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ES 2989 210T3

DESCRIPCION
Proceso para la preparacién de heparina de bajo peso molecular
Referencia cruzada a las solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud de patente provisional de la India numero 201741044415,
presentada el 11 de diciembre de 2017.

Campo de la invencién

La presente invencidn se refiere a un proceso para la preparacion de heparina de bajo peso molecular. Méas
especificamente, la presente invencién se refiere a un proceso mejorado para la preparacién de enoxaparina sédica.

Antecedentes de la invencién

Las heparinas son agentes bioldgicamente activos, extraidos de fuentes naturales, y tienen valiosas propiedades
anticoagulantes y antitrombéticas. En particular, son utiles en el tratamiento de la trombosis venosa posquirdrgica.

Las heparinas de bajo peso molecular se preparan ya sea por despolimerizacién quimica o enzimética de la
heparina. Las heparinas de bajo peso molecular (LMW) que se aprueban y comercializan en diferentes paises
incluyen enoxaparina, dalteparina, nadroparina, pamaparina, tizaparina, bemiparina y certoparina.

La enoxaparina sédica se fabrica por Sanofi-Aventis y se vende en forma de inyeccién en los Estados Unidos y
Europa, bajo el nombre comercial Lovenox® / Clexane® respectivamente. La enoxaparina sédica se prepara a partir
de heparina sédica derivada de la mucosa intestinal porcina como material de partida, mediante despolimerizacién
alcalina de la sal de éster bencilico de heparina. Existen diversos informes / patentes / publicaciones de patentes
que describen la preparacién de enoxaparina sédica. Por ejemplo, EP0040144, EP0337327, US5849721 y
USRE38743 describe la preparacion de enoxaparina sbédica que comprende principalmente las etapas de:
preparacién de heparinato de bencetonio, preparacién de sal de sodio de éster bencilico de heparina y
despolimerizacién alcalina de la sal de éster bencilico de heparina.

Ademas, las siguientes patentes/publicaciones de patente describen diversas modificaciones al método de
preparacién de enoxaparina sédica para cumplir con los requisitos farmacopeicos tales como la formacién de sal de
bencetonio de heparina en una matriz sélida adsorbente inerte de material de filtracién, o auxiliar de filtro,
purificaciéon de enoxaparina sédica con borohidruro para reducir las impurezas (EP1510528); produccién de ésteres
de heparina al minimizar el uso de contenido de cloruro de bencilo (US20030236221);, uso de solvente
diclorometano para la esterificacién (CN100582123C, CN104086674B y CN104558252B); precipitacidén etandlica de
éster bencilico de heparina (CN101974107B); precipitacién etandlica de éster bencilico de heparina y blanqueo
mediante el uso de peréxido de hidrégeno a pH 10-11 (CN102050888B); concentracién especifica de hidroxido de
sodio para la despolimerizacién (CN106432547A), métodos de purificacién (CN100436483C, CN102040673B,
CN102603925B, CN102924629B, CN103342761B y CN103804523B); el tratamiento previo con heparina sédica
(CN106977627A); salificacién a 50-60 °C, esterificacion en DMF y DMSO, precipitacion etandélica del éster bencilico
de heparina (RU2512768C1); y lavar el producto de heparinato de bencetonio mediante el uso de ultrasonido,
precipitacién metanélica de éster bencilico de heparina y eliminacidén de la proteccién de bencetonio en grupos sulfo
con solucién de acetato de sodio metanélico saturado (RU2670767C1).

Los procesos descritos en la técnica anterior describen que el grado de esterificacién y despolimerizacioén es critico
para obtener enoxaparina sédica con el peso molecular deseado y hay pérdida de rendimiento en cada etapa de la
preparacion y también implica el uso de grandes cantidades de solventes. En los procesos de la técnica anterior, en
la etapa de esterificacién la masa de reaccién se inactivd mediante la adicién de acetato de sodio en solucién de
metanol para dar éster bencilico de heparina como una masa gruesa y dura que se adhiere a las paredes del reactor
y las laminas de agitacién, creando asi dificultades en el aislamiento de la sal de sodio de éster bencilico de
heparina, lo que hace que se presenten las dificultades operativas a escala comercial.

El documento US 2002/055621 A1 describe sales de metales alcalinos y alcalinotérreos de polisacaridos derivados
de la heparina y sus métodos de preparacién. El documento US 2002/055621 A1 describe la produccién de heparina
de bajo peso molecular (LMWH) a través de la transalificacion de éster bencilico de heparina (sal de sodio) en una
sal de amonio cuaternaria.

Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar un proceso mejorado que requiera un cuidado intenso en la etapa
individual para mejorar el rendimiento de la enoxaparina sédica al reducir el contenido de impurezas y el uso de la
cantidad minima de reactivos, solventes, reduciendo de esta manera el costo de produccién total.

Breve descripcién de la invencién
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Los inventores han descubierto que la adicién de agua a la mezcla de reaccién que contiene éster bencilico de
heparina da como resultado la precipitacién de la masa de éster bencilico de heparina que se procesa facilmente
para una reaccién posterior sin ninguna dificultad y el blanqueo de la enoxaparina sédica cruda con peréxido de
hidrégeno a un pH de aproximadamente 9-10 da como resultado un producto que cumple con el requisito de color
estandar. Este proceso es simple, comercialmente viable e industrialmente ventajoso. En consecuencia, la presente
invencién proporciona un proceso mejorado para la preparacién de enoxaparina sédica, que comprende las etapas
de:

a) salificar heparina sédica con cloruro de bencetonio para formar heparinato de bencetonio,

b) hacer reaccionar el heparinato de bencetonio obtenido en la etapa (a) con cloruro de bencilo en un solvente
inerte para formar un éster bencilico de heparina crudo,

c) afiadir agua a la mezcla de reaccién que contiene el éster bencilico de heparina crudo obtenido en la etapa
(b) a una temperatura entre 0 °C y temperatura ambiente para obtener un precipitado de éster bencilico de
heparina,

d) afadir una solucién alcohdlica de acetato de sodio a la mezcla de reaccién que contiene el precipitado de
éster bencilico de heparina obtenido en la etapa (c) para aislar la sal de sodio de éster bencilico de heparina,

e) despolimerizar la sal de sodio de éster bencilico de heparina obtenida en la etapa (d) con una base
inorganica para producir enoxaparina sédica cruda,

f) blanquear la enoxaparina sédica cruda obtenida en la etapa (e) a un pH de 9-10 para obtener una
enoxaparina sodica decolorada, y

g) purificar la enoxaparina sédica decolorada.

Descripcidn de la invencién

En una modalidad, la presente invencién proporciona un proceso para la preparacion de enoxaparina sédica, que
comprende las etapas de:

a) salificar heparina sédica con cloruro de bencetonio para formar heparinato de bencetonio,

b) hacer reaccionar el heparinato de bencetonio obtenido en la etapa (a) en un solvente inerte con cloruro de
bencilo para obtener éster bencilico de heparina crudo,

c) afiadir agua a la mezcla de reaccién que contiene el éster bencilico de heparina crudo obtenido en la etapa
(b) a una temperatura entre 0 °C y temperatura ambiente para obtener un precipitado de éster bencilico de
heparina,

d) afadir la solucidn alcohdlica de acetato de sodio a la mezcla de reaccién que contiene el precipitado de éster
bencilico de heparina obtenido en la etapa (c) para aislar la sal de sodio de éster bencilico de heparina,

e) despolimerizar la sal de sodio de éster bencilico de heparina obtenida en la etapa (d) mediante el uso de una
base inorgénica para producir una enoxaparina sédica cruda,

f) blanquear la enoxaparina sédica cruda obtenida en la etapa (e) a un pH de 9 a 10 para obtener una
enoxaparina sodica decolorada, y

g) purificar la enoxaparina sédica decolorada.

En ciertas modalidades, el heparinato de bencetonio puede prepararse mediante la interaccién de un exceso
estequiométrico del cloruro de bencetonio con heparina sédica, en un medio acuoso, a una temperatura de 20 °C a
40 °C.

Para la esterificacién (etapa b), el solvente inerte usado para disolver la sal de bencetonio de heparina se selecciona
de N, N-dimetilformamida (DMF), N,N-dimetilacetamida (DMA), cloruro de metileno (DCM) y similares. La relacién de
heparinato de bencetonio, solvente inerte y cloruro de bencilo puede variar de 1: 2: 1 a 1:6:1. La reaccién de la sal
de bencetonio de heparina con cloruro de bencilo se lleva a cabo a una temperatura en el intervalo de temperatura
ambiente a 70 °C durante un periodo de 1 a 20 horas, preferentemente a 30 a 55 °C durante 5 a 15 h. Como se usa
en la presente descripcién, el término "temperatura ambiente” significa temperatura en el intervalo de 18 °C y 35 °C.

Después de terminar la reaccion, el éster bencilico de heparina obtenido de acuerdo con los procesos de la técnica
anterior es una masa dura y pegajosa que es dificil de extraer del equipo de proceso y requiere grandes volimenes
de solucién de acetato de sodio alcohélica, lo que resulta en una pérdida de rendimiento significativa.

De acuerdo con la presente invencién, se encuentra sorprendentemente que la adiciéon de pequefios volimenes de
agua a la mezcla de reaccién que contiene el éster bencilico de heparina crudo da como resultado un sélido que se
procesa facilmente para una reaccién posterior desde el equipo de proceso. La adicidn de agua supera las
desventajas de los procesos de la técnica anterior de extraccién y evita el uso de grandes volimenes de solucidén de
acetato de sodio alcohélica. Por lo tanto, hacer que la precipitacién del producto de éster bencilico de heparina sea
facil, mejora el rendimiento y la calidad generales del producto. Por ejemplo, para 1 g de heparinato de bencetonio,
se usan 2 a 6 ml de agua purificada para precipitar el éster bencilico de heparina.

En otra modalidad de la presente invencion, la adicion de agua a la mezcla de reacciéon que contiene el éster
bencilico de heparina crudo obtenido en la etapa (b) se lleva a cabo a una temperatura de 0 a 25 °C durante 15
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minutos a 4 horas. En una modalidad adicional, para 1 kg de éster bencilico de heparina crudo, se usa 7 litros de
solucién de acetato de sodio metandlico.

En una modalidad preferida, la adicién de agua a la mezcla de reaccién que contiene éster bencilico de heparina
crudo se lleva a cabo a una temperatura de 10 a 20 °C.

En aln otra modalidad, el éster bencilico de heparina en forma de sal de sodio se aisla al afiadir solucién alcohdlica
de acetato de sodio, en donde el alcohol se selecciona de metanol, propanol, isopropanol y sus mezclas.

Luego, de acuerdo a la etapa (e), la despolimerizacién se lleva a cabo tratando la sal de sodio de éster bencilico de
heparina con una base inorganica en una solucién acuosa. En ciertas modalidades, la base inorganica es un
hidréxido alcalino tal como hidréxido de sodio. La relacién de una base inorganica con respecto a la sal de sodio de
éster bencilico de heparina puede variar de 0,05 a 0,2 en peso, y preferentemente de 0,08 a 0,15 en peso. En
ciertas modalidades, la despolimerizacién se lleva a cabo a una temperatura de 50 °C a 70 °C, preferentemente de
55 °C a 65 °C durante 30 minutos a 3 horas, preferentemente de 1 a 2 horas. En una modalidad adicional, la
despolimerizacién de una parte en peso de sal de sodio de éster bencilico de heparina se mezcla con 0,08 a 0,15
parte en peso de hidrdxido de sodio, asi como también con 20 a 30 partes en peso de agua, y la mezcla resultante
se mantiene luego a una temperatura de 55 °C a 65 °C durante 1 a 2 horas para obtener enoxaparina sédica cruda.

La enoxaparina so6dica cruda se somete entonces a blanqueo (etapa (f)) para obtener enoxaparina sddica
decolorada. En ciertas modalidades, el color de la enoxaparina sédica se mejora mediante el uso de peréxido de
hidrégeno al 30 % a un pH de 9-10. El producto resultante es incoloro o blanco. En ciertas modalidades, la etapa de
blanqueo se realiza al ajustar el pH a 9-10, afiadir solucién de peréxido de hidrégeno al 30 %, agitar la mezcla
durante 45 minutos a 90 minutos manteniendo el pH constantemente a 9-10, reajustar el pH a 6-7, afiadir cloruro de
sodio en una concentracién de 5-15 % (p/v) seguido de precipitacién con alcohol (como metanol y etanol). En
modalidades adicionales, la etapa de blanqueo se realiza al ajustar el pH a 9,7+1, afiadir solucién de peréxido de
hidrégeno al 30 %, agitar la mezcla durante 60 minutos manteniendo el pH constantemente a 9,7+1, reajustar el pH
a 6,0+0,1, afiadir cloruro de sodio en una concentracién de 10 % (p/v) seguido de precipitacién con metanol (3,6
volimenes). El producto precipitado se filtra y se seca al vacio a 55 °C durante 9 horas para obtener enoxaparina
sddica decolorada.

El producto decolorado obtenido después de la etapa de blanqueo se purifica al disolverse en agua, al afiadir cloruro
de sodio, al precipitarse por metanol y al filtrarse para obtener enoxaparina sédica pura.

En ciertas modalidades, la enoxaparina sédica purificada se liofiliza al disolverse en una mezcla de agua y alcohol
para obtener enoxaparina sédica en forma de polvo. En ciertas modalidades, el alcohol se selecciona de un grupo
que comprende metanol, etanol, isopropanol y sus mezclas. En modalidades adicionales, el solvente es una mezcla
de agua y etanol. En ciertas modalidades, la liofilizacién se lleva a cabo al disolver enoxaparina sédica pura en una
mezcla de solvente que contiene agua en una concentracién de 85 a 95 % (v/v) y alcohol en una concentracién de 5
a 15 % (v/v), respectivamente. Si se usa solo agua como se describié en la técnica anterior, entonces requiere mas
tiempo de liofilizacién y produce enoxaparina sédica como una torta con humedad residual.

En ciertas modalidades, la presente invencidén proporciona un proceso para la preparacién de enoxaparina sédica,
que comprende las etapas de:

a) salificar heparina sédica con cloruro de bencetonio para formar heparinato de bencetonio,

b) hacer reaccionar el heparinato de bencetonio obtenido en la etapa (a) en N, N-dimetilformamida con cloruro
de bencilo en la relacién 1: 2: 1 a 1:6:1 a una temperatura en el intervalo de temperatura ambiente a 70 °C
durante 1 a 20 horas para obtener éster bencilico de heparina crudo,

c) afiadir agua a la mezcla de reaccién que contiene el éster bencilico de heparina crudo obtenido en la etapa
(b) a una temperatura de 10 a 25 °C y agitar durante 15 minutos a 4 horas para precipitar el éster bencilico de
heparina,

d) afadir una solucién alcohdlica de acetato de sodio a la mezcla de reaccidn que contiene el precipitado
obtenido en la etapa (c) para aislar la sal de sodio de éster bencilico de heparina,

e) despolimerizar la sal de sodio de éster bencilico de heparina obtenida en la etapa (d) con una base
inorganica para producir una enoxaparina sédica cruda,

f) blanquear la enoxaparina sédica cruda obtenida en la etapa (e) con peréxido de hidrégeno al 30 % a un pH
de 9-10 para obtener enoxaparina sédica decolorada, y

g) purificar el producto decolorado obtenido en la etapa (f) seguido de liofilizar para obtener enoxaparina sédica
en forma de polvo.

En ciertas modalidades, el proceso de la presente invencién es util para producir enoxaparina sédica que tiene un
peso molecular promedio entre 4000 y 5500 daltons y con 12 % a 20 % de fracciones que tienen un peso molecular
de menos de 2000 daltons y 68 % y 88 % de fracciones que tienen un peso molecular dentro del intervalo de 2000 a
8000 daltons. Ademas, la enoxaparina sédica preparada de acuerdo con la presente invencién cumple con el
requisito farmacopeico de los Estados Unidos asi como también con los criterios de igualdad con respecto a la
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equivalencia de las propiedades fisicoquimicas, el modo de despolimerizacién y la equivalencia en bloques de
construccién disacaridos, el mapeo de fragmentos y la secuencia de especies de oligosacaridos.

La presente descripcion se describe adicionalmente con referencia a los siguientes ejemplos, que se proporcionan
para ilustrar la invencién y son solamente para propésitos ilustrativos y no se deben interpretar para limitar el
alcance de la invencion.

Ejemplos
Los ejemplos 1-4 representan la preparacién de éster bencilico de heparina o sus sales de acuerdo con la invencién.
Ejemplo 1

Etapa a: se alimentaron 1718 g de agua y 275 g de cloruro de bencetonio en un matraz de fondo redondo y se agitd
hasta la disolucién a temperatura ambiente. Se alimentaron 1000 g de agua y 100 g de heparina sédica en otro
matraz de fondo redondo y se agité para la disolucién. Una solucién de cloruro de bencetonio en agua se afiadid
lentamente a la solucién de heparina sédica y se mantuvo durante 2,5 horas. Luego, la masa de reaccién se filtré, y
el pastel obtenido se lavé repetidamente con agua. El pastel himedo se secé al vacio a 50 °C durante 9 horas para
obtener 291,6 g de heparinato de bencetonio. El contenido de bencetonio medido por HPLC fue del 71,4 %.

Etapa b: se alimentaron 50 g de heparinato de bencetonio (obtenido en la etapa (a)) y 189,6 g de DMF en un reactor
adecuado y se agité para su disolucién a temperatura ambiente, luego se afiadié 22,0 g de cloruro de bencilo y se
agité la masa de reaccién durante 10 horas. El éster bencilico de heparina se precipitd al enfriar la mezcla de
reaccion al afladir 220,0 g de agua a 15 a 20 °C, se dej reposar y se decantd el sobrenadante para retener el éster
bencilico de heparina como sélido himedo en el reactor. El sélido hiumedo se lavé con una solucién de acetato de
sodio al 10 % en metanol seguido de metanol, se filtrd y se secd para producir 14,8 g de sal de sodio de éster
bencilico de heparina. El contenido de alcohol bencilico del éster obtenido fue de 10,7 %, medido por HPLC.

Ejemplo 2

Se alimentaron 50 g de heparinato de bencetonio (obtenido en el Ejemplo 1, etapa (a)) y 189,6 g de DMF a un
reactor adecuado y se agité para su disolucién a temperatura ambiente, luego se afiadié 22,0 g de cloruro de bencilo
y se agitd la masa de reaccién durante 15 horas. El éster bencilico de heparina se precipité al enfriar la mezcla de
reaccion al afladir 220,0 g de agua a 10 a 20 °C, se dej reposar y se decantd el sobrenadante para retener el éster
bencilico de heparina como sélido himedo en el reactor. El sélido hiumedo se lavé con una solucién de acetato de
sodio al 10 % en metanol seguido de metanol, se filtrd y se secd para producir 15,2 g de sal de sodio de éster
bencilico de heparina. El contenido de alcohol bencilico del éster obtenido fue de 11,5 %, medido por HPLC.

Ejemplo 3

Se alimentaron 10 g de heparinato de bencetonio (obtenido en el Ejemplo 1, etapa (a)) y 37,92 g de DMF a un
reactor adecuado y se agitd para su disolucién a temperatura ambiente, luego se afiadié 4,4 g de cloruro de bencilo
y se agité la masa de reaccion durante 6 horas. El éster bencilico de heparina se precipité al enfriar la mezcla de
reaccién al afiadir 44,0 g de agua a 10 a 15 °C, se dej6 reposar y se decantd el sobrenadante para retener el éster
bencilico de heparina como sélido himedo en el reactor. El sélido hiumedo se lavé con una solucién de acetato de
sodio al 10 % en metanol seguido de metanol, se filtré y se sec6 para producir 3,19 g de éster bencilico de heparina
sédica. El contenido de alcohol bencilico del éster obtenido fue de 6,6 %, medido por HPLC.

Ejemplo 4

Se alimentaron 70 g de heparinato de bencetonio (obtenido en el Ejemplo 1, etapa (a)) y 265,44 g de DMF a un
reactor adecuado y se agité para su disolucién a temperatura ambiente, seguido de la adicién de 38,5 g de cloruro
de bencilo y la masa de reaccion se agitdé entonces durante 15 horas. El éster bencilico de heparina se precipité al
enfriar la mezcla de reaccién al afiadir 308,0 g de agua a 10 a 20 °C, se dej6 reposar y se decanté el sobrenadante
para retener el éster bencilico de heparina como sélido hiumedo en el reactor. El sélido himedo se lavd con una
solucién de acetato de sodio al 10 % en metanol seguido de metanol, se filtré y se secd para producir 21,4 g de sal
de sodio de éster bencilico de heparina. El contenido de alcohol bencilico del éster obtenido fue de 11,1 %, medido
por HPLC.

Ejemplo 5: Preparacién de enoxaparina sddica de acuerdo con la presente invencion:

Etapa a: se alimentaron 1718 g de agua y 275 g de cloruro de bencetonio en un matraz de fondo redondo y se
agitd hasta la disoluciéon a temperatura ambiente. Se alimentaron 1000 g de agua y 100 g de heparina en otro
matraz de fondo redondo y se agité para su disolucién. Una solucién de cloruro de bencetonio en agua se afiadié
lentamente a la solucién de heparina y se mantuvo durante 2,5 horas. Luego, la masa se filtré, y el pastel



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2989 210T3

obtenido se lavd repetidamente con agua. El pastel hUmedo se secé al vacio a 50 °C durante 9 horas para
obtener 291,6 g de heparinato de bencetonio. El contenido de bencetonio medido por HPLC fue del 71,4 %.
Etapa b: 70 g de heparinato de bencetonio obtenido en la etapa (a) y 265,44 g de N,N-dimetilformamida se
alimentaron en un matraz de fondo redondo y se agitaron, seguido de la adicién de 21,17 g de cloruro de bencilo
lentamente y la masa de reaccién se agit6é luego durante 7 horas a temperatura ambiente.

Etapa c: El éster bencilico de heparina se precipitd al enfriar la mezcla de reaccion al afiadir 308,0 g de agua a
10 a 20 °C, se dej6 reposar y se decant6 el sobrenadante para retener el éster bencilico de heparina como sélido
humedo en el reactor.

Etapa d: El sélido humedo obtenido en la etapa (c) se lavé con una solucién de acetato de sodio al 10 % en
metanol seguido de metanol, se filtr6 y se sec6d para producir 21,2 g de sal de sodio de éster bencilico de
heparina. El contenido de alcohol bencilico del éster obtenido fue de 7,4 %, medido por HPLC.

Etapa e: Suspender 10,0 g de la sal de sodio de éster bencilico de heparina obtenida en la etapa (d) en 297 ml
de agua purificada y calentar con agitacion a 60°+1 °C, seguido de la adicién de 33 ml de solucién de hidréxido
de sodio 1 N. Los contenidos se agitaron a 60° + 1 °C durante 60 minutos.

Etapa f: La solucién obtenida en la etapa (e) se enfrié hasta temperatura ambiente y el pH se ajusté a 9,7 + 1 con
acido clorhidrico 1 N. Se afiadieron 4,0 ml de solucién de peréxido de hidrégeno al 30 % y la mezcla se agitd
durante 60 minutos manteniendo el pH constantemente a 9,7 + 1 al afiadir solucién de hidréxido de sodio 1 N.
Luego, el pH se reajusté a 6,0 £ 0,1 con é&cido clorhidrico 1 N y se afiadié cloruro de sodio a la mezcla de
reaccidén en una cantidad suficiente para lograr un 10 % (p/v). El producto se precipitd al afiadir 3,6 volimenes de
metanol, se filtr y se secd al vacio a 55 °C durante 9 horas para obtener 7,03 g de enoxaparina sédica cruda.
Etapa g: La enoxaparina sodica cruda (5 g) obtenida en la etapa (f) se suspendié en 50 ml de agua purificada y
se disolvié. Se afladieron 5 g de cloruro de sodio y se agit6. El producto se precipitd al afiadir 150 ml de metanol,
se filtr6 y se sec6 al vacio a 55 °C durante 9 horas para obtener 4,39 g de enoxaparina sédica.

Etapa h: Se cargdé 75 ml de agua seguido de 8,33 ml de etanol en un matraz redondo de fondo de 100 ml con 3
bocas. A esto, se afladié la enoxaparina sédica obtenido en la etapa (g) y se agitd para su disolucién, se filtrd la
solucién a través de un filtro de 0,22 p y se cargd la solucién en bandejas de liofilizacién y se liofilizé para obtener
enoxaparina sédica en forma de polvo (4,2 g).

Distribucién de peso molecular y peso promedio molecular por cromatografia liquida de exclusién de tamafio de alto
rendimiento SEC-HPLC:

Mw M2o00 Msooo M2000-8000
4283 18,5 10,5 711

La enoxaparina sbdica obtenida cumplié con el requisito farmacopeico de Estados Unidos asi como también con los
criterios de homogeneidad con respecto a la equivalencia de las propiedades fisicoquimicas, el modo de
despolimerizacion y la equivalencia en bloques de construccidn disacaridos, el mapeo de fragmentos y la secuencia
de especies de oligosacaridos.

Ejemplo comparativo 6: Preparacion de la sal de sodio de éster bencilico de heparina (sin adicién de agua):

Se alimentaron 205 g de heparinato de bencetonio (obtenido en el Ejemplo 1, etapa (a)) y 774 g de DMF a un
reactor adecuado y se agitd para su disolucién a temperatura ambiente, se elevé la temperatura a 60 °C. Se afiadié
62 g de cloruro de bencilo lentamente y la masa de reaccién se agitd entonces durante 15 horas. La mezcla de
reaccion se afiadié a una solucién de acetato de sodio en metanol y agua (307 g, 1264 g y 451 g respectivamente) a
55 °C. Se formé un sélido grueso duro y se mantuvo durante 2 horas a aproximadamente 55 °C y se lavé con una
solucién de acetato de sodio al 10 % en metanol seguido de metanol y se secd para producir 44,2 g de éster
bencilico de heparina sédica. El contenido de alcohol bencilico del éster obtenido fue de 11,06 %, medido por HPLC.

Este ejemplo comparativo, por lo tanto, muestra que la adicién de agua al éster bencilico de heparina crudo aumenta
los rendimientos del éster, de esta manera el enoxaparina sédica.
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REIVINDICACIONES
Un proceso para la preparacién de enoxaparina sédica, que comprende las etapas de:

a) salificar heparina sédica con cloruro de bencetonio para formar heparinato de bencetonio,

b) hacer reaccionar el heparinato de bencetonio obtenido en la etapa (a) con cloruro de bencilo en un
solvente inerte para formar un éster bencilico de heparina crudo,

c) afiadir agua a la mezcla de reaccién que contiene el éster bencilico de heparina crudo obtenido en la
etapa (b) a una temperatura de 0 °C hasta temperatura ambiente para obtener un precipitado de éster
bencilico de heparina,

d) afiadir una solucién alcohdlica de acetato de sodio a la mezcla de reaccién que contiene el precipitado
de éster bencilico de heparina obtenido en la etapa (c) para aislar la sal de sodio de éster bencilico de
heparina,

e) despolimerizar la sal de sodio de éster bencilico de heparina obtenida en la etapa (d) con una base
inorganica para producir enoxaparina sédica cruda,

f) blanquear la enoxaparina sédica cruda obtenida en la etapa (e) a un pH de 9-10 para obtener una
enoxaparina sodica decolorada, y

g) purificar la enoxaparina sédica decolorada.

El proceso como se reivindicé en la reivindicacién 1, en donde el solvente inerte se selecciona de N,N-
dimetilformamida (DMF), N,N-dimetilacetamida (DMA) y cloruro de metileno.

El proceso como se reivindicé en la reivindicacién 1, en donde la relacién de heparinato de bencetonio,
solvente inerte y cloruro de bencilo varia de 1: 2: 1 a 1:6:1.

El proceso como se reivindicé en la reivindicacién 1, en donde la adicién de agua a la mezcla de reaccién que
contiene el éster bencilico de heparina crudo obtenido en la etapa (b) se lleva a cabo a una temperatura de
10 °C a 25 °C durante 15 minutos hasta 4 horas.

El proceso como se reivindicé en la reivindicacién 1, en donde la despolimerizacion se lleva a cabo mediante
el tratamiento de la sal de sodio de éster bencilico de heparina con una solucién acuosa de base inorganica a
una temperatura de 50 °C a 70 °C durante 30 minutos hasta 3 horas.

El proceso como se reivindicé en la reivindicacién 5, en donde la relacidén de la base inorgénica con respecto
a la sal de sodio de éster bencilico de heparina es de 0,05 a 0,2 en peso.

El proceso como se reivindic en la reivindicacién 6, en donde la base inorganica es hidréxido de sodio.

El proceso como se reivindicé en la reivindicacién 1, en donde el blanqueo se lleva a cabo mediante el uso de
perdxido de hidrégeno al 30 %.

El proceso como se reivindicé en la reivindicacién 1, en donde la enoxaparina sédica decolorada se purifica al
disolverla en agua, afiadir cloruro de sodio y precipitarla con alcohol.

El proceso como se reivindicé en la reivindicacién 9, en donde la enoxaparina sédica purificada se somete a
liofilizacién para obtener enoxaparina sédica en forma de polvo.

El proceso como se reivindicé en la reivindicacion 10, en donde la liofilizacién se lleva a cabo al disolver
enoxaparina sédica pura en una mezcla de agua y alcohol.

El proceso como se reivindicé en la reivindicaciéon 11, en donde el alcohol se selecciona de un grupo que
comprende metanol, etanol, isopropanol y una de sus mezclas.

El proceso como se reivindic en la reivindicacién 10, en donde la liofilizacién se lleva a cabo en una mezcla
de agua y etanol.

El proceso como se reivindicé en la reivindicacién 11, en donde el agua y el alcohol estédn presentes en una
concentracién de 85 a 95 % (viv) y 5 a 15 % (v/v) respectivamente.

El proceso como se reivindicd en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en donde la relacién de agua
afladida a la mezcla de reaccién en la etapa (c) y el heparinato de bencetonio alimentado en la etapa (b) es
de2:1a6:1.
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