dos adiciones sucesivas de la base.
Particularmente se realiza tres adiciones sucesivas de la base.

La relacion peso: volumen entre el heparinato de benzalconio y la base para cada adicion, esta entre 1:0,5 y
1:0,05, y preferentemente entre 1:0,3y 1:0,1.

La relacion peso: volumen entre el heparinato de benzalconio y el peréxido de hidrogeno esta entre 1:1 'y 1:0,01,
y preferentemente entre 1:0,2 y 1:0,05.

Preferentemente la transalificacion de la etapa c) se realiza por precipitacion del medio de reaccion sobre una
disolucion alcohdlica de acetato de sodio, preferentemente sobre una disoluciéon al 10 % (p/v) de acetato de
sodio en metanol.

Un segundo aspecto de la presente invencion es un producto obtenido mediante el procedimiento de la invencion
que contiene mayor fraccion pentasacaridica y por tanto mayor actividad antitrombética.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos especificos que se proporcionan a continuacion sirven para ilustrar la naturaleza de la
presente invencion. Estos ejemplos se incluyen solamente con fines ilustrativos y no han de ser interpretados
como limitaciones a la invencién que aqui se reivindica.

EJEMPLO 1

100 g de heparina sodica se disolvieron en 725 ml de agua y sobre ésta disoluciéon se afiadié una solucion de
880 ml de cloruro de benzalconio al 50 % p/v en agua. El producto se filtro, se lavé con agua y se liofilizé. Se
obtuvieron 233 g de heparinato de benzalconio.

10 g de heparinato de benzalconio obtenido en la etapa anterior, se disolvieron en 30 ml de diclorometano y se
atempera a 35 °C. Sobre esta solucion se adicioné 2-terc-butilimino-2-dietilamino-1,3-dimetil-perhidro-1,3-diaza-
2-fosforina, BEMP, en tres porciones:

- 1,72 ml de BEMP. Se mantuvo la reaccién 8h a 35 °C.
- 1,72 ml de BEMP. Se mantuvo la reaccién 16h a 35 °C.
- 1,72 ml de BEMP. Se mantuvo la reaccion 8h a 35 °C.
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Sobre la disolucion se afiadid 1 ml de perdéxido de hidrégeno y se mantuvo la reaccién 16 h a 35 °C y
posteriormente se precipitd sobre 60 ml de una solucién de acetato sédico en metanol (10 % p/v). El precipitado
se recogio por centrifugacion y se lavo con metanol. El producto obtenido se disolvio en 5 ml de agua, se
neutralizé, se afadié cloruro sodico hasta una concentracion del 10 % p/v y se precipité con 125 ml de metanol.
El precipitado se recogi6 por filtracion, se lavd con metanol y se secé en estufa de vacio a 35 °C. Se obtuvie-ron
3,39 ¢.

2 g del producto despolimerizado se disolvieron en 14,5 ml de agua y sobre la solucidn obtenida se afiadio 17,6
ml de una solucién de cloruro de benzalconio al 50% p/v en agua. El producto se filtrd, se lavé con agua y se
liofilizd. Los 4,84 g obtenidos se disolvieron en 14,5 ml de diclorometano y se atemperé a 35 °C. Se afiadieron
0,83 ml de BEMP y se mantuvo la reaccion 16h a 35 °C. Transcurrido ese tiempo se precipité sobre 26 ml de una
solucion de acetato sédico en metanol (10 % p/v). El precipitado se recogié por centrifu-gacion y se lavé con
metanol. El producto obtenido se disolviéo en 5 ml de agua, se neutralizd, se afiadié cloruro sédico hasta una
concentracion del 10 % p/v y se precipitd con 50 ml de metanol. El precipitado se recogié por filtracion, se lavo
con metanol y se seco en estufa de vacio a 35 °C. Se obtuvieron 1,32 g (rendimiento 52,1 %). Las caracteris-
ticas del producto obtenido fueron las siguientes:

- Peso molecular medio: 2903 Da.
- Actividad anti-FXa: 193 Ul/mg.
- Actividad anti-Flla: 9,3 Ul/mg.

EJEMPLO 2

50 g de heparina sédica se disuelven en 365 ml de agua y sobre ésta disolucion se afiade una solucion de 221 g
de cloruro de benzalconio al 50 % p/v en agua. El producto se filtra, se lava con agua y se liofiliza. Se obtienen
128,18 g de heparinato de benzalconio.

5 g de heparinato de benzalconio obtenido en la etapa anterior, se disuelven en 15 ml de diclorometano y se
atempera a 35 °C. Sobre esta solucion se adiciona BEMP en tres porciones:

- 0,86 ml de BEMP. Se mantiene la reaccion 8h a 35 °C.
- 0,86 ml de BEMP. Se mantiene la reaccién 16h a 35 °C.
- 0,86 ml de BEMP. Se mantiene la reaccién 8h a 35 °C.

Sobre la disolucién se afiade 0,50 ml de peroxido de hidrégeno y se mantiene la reaccion 16 h a 35 °C y
posteriormente se precipita sobre 30 ml de una solucién de acetato sédico en metanol (10 % p/v). El precipitado
se recoge por centrifugacion y se lava con metanol. El producto obtenido se disuelve en 2,5 ml de agua, se
neutraliza, se afiade cloruro sédico hasta una concentracion del 10 % p/v y se precipita con 75 ml de metanol. El
precipitado se recoge por filtracion, se lava con metanol y se seca en estufa de vacio a 35 °C. Se obtienen 1,40

g.

1,40 g del producto despolimerizado se disuelven en 10 ml de agua y sobre la solucién obtenida se afiaden 6,18
g de una solucion de cloruro de benzalconio al 50% p/v en agua. El producto se filtra, se lava con agua y se
liofiliza. Se obtienen 3,40 g de heparinato de benzalconio que se disuelven en 10 ml de diclorometano y se
atempera a 35 °C. Sobre esta solucion se adiciona BEMP en tres porciones:

- 0,58 ml de BEMP. Se mantiene la reaccién 8h a 35 °C.
- 0,58 ml de BEMP. Se mantiene la reaccién 16h a 35 °C.
- 0,58 ml de BEMP. Se mantiene la reaccion 8h a 35 °C.

Sobre la disolucién se afiade 0,34 ml de peroxido de hidrégeno y se mantiene la reaccion 16 h a 35 °C y
posteriormente se precipita sobre 20 ml de una solucién de acetato sédico en metanol (10 % p/v). El precipitado
se recoge por centrifugacion y se lava con metanol. El producto obtenido se disuelve en 1,7 ml de agua, se
neutraliza, se afade cloruro sddico hasta una concentracion del 10 % p/v y se precipita con 50 ml de metanol. El
precipitado se recoge por filtracion, se lava con metanol y se seca en estufa de vacio a 35 °C. Se obtienen 0,85
g. (rendimiento 43,6 %). Las caracteristicas del producto obtenido son las siguientes:

- Peso molecular medio: 2.787 Da.
- Actividad anti-FXa: 121,5 Ul/mg.
- Actividad anti-Flla: 8,2 Ul/mg.
EJEMPLO 3

0,50 g del producto obtenido en el ejemplo 2 se disuelven en 5 ml de agua, se neutraliza, se afiade cloruro
sodico hasta una concentracion del 10 % p/v y se precipita con 6 ml de metanol. El precipitado se recoge por
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filtracion, se lava con metanol y se seca en estufa de vacio a 35 °C. Se obtienen 0,13 g. Las caracteristicas del
producto obtenido son las siguientes:

- Peso molecular medio: 3.534 Da.
- Actividad anti-FXa: 125,2 Ul/mg.
- Actividad anti-Flla: 19,4 Ul/mg.

Se repiten los mismos pasos que en el parrafo anterior pero cambiando la base BEMP por TTMG
Las caracteristicas del producto obtenido son las siguientes:

- Peso molecular medio: 3704 Da.
- Actividad anti-FXa: 118,5 Ul/mg.
- Actividad anti-Flla: 16,2 Ul/mg.

EJEMPLO 4. Ejemplo comparativo

En este ejemplo se estudia el efecto del cambio de la base en el procedimiento de la invencién. Se realizé el
mismo ensayo con Triton B y con BEMP, para demostrar la influencia que tiene el uso de una base de fosfaceno
en el procedimiento de la invencion.

50 g de heparina sddica se disolvieron en de agua y sobre ésta disolucién se afadié una solucion de 221 g de
cloruro de benzalconio al 50 % p/v en agua. El producto se filtrd, se lavé con agua y se liofilizé. Se obtuvieron
128.18 g de heparinato de benzalconio.

25 g de heparinato de benzalconio obtenido en la etapa anterior, se disolvieron en 75ml de diclorometano y se
atempera a 35 °C. Sobre esta solucién se adicioné Triton B, en tres porciones:

- 6,25 ml de Triton B. Se mantuvo la reaccion 8h a 35 °C.
- 6,25 ml de Triton B. Se mantuvo la reaccion 16h a 35 °C.
- 6,25 ml de Triton B Se mantuvo la reaccion 8h a 35 °C.

Sobre la disolucion se afiaden 2,5 ml de peroxido de hidrogeno y a continuacion se purifica para obtener la sal
sédica correspondiente. El producto obtenido se transalifica para obtener la sal de benzalconio, de acuerdo a las
condiciones y proporciones descritas anteriormente.

15,68 g de heparinato de benzalconio obtenido en la etapa anterior, se disolvieron en 47ml de diclorometano y se
atempera a 35 °C. Sobre esta solucion se adiciond Triton B, en tres porciones:

- 3,92 ml de Triton B. Se mantuvo la reaccion 8h a 35 °C.
- 3,92 ml de Triton B. Se mantuvo la reaccién 16h a 35 °C.
- 3,92 ml de Triton B Se mantuvo la reaccién 8h a 35 °C.

Se obtuvo un producto caracterizado por:

- Peso molecular medio: 2387 Da.
- Actividad anti-FXa: 94 Ul/mg.

Se realiz6 el mismo ensayo pero utilizando en la despolimerizaciéon la base BEMP.

5 g de heparinato de benzalconio, se disolvieron en 15ml de diclorometano y se atempera a 35 °C. Sobre esta
solucion se adicion6 BEMP, en tres porciones:

- 0,86 ml de BEMP. Se mantuvo la reaccién 8h a 35 °C.
- 0,86 ml de BEMP. Se mantuvo la reaccion 16h a 35 °C.
- 0,86 ml de BEMP. Se mantuvo la reaccién 8h a 35 °C.

Sobre la disolucion se afiaden 0,5 ml de peroxido de hidrogeno y a continuacion se purifica para obtener la sal
sédica correspondiente. El producto obtenido se transalifica para obtener la sal de benzalconio, de acuerdo a las
condiciones y proporciones descritas anteriormente.

3,40 g de heparinato de benzalconio obtenido en la etapa anterior, se disolvieron en 10ml de diclorometano y se
atempera a 35 °C. Sobre esta solucién se adicion6 BEMP, en tres porciones:

- 0,58 ml de BEMP. Se mantuvo la reaccién 8h a 35 °C.

- 0,58 ml de BEMP. Se mantuvo la reaccion 16h a 35 °C.

- 0,58 ml de BEMP. Se mantuvo la reaccién 8h a 35 °C.

6
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Se obtuvo un producto caracterizado por:

- Peso molecular medio: 2787 Da.
- Actividad anti-FXa: 121,5 Ul/mg.

En este ejemplo comparativo se puede ver como las bases de fosfaceno en el procedimien-to aumentan de una
forma muy significativa la actividad anti-FXa del producto obtenido.

El contenido promedio de monosacaridos en las muestras, se ha determinado mediante la técnica de
Resonancia Magnética Nuclear (RMN), empleando experimentos bidimensiona-les 13C-1H HSQC
(Heteronuclear Single Quantum Coherence) cuantitativos, segun el método descrito por Marco Guerrini et al. El
incremento de resolucion que se consigue con la segunda dimension permite cuantificar sefiales que solapan en
el espectro monodi-mensional, siendo esta técnica de especial interés para estudiar carbohidratos complejos.
Estas moléculas presentan graves problemas de solapamiento en los espectros monodi-mensionales de 1H que
dificultan la determinacién de las areas de picos aislados en el 1D para su cuantificacion.

La cantidad de la unidad de acido-D-glucurénico enlazado a N-sulfo-3-O-sulfo-D-glucosamina G-(ANS,3S)
presente en GAGs obtenidos a partir de heparina natural, puede relacionarse directamente con la actividad anti-
Xa de los mismos, tal y como describen M. Guerrini et al. Este disacarido pertenece al pentasacarido
responsable de la interaccion con la antitrombina Ill y solo se detecta en las secuencias activas. La sefial de
correlacion del carbono anomérico de este tipo de acido glucurdénico con el hidrogeno directamente unido
aparece en una region caracteristica y libre de solapamiento en el espectro HSQC y por ello puede emplearse
para cuantificar la proporcién del pentasacarido en la muestra.

Los espectros 13C-1H HSQC del producto obtenido por despolimerizacion con Triton B y BEMP, se muestran
respectivamente en las Figuras 1y 2 adjuntas, en las que la sefal de correlacion 1H-13C del protdbn anomérico
correspondiente a la unidad de acido glucuroni-co del pentasacarido se ha resaltado con un circulo.

La medida de la intensidad de esta sefial en los espectros nos permite determinar la proporcion de
pentasacarido.

Tabla 1. Diferentes fracciones con Triton B y BEMP.

EJEMPLO . 4. | EJEMPLO . 4.

FRACCIONES DESPOLIMERIZACION CON | DESPOLIMERIZACION CON
TRITON B, % BEMP, %

ANS 37,0 37,1

ANAc 2,5 1,8

12S 28,9 28,7

I 1,4 2,3

G 4,7 57

ANS, 3S 1,4 2,7

G-ANS 3S 1,6 2,0

Como se puede comprobar la utilizacién de la base BEMP en lugar de Triton B, confiere una mayor selectividad
en la reaccion de despolimerizacion con una mayor preservacion del pentasacarido activante de la ATIII, asi el %
de ANS,3S aumenta en casi un 93 % y el de % G-ANS,3S un 25 % en el producto despolimerizado con BEMP en
relacion al obtenido con Triton B, lo que garantiza que dicha fraccion pentasacaridica se preserva claramente en
los productos obtenidos mediante el procedimiento objeto de la invencién proporcionando una actividad mejorada
en dichos productos y asegurando el rendimiento del proceso objeto de la presente invencion, gracias al
aumento de la selectividad de la reaccion.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de obtencién de las composiciones de HMBPM y/o HBPM caracterizado porque comprende las
etapas de:

a) transalificacion de heparina de un metal alcalino o alcalinotérreo en heparinato de benzalconio;

b) despolimerizacion en medio organico con la adicidon de una base fosfaceno o una base derivada de la
guanidina; y

c) transalificacion para formar una sal de un metal alcalino o alcalinotérreo.

2. Procedimiento de obtencién segun reivindicacion 1 caracterizado porque entre la etapa b) y la etapa c) se trata
el producto obtenido en la etapa b) con perdxido de hidrégeno.

3. Procedimiento de obtencion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 caracterizada porque el producto
obtenido tras la etapa c) se purifica.

4. Procedimiento de obtencion segun reivindicacion 3 caracterizada porque el producto obtenido tras la etapa c)
se purifica mediante disoluciéon en agua a una concentracion comprendida entre el 7,5y 12,5 % (p/v), ajuste de
pH entre un valor comprendido entre el 6,5 y 7,25, adicion de cloruro de sodio a una concentraciéon comprendida
entre el 5y 10 % (p/v) y precipitacion con metanol.

5. Procedimiento de obtencién segun reivindicacion 1-4 caracterizado porque la etapa de despolimerizacion se
realiza en diclorometano, a una temperatura comprendida entre 20°C y 40 °C.

6. Procedimiento de obtencion segun reivindicacion 1 caracterizado porque en la etapa b) la relacién peso:
volumen entre el heparinato de benzalconio y la base para cada adicion, esta entre 1:0,5 y 1:0,05.

7. Procedimiento de obtencién segun reivindicacion 1 caracterizado porque en la etapa b) la relacion peso:
volumen entre el heparinato de benzalconio y la base para cada adicion, esta entre 1:0,3 y 1:0,1.

8. Procedimiento de obtencién segun reivindicacion 2 caracterizado porque en la etapa c) la relacion peso:
volumen entre el heparinato de benzalconio y el peréxido de hidrégeno esta entre 1:1y 1:0,01.

9. Procedimiento de obtencién segun reivindicacion 2 caracterizado porque en la etapa c) la relacion peso:
volumen entre el heparinato de benzalconio y el peréxido de hidrégeno esta entre 1:0,2 y 1:0,05.

10. Un producto obtenido a través del procedimiento de las reivindicaciones 1 a 9.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201231257

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 VISKOV C et al. Description of the chemical and pharmacological 01.07.2009
characteristics of a new hemisynthetic ultra-low-molecular-weight
heparin, AVE5026. Journal of Thrombosis and Haemostasis,
20090701 Wiley Interscience, England 01.07.2009 VOL: 7 No: 7
Pégs: 1143-1151 ISSN 1538-7836

Doi: doi:10.1111/3.1538-7836.2009.03447.X. Pagina 1143,
columna derecha y pagina 1144, columna derecha.

D02 ES 2003197 A6 (ROVI LAB FARMACEUT SA) 16.10.1988
D03 ES 2383597 T3 (AVENTIS PHARMA SA) 22.06.2012
D04 ES 2347134 T3 (AVENTIS PHARMA SA) 26.10.2010
D05 US 5707973 A (BARON JEAN-PIERRE et al.) 13.01.1998

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente solicitud hace referencia, tal y como ha sido presentada a un procedimiento de obtencién de las composiciones
de HMBPM y/o HBPM caracterizado porque comprende las etapas de: transalificacion de heparina de un metal alcalino o
alcalinotérreo en heparinato de benzalconio, despolimerizacion en medio organico con la adicion de una base fosfaceno o
una base derivada de la guanidina y transalificacién para formar una sal de un metal alcalino o alcalinotérreo (reivindicacion
1). El producto obtenido después de la despolimerizacién se trata con peréxido de hidrégeno (reivindicacion 2). El producto
obtenido tras la ultima transalificacion se purifica (reivindicaciones 3 y 4). La etapa de despolimerizacién se realiza en
diclorometano (reivindicacion 5). En la etapa de despolimerizacion la relacién peso: volumen entre el heparinato de
benzalconio y la base para cada adicion, esta entre 1:0,5 y 1:0,05 (reivindicaciones 6 y 7). En la Ultima etapa de
trasalificacion la relacién peso: volumen entre el heparinato de benzalconio y el peréxido de hidrégeno esta entre 1:1 y
1:0,01 (reivindicaciones 8 y 9). Y por Ultimo se reivindica el producto obtenido a través de dicho procedimiento
(reivindicacion 10).

NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA ARTS. 6 y 8 DE LA LP.

El documento DO1 se refiere a heparinas de muy bajo peso molecular (ULMWH) denominadas AVE5026 que son el
resultado de despolimerizacién quimioselectiva de la molécula de heparina mediante una base de fosfaceno como es
BEMP. Las etapas del procedimiento de obtencion son: transalificacion de heparina de sodio con sales de bencetonio,
esterificacion de las sales de bencetonio de heparina con cloruro de bencilo, trasalificacion del éster bencilico de heparina
con sales de bencetonio, depolimerizacion del éster bencilico de heparina con BEMP, saponificacion del éster de bencilo y
por ultimo purificacion para obtener AVE5026 (véase pagina 1143, columna derecha y pagina 1144 columna derecha).

El documento D02 trata sobre un procedimiento de despolimerizacién de heparina para la obtencidon de una heparina de
bajo peso molecular dotada de actividad antitrombética que consiste en tratar una sal de amonio cuaternario en un
disolvente no hidroxilado para obtener una heparina en forma de sal de sodio, de calcio o de magnesio (véase reivindicacion
1. Los disolventes utilizados en la reaccion de despolimerizacion son el diclorometano, la formamida, la dimetilformamida o
cualquier otro disolvente que sea polar no hidroxilado (véase pagina 2, columna 2, lineas 41-44). Después de la reaccion, se
asilan los productos obtenidos de la precipitacién, mediante una solucién alcohdlica de una sal alcalina o alcalinotérrea
(véase pagina 2, columna 2, lineas 49-52), se lleva a cabo la precipitacion con una solucion de acetato sédico en metanol
(véase pagina 3, columna 3, lineas 60-61). La heparina es una heparina de bajo peso molecular dotada de actividad
antitrombdtica, en la que no se degrada el lugar activo de la molécula (véase reivindicacion 1 y pagina 2, columna 2, lineas
61-64).

El documento D03 describe mezclas de oligosacaridos preparadas por despolimerizacion de una sal de amonio cuaternario
del éster becilico de la heparina en medio organico, por medio de una base organica fuerte, preferentemente fosfacenos
(véase péagina 3, lineas 45-47); transformacion de la sal de amonio cuaternario del éster bencilico de la heparina
despolimerizada en sal de sodio, saponificacion de los ésteres residuales y opcionalmente purificacion (véase pagina 3,
lineas 49-53 y péagina 5, lineas 8-17). Dicha despolimerizacion permite despolimerizar la heparina conservando al maximo
las secuencias afines a la ATIII (véase péagina 4, lineas 4-7). La despolimerizacién en sal de sodio se efectla, generalmente,
por tratamiento del medio de reaccion con una disolucion alcohdlica de acetato de sodio, preferentemente, acetato de sodio
en metanol (véase pagina 6, lineas 1-5). La etapa de purificacion se lleva a cabo mediante perdxido de hidrégeno (véase
pagina 6, linea 12- pagina 7, linea 2).

El documento D04 hace referencia a unas mezclas de polisacaridos derivados de heparina y a su procedimiento de
obtencion que pueden utilizarse como agentes antitromboticos (véase pagina 4, linea 56). En dicho procedimiento se lleva a
cabo la transalificacion de una sal de heparina en heparinato de bencetonio (véase pagina 4, lineas 20-21), esterificacion del
heparinato de bencetonio con cloruro de bencilo (véase pagina 4, lineas 23-24), transalificacion de la sal del éster bencilico
de heparina en sal de bencetonio (véase pagina 5, lineas 26-27). La esterificacion se efectia en un disolvente orgéanico tal
como cloruro de metileno (véase pagina 4, lineas 39-40), y se lleva a cabo la precipitacion mediante acetato de sodio en
metanol (véase pagina 4, lineas 41-42).
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El documento DO5 divulga mezcla de oligosacaridos sulfatados que poseen excelentes propiedades antitrobdticas (véase
columna 1, lineas 9-12; columna 1, linea 66-columna 2 , linea 5). Dicha mezcla consiste en una fracciéon de la heparina, la
cual es sometida a despolimerizacion (columna 3, lineas 29-46). Para ello, se afiade una solucién de cloruro de bencetonio a
una de heparinato soédico, y se obtiene heparinato de bencetonio, que a su vez se disuelve en cloruro de metileno
(diclorometano). La solucion se calienta entre 25 y 35 grados centigrados durante 25 horas y se le afiade una solucién de
acetato sédico en metanol (véase, columna 5, ejemplo 1).

Por lo tanto, a la vista de los documentos citados del estado de la técnica, se puede decir que la presente solicitud de
patente, tal y como ha sido presentada, posee novedad y actividad inventiva, ya que no se han encontrado documentos que
divulguen el procedimiento de obtencion de composiciones de HMBPM y/o HBPM que comprende las etapas de:
trasalificacion de heparina de un metal alcalino o alcalinotérreo en heparinato de benzalconio (se han encontrado
documentos que utlizan sales de bencetonio, véase documentos D01, D04 y DO05, pero no de benzalconio);
despolimerizacién en medio organico con la adicion de una base de fosfaceno (si se utiliza dicha base en los documentos
D01 y D03) o una base derivada de la guanidina; y transalificacion para formar un sal de un metal alcalino o alcalinotérreo.
Tampoco en los documentos citados, existen sugerencias que dirijan al experto en la materia hacia la invencién contenida en
las reivindicaciones 1-10. Por lo que las reivindicaciones 1-10 cumplen los requisitos de novedad y actividad inventiva segin
los articulos 6y 8 de la LP.
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