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DESCRIPCION
Ambito de la invencion.

El objetivo de la presente invencidn hace referencia a la sintesis de complejos de hierro trivalente (Ill) con azu-
cares mono, di y polisacaridos. Los productos obtenibles segun el método de la presente patente pueden ser: hierro
gluconato, hierro maltosa, hierro polimaltosa, hierro dextrina, dextrano de hierro, hierro sacarato estabilizado con sucro-
sa, o complejos nuevos tales como el hierro lactato o hierro maltosa estabilizado con sucrosa u otros.

Estos derivados pueden ser utilizados ventajosamente en la terapia de diferentes patologias, tales como
- deficiencia de hierro funcional en pacientes que sufren de un fallo renal crénico;
- mala absorcion del hierro debido a enfermedades intestinales;
- pérdida de sangre crénica también junto con eritropoyetina;
- anemia constitucional.

La sintesis de los complejos de hierro trivalente con azucares es conocido desde hace muchos afios incluso si,
aun hoy, la investigacion en este campo esté activa, ya que varios métodos utilizados para la sintesis llevan a complejos
no muy estables o dichos métodos son dificiles de aplicar.

Deberia recordarse que los complejos de hierro son producidos sobre todo para ser administrados oralmente,
intramuscularmente o de modo intravenoso a pacientes o animales, como medicamentos adecuados para prevenir o
tratar patologias relacionadas con la deficiencia de hierro.

Por esta razén, estos derivados de hierro deben tener algunas caracteristicas fundamentales, tales como: es-
tabilidad fisico-quimica en el tiempo, seguridad en su administracion, baja toxicidad, buena biodisponibilidad y facilidad
de produccién.

En cuanto a la toxicidad y la biodisponibilidad, es conocido que el hierro bivalente tiene una biodisponibilidad
oral 6ptima pero tiene también una toxicidad intrinseca que se expresa a nivel gastrointestinal y hepético, sobre todo
debido a la acumulacion. Por estas razones, las sales de hierro bivalente no son muy utilizadas en las terapias, incluso
si el coste de produccion es limitado y pueden ser administradas oralmente, ademas el nivel de sideremia alcanzado
con la terapia debe ser siempre controlado muy de cerca. Por el contrario, el hierro trivalente es menos tdxico cuando se
administra en productos que efectivamente estabilizan el hierro a través de la complejacion del mismo, ya que ocurre a
un nivel biolégico por ejemplo por la ferritina que compleja el hierro pero mantiene una buena capacidad de darlo a los
sistemas bioldgicos asignados para transportar o utilizarlos. El hierro trivalente es un fuerte oxidante y de este modo, si
no se atrapa en sistemas capaces de almacenar y entregarlo so6lo cuando se requiera efectivamente por el sistema en-
docrino, puede dafar seriamente algunos érganos importantes, tales como el higado y los rifiones.

A partir de lo anterior, se deduce que el complejo debe tener una estabilidad oportuna que debe asegurar, por
un lado, la conservacion requerida del producto en viales y por otro lado, la igualmente importante capacidad de entre-
gar el hierro sélo a los sistemas proteinicos pretendidos para el almacenamiento o el transporte del hierro mismo. Por lo
tanto, la estabilidad del complejo de aztcar Fe™" es una de las caracteristicas mas importantes, porque de ello depende
no sélo la vida util de la forma farmacéutica seleccionada sino también la biodisponibilidad del hierro acomplejado. Un
complejo poco estable causara grandes problemas, no sélo en cuanto a la administracion sino también la toxicidad, ya
que entregara el hierro a todos los sistemas bioldgicos capaces de producir complejos con el hierro, por ejemplo las
proteinas heméticas, sustrayéndolo de los sistemas biologicos especificamente asignados al transporte y almacena-
miento del mismo.

Se ha sefialado que el complejo de hierro trivalente con los azlcares es estable si algunas condiciones esen-
ciales son respetadas:

1) homogeneidad fisico-quimica del hidréxido férrico,
2) uso de polisacaridos con un bajo contenido de pesos moleculares bajos,
3) azucares con el glucésido terminal activado.

1) La primera condicion es que el hidroxido férrico debe ser un producto homogéneo, es decir que no debe ser una
mezcla de formas polimorfas que pueden acomplejar el hierro de una forma diferente, cada una con una diferente esta-
bilidad. Ademas, el hidréxido férrico no debe estar cargado y por lo tanto no debe estar ni siquiera parcialmente salifica-
do con aniones, una cosa que puede ocurrir cuando se intenta aislarlo de una solucién de una sal suya mediante trata-
miento basico.

Por ejemplo, la precipitacion, ademéas de Fe (OH); de FE(OH).CI, o NaFe(OH),CO y demas puede ocurrir, ob-
teniendo mezclas de hidroxidos que pueden hacer dificil la formacion de complejos y disminuir su estabilidad.
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Erni |, et al. Arzneim.- Forsch./Drug. Res. 34, (Il), No 11 pag. 1555-1558, 1984, declaran que el hidréxido férrico
precipitado y aislado, incluso en condiciones controladas y de reaccion repetitiva, siempre consiste en diferentes tipos
de hidréxidos.

Todo lo anterior es confirmado por el hecho de que el hidréxido férrico, que es reaccionado con el azlcar, esta
solo solubilizado en parte y forma el complejo permaneciendo parcialmente como un cuerpo inferior o, como ocurre a
menudo, precipitando el complejo después de un tiempo. Por lo tanto, para obtener una reaccion efectiva e irrepetible
para la formacién del complejo es necesario realizar la reaccion de hidratacion de hierro en una solucién, permitiendo a
la reaccion misma lentamente reequilibrarse en la presencia de azUcar

Ademas, todo el mundo sabe que el aislamiento y la purificacion del hidréxido férrico son dos pasos que tienen una difi-
cultad productiva destacable.

2) La segunda condicion es que el azlcar deberia ser activado, a saber, el grupo final no deberia estar en for-
ma de aldehido o semiacetal. De hecho, este grupo final aparte de ser incapaz de participar en la formacion del comple-
jo, puede intervenir reduciendo parcialmente el hierro trivalente trayéndolo al estado de oxidacion inferior o hierro biva-
lente, que es ampliamente biodisponible también oralmente, pero sélo por esta razén se vuelve particularmente dafino
para el organismo, requiriendo un control constante de los niveles hematicos.

Por lo tanto, si el compuesto polihidroxilado que se desea utilizar para formar el complejo con el hierro contiene
algunos grupos finales reductores, tal como un azicar aldohexosa, puesto que tales grupos pueden desestabilizar el
complejo, es necesario que el grupo aldehido, también en forma semiacetal, sea transformado en un grupo estable que
pueda contribuir a la formacién y estabilizacién del complejo con el Fe™. Las transformaciones méas adecuadas del
grupo final aldehido son la reduccién a un grupo de alcohol o la oxidacidon a un grupo carboxi. Esta operacién se llama
“activacion” de azulcar.

Besemer et al., (Starch/Starke 46 (1994) péaginas 419-422) describe la oxidacion de almidon a almidon dicar-
boxi y de inulina a inulina dicarboxi con bromuro de sodio e hipoclorito de sodio a pH 9. También de Nooy et al., (Synt-
hesis, (10), 1153-1174, 1996)

describe un procedimiento para la oxidacidn de algunos derivados de azlUcar con bromuro de potasio acuoso e hipoclori-
to de sodio acuoso.

Besemer et al, (Starch/ Starke 46 (1994) nr. 3, paginas 95-101) hace referencia a la oxidacion de almidén a
almidon dicarboxi con hipoclorito en una cantidad estequiométrica y bromuro como el catalizador y a la oxidacion parcial
de maltodextrinas y dextrinas lineales con una cantidad menos que estequiométrica de hipoclorito de sodio y bromuro
como el catalizador. Besemer et van Bekkum, (Recueil de Traveaux Chimiques des Pays Bas, 113 (9), paginas 398-
402, 1994) hace referencia a la oxidacion de inulina a inulina dicarboxi con hipoclorito en la presencia de bromuro de
sodio como el catalizador. Este mismo asunto es tratado en Besemer et al. (Starch/ Starke 46 (1994) nr 3 paginas 101-
106), en cuanto a inulina y dextrinas lineales, que son oxidadas a dextrinas dicarboxi.

En Deary and Davies, Carbohydrate Research 309 (1998) paginas 17-29, se describe la oxidacion de bromo de
ciclodextrinas.

La patente documento WO2004/037865 muestra la oxidacion de maltodextrinas con una solucién hipoclorita y
con la presencia opcional de bromuro y el uso de tales maltodextrinas oxidadas para fabricar complejos de hierro-
carbohidrato.

Las condiciones aplicadas a diversas sintesis descritas en las patentes no prevén una alteracion del azucar, sin
embargo la formacién del complejo es realizada en un ambiente bésico a una temperatura elevada, por lo que en tales
condiciones los grupos finales pueden sufrir una modificacion similar a la descrita por Cannizzaro para los aldehidos
sometidos a dismutacion en un ambiente basico. Sin embargo, en estas condiciones el aztcar mismo puede sufrir dife-
rentes reacciones de degradacion,

En muchas otras patentes se usa el azlicar previamente activado en un ambiente basico a una temperatura
elevada. Estas condiciones, aunque sean menos destructivas que las precedentes, ya que la reaccion tiene lugar en
ausencia de hierro, llevan sin embargo a una mezcla en la que, junto con un azicar en el que el grupo acetal esta par-
cialmente oxidado a acido y parcialmente reducido a alcohol, pueden obtenerse azicares modificados e hidrolizados,
como se puede asegurar por el color oscuro de la solucion y el fuerte olor a caramelo.

Otras patentes informan de una activacion de azlcar a través de oxidacion con bromo, bromitos o cloritas que
sin embargo representan reactivos de un manejo, preparacion y almacenamiento dificiles. Ademas, es sabido que el uso
de tales reactivos,

si no se realiza en condiciones de pH, concentracion y temperatura de reactivo controladas, puede llevar a reacciones
de oxidaciéon movidas con hidrdlisis parcial del azucar final.
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3) La tercera condicion, en caso de azlcares polisacaridos, es que el azlcar utilizado no deberia contener fracciones de
peso molecular muy bajo, ya que son capaces de acomplejar una gran cantidad de hierro pero son incapaces de asegu-
rar la solubilidad del complejo. De hecho, fendmenos de gelificacion de la solucién o precipitacién de un cuerpo inferior
que efectivamente impide la administracion parenteral del preparado pueden ocurrir en el tiempo en preparaciones con
un elevado contenido de pesos moleculares muy bajos.

Generalmente, los complejos de hierro con azlcares activados mono o disacaridos son estabilizados aumentando el pH
e introduciendo en la preparacion grandes cantidades de azlcar. Estos complejos tienen un pH de entre 8,0y 12,0 y
por lo tanto son administrados solamente de modo intravenoso. Los azlcares con pesos moleculares demasiado eleva-
dos también son dafiinos para la formacion del complejo con el hierro. Especialmente en el caso del dextrano, los pesos
moleculares muy elevados pueden causar choque anafilactico y aumentar la toxicidad general del complejo, sobre todo
cuando se administra por via parenteral.

Es por lo tanto necesario evaluar con gran atencion los contenidos de pesos moleculares altos y bajos, y por
esta razon hay algunas patentes que reivindican azlcares con pesos moleculares particulares o gamas de peso molecu-
lar.

Analizando el estado de la técnica es posible encontrar varias patentes que informan de diferentes sistemas de
sintesis en los que las tres condiciones mencionadas anteriormente son rechazadas completa o parcialmente.

Muchas patentes informan, por ejemplo, de la sintesis de complejos hierro/polisacaridos empezando de
hidréxido férrico aislado, tal como la patente US 4,180,567 en la que hidréxido férrico dializado y dextrano no activado,
dextrinas o glucosa son utilizados como agentes complejadores, o la patente Fr 1,462,959, en la que hidréxido férrico y
sorhitol son utilizados como agentes complejadores. También en la patente US 4, 749,695 hidréxido férrico es reaccio-
nado con dextrano a una temperatura elevada, mientras que en la patente GB 694, 452 el hidroxido férrico aislado es
reaccionado con azucar de cafia. El producto obtenido es precipitado y calentado en un horno de temperatura elevada,
y tal sintesis lleva a productos no estandarizados y a veces incluso toxicos.

Por el contrario, hay varias patentes que, para obtener los complejos en cuestion, usan sales de hierro trivalen-
tes en una solucion acuosa, entonces el azlcar es afiadido elevando simultdneamente el pH y la temperatura. Si la ele-
vacion del pH se realiza de forma gradual, puede haber un reequilibrio entre todos los compuestos intermedios hidrata-
dos de forma variada del hierro, a saber, por ejemplo, empezando de tricloruro de hierro, aumentando lentamente el pH
se obtiene un reequilibrio lento de FeCl; a FeCl,OH entonces a FeCl (OH), a FeCl (OH); 0 FeOOH, dependiendo del pH
final. Deberia tenerse en cuenta que también otras formas intermedias de equilibrio son posibles, tales como NaFeCO3;
(OH); si se utiliza carbonato de hidrégeno o carbonato para aumentar el pH. Como se ha mencionado anteriormente, el
paso de obtencién del hidréxido férrico, que siendo insoluble precipita junto con sus formas de equilibrio, es determinan-
te. Un acusado aumento del pH lleva a la obtencién de un hidréxido férrico que coprecipita con todos sus componentes
de equilibrio, puesto que estos Ultimos no son capaces de reequilibrarse ellos mismos a favor del producto final, es de-
cir, el hidréxido férrico.

En muchas patentes el azlcar no es activado antes de su reaccién con el hidréxido férrico, pero deberia man-
tenerse presente que los azlcares aldohexosa, incluso si tienen el grupo final aldehido en forma de semiacetal, cuando
se someten a un fuerte calentamiento en un ambiente basico, pueden sufrir, aparte de una accién de demolicién, tam-
bién una reaccion de dismutacion al correspondiente &cido y alcohol. Esta dismutacion es una activacion del azucar
que, también no pretendida, hace el azlcar adecuado para la formacién de un complejo estable con el hidroxido férrico.
El lado negativo de estos métodos de sintesis es el producto final, que es una mezcla de productos que contienen
hidréxido férrico mas o menos complejado con azlcares al menos parcialmente descompuestos o modificados de una
forma incontrolada. De hecho, resulta aparente que también realizando con cuidado estos pasos para la formacién de
los complejos, considerando las diferentes reacciones de hidrélisis, demolicion y activacion del azicar que pueden ocu-
rrir de una forma concomitante, es de esperar, por supuesto, que el producto final contenga complejos de hierro con
diferentes especies de azlicares mas o menos modificadas. Es tipico de estos complejos el olor a caramelo que viene
con el producto final en solucion, significando que se ha obtenido una demolicion parcial del mismo.

Por ejemplo, la patente BE 787662 se encuentra dentro de esta clase de patentes, ya que reivindica un método para la
sintesis de complejos obtenidos reaccionando cloruro férrico hexahidratado en solucién y un azicar incluido en una dex-
trina, maltosa o glucosa de bajo peso molecular con un pH en el rango de 11,0-14,0 y a una temperatura de 90°C: du-
rante la reaccién, una mezcla de hidroxidos férricos se precipita y simultaneamente el azlcar es parcialmente hidroliza-
do y dismutado, a saber, también sufre un proceso que lleva a su activacion que sin embargo, teniendo lugar en la pre-
sencia de hierro trivalente, puede llevar a un importante nivel de productos de hidrdlisis.

Por lo tanto, con este tipo de proceso hay, por un lado, la aplicaciéon de una metodologia méas simple, pero por otro lado,
el proceso es variable tanto para la obtencion de hidroxido férrico, que permanece parcialmente no disuelto al final de la
reaccion, como para la degradacion/activacion del azucar.

En la patente US 2, 820,740 la metodologia aplicada prevé una reaccion entre el dextrano parcialmente hidrolizado y
cloruro férrico o citrato férrico en la presencia de carbonato de sodio a una temperatura que varia entre 65 y 100°C.
Permanece algo de hidréxido férrico, que no forma el complejo y que finalmente es filtrado y eliminado. Este residuo
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muestra que la reaccion para obtener el hidréxido férrico ha sido realizada en condiciones incontroladas y, como se ha
mencionado anteriormente, lleva a una mezcla polimorfa de hidréxido férrico.

En la patente GB 1, 019,513, un azucar despolimerizado, dextrano, es utilizado en el que el grupo final aldehido ha sido
eliminado por reduccion con NaBH,. El azlcar se volvid activado y es capaz de dar un complejo estable, incluso si es
necesario eliminar completamente el boro debido a su toxicidad.

La sal férrica utilizada es el tricloruro férrico, al que una cierta cantidad de &cido citrico, que es un agente complejador
de hierro, es afadida.

En la patente US 2, 885,393, dextrano despolimerizado es reaccionado y activado con una solucion de cloruro férrico
traida a pH de 2,3 con carbonato de sodio, calentando el conjunto a 65°C durante 30 minutos.

La patente US 4,180,567 reivindica la activacion de azlcares bien a través de reduccion con NaBH4 bien a través de un
tratamiento basico a pH 10,5-11,3 durante una hora a 95°C-100°C. Tales azlcares son reactivados con hidréxido férrico
dializado a temperatura elevada, entonces la solucion es concentrada y el cuerpo inferior es filtrado.

En la patente US 4,599,405 un dextrano con un peso molecular medio igual a 5000 daltones es reaccionado con tricloru-
ro férrico después de que la solucion salina ha sido llevada a pH 1,7 mediante la adicion lenta de una solucion Na;COsz y
subsiguientemente se afiade NaOH hasta pH 11,0 durante 30 minutos. Una suspension es formada que es calentada a
100°C durante alrededor de una hora. El sélido que no forma el complejo es eliminado mediante centrifugado y enton-
ces el producto es aislado mediante precipitacion con disolventes. También con este método hay la formacién de una
mezcla de compuestos de hierro hidratado que no forman complejos completamente solubles con los azucares. Deberia
sefialarse que la elevada temperatura utilizada en la formacion del complejo, como se ha observado también para otras
patentes, puede llevar a la degradacion/activacion parcial del sistema que puede ser sefialado por el color negro de la
solucién obtenida y por el olor a caramelo.

En la patente US 6,291,440 un complejo obtenido entre hidréxido férrico y dextrano hidrogenado con un peso molecular
entre 700 y 1400 daltones es reivindicado.

La purificacion del dextrano es realizada por filtracion de membrana con el fin de eliminar tanto los pesos moleculares
elevados que son responsables de las reacciones anafilacticas como los pesos moleculares muy bajos que son respon-
sables de la inestabilidad de los preparados.

La patente DK 129353 reivindica un método para formar el complejo entre hierro y un dextrano con un peso molecular
maximo de hasta 50000 daltones, preferiblemente entre 1000 y 10000 daltones. El dextrano tiene los grupos finales
oxidados al correspondiente &cido, pero el método para obtener el mismo no es mostrado.

En la publicacion de la solicitud de patente WO 00/30657 un dextrano de bajo peso es reivindicado, obtenido por hidrdli-
sis a pH 1,5 y a 90°C. El dextrano es fraccionado por ultrafiltrado con un corte de 5000 daltones y después de la despo-
limerizacién, es ultrafiltrado mas usando un corte entre 350-800 daltones, con el fin de eliminar los pesos muy bajos.
Sobre el dextrano obtenido, una reduccion con NaBH, es realizada para reducir alrededor del 15% de los grupos semi-
acetales finales, y por lo tanto la oxidacion con NaCIlO de los grupos finales restantes es realizada. La reaccion de for-
macion del complejo es realizada a un pH de 1,6 cuando el cloruro férrico ha sido parcialmente neutralizado con carbo-
nato de sodio. También para esta patente, no esta claro por qué el azlcar, en este caso el dextrano, es afiadido cuando
mas del 60% del cloruro férrico ya ha sido transformado en hidréxido férrico.

Resulta aparente que la presencia, desde el principio, del aziicar no sélo promueve la formacion del complejo
durante la transformacion del cloruro férrico en hidréxido férrico, sino que promueve la completa transformacion de la sal
de hierro en hidréxido férrico impidiendo la precipitacion del hierro hidratado parcialmente.

Finalmente, la patente EP 0150085 reivindica un dextrano con un peso molecular entre 2000 y 6000 daltones
oxidado con clorito de sodio que, segun los inventores, oxida de una forma especifica el grupo final aldehido a diferencia
de lo que se declara en la patente US 4,370,476 en la que el bromo es utilizado para la oxidacién y también se declara
gue el hipobromito de sodio, bromito de sodio, cloro, yodo hipoclorito de sodio, clorito de sodio son del mismo modo
efectivos en la oxidacion de los grupos finales del dextrano.

RESUMEN DE LA INVENCION

Un primer ejemplo de realizacion de la invencion es un proceso para la preparacion de un azucar activado tal y
como se especifica en la reivindicacion 1.

Un segundo ejemplo de realizacién de la invencion es un complejo de Fe (lll) y azlcar activado tal y como se
especifica en la reivindicacion 21.

Un tercer ejemplo de realizacién de la invencién es el uso de un complejo de Fe (lll) y azlcar activado tal y
como se especifica en la reivindicacién 22.
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Un cuarto ejemplo de realizacion de la invencion es una medicina tal y como se especifica en la reivindicacion
24,

DESCRIPCION DE LA INVENCION

El objetivo de la presente invencidn hace referencia a un proceso de produccion de complejos de hierro trivalente con
compuestos polihidroxilados, tales como azdcares, mono, di o polisacaridos. El proceso incluye diferentes pasos, el pri-
mero de los cuales consiste en la activacion del azlcar. Es conocido desde hace tiempo que los azlcares que tienen un
grupo final aldehido, también en forma de forma semiacetal, pueden ser oxidados a través de diferentes métodos usan-
do bromo u otros reactivos, tales como bromitos, cloritos, hipocloritos, hipoyoditos o bromuros y al6genos gaseosos, tal
como gas de cloro en un ambiente bésico. Todos estos reactivos son o bien dificiles de manejar

debido a su peligrosidad, véase bromo y cloro, o bien inestables, o producen reacciones de oxidacién no especificas,
oxidando aldehidos y alcoholes primarios.

En la patente GB 289280, solo la oxidacién de glucosa y galactosa es descrita, usando bromuros o ioduros y cloro en
un ambiente fuertemente alcalino. La reaccion es realizada a una temperatura inferior a 15°C para evitar que el bromuro
formado se escape del ambiente. El cloro es afiadido todo a la vez, esto significa que el ambiente mismo se vuelve satu-
rado con cloro, o bien hipoclorito, y por lo que tanto el bromo que se origina de la oxidaciéon del bromuro como el hipo-
clorito coexisten como oxidantes de azlcar. Esto impide una reaccién limpia y concreta, ya que el hipoclorito es capaz
de oxidar también el alcohol primario del carb6n en posicion-6 dando el &cido glutarico y al mismo tiempo puede hidroli-
zar los azucares complejos, tales como los polisacaridos. En la patente US 6,498,269, se informa de la oxidacion de
azlcares complejos iguales en un ambiente fuertemente alcalino, a través de tratamiento con halégeno, generalmente
cloro gaseoso, en la presencia de un catalizador del tipo haluro de oxiamonio, mediante la obtencion de un diacido como
producto principal.

Sorprendentemente, hemos encontrado que si se quiere usar el bromo como agente oxidante, su peligrosidad y dificul-
tad de manejo son superados produciendo tal agente oxidante in situ, introduciendo un hipoclorito en vez de cloro ga-
seoso en la solucion acuosa que contiene un bromuro metdlico alcalino o alcalinotérreo y el azlcar, dicho hipoclorito
siendo afiadido en cantidades estequiométricas respecto de los grupos finales aldehidos, y siendo afiadido instante a
instante, de forma que un exceso de hipoclorito en soluciéon nunca esta presente, a un pH de entre 7 y 9. La activacién
del azlcar es realizada ventajosamente de forma industrial debido a la facilidad de manejo de los reactivos y a la repeti-
bilidad de la reacciéon misma, ya que el agente oxidante es producido in situ tratando una pequefia cantidad de un bro-
muro metdlico alcalino o alcalinotérreo con un hipoclorito metalico alcalino o alcalinotérreo, preferiblemente hipoclorito
de sodio a un pH en el rango de entre 7,0 y 9,0. De esta forma el manejo de los reactivos que requieren particulares
precauciones, tales como el bromo, es evitado, y la reaccién de activacion es realizada ademas en condiciones contro-
ladas, de hecho la cantidad de bromuro utilizada esta entre 0,5% y 5% por peso del azlcar a ser activado, por lo tanto la
cantidad de bromo que es formada y es encontrada en el ambiente de reaccién durante la fase de activacion es real-
mente baja respecto de la cantidad de azlcar a ser activada. La cantidad de bromo necesaria para la activacion del
azlcar es producida instante a instante a partir de la adicién del hipoclorito alcalino o alcalinotérreo, que es utilizado en
una cantidad estequiométrica respecto del nimero de aldehidos segun las reacciones.

1)NaCIO + 2NaBr + H,0 — Br; + NaCl + 2NaOH

2)Br, + R-CHO + 3NaOH — 2NaBr + R-COONa + 2H,0

Sorprendentemente, al contrario de lo que ocurre calentando el azlicar en un ambiente alcalino con la dismutacion del
grupo aldehido y la descomposicién parcial concomitante del azlcar, con nuestro método se obtiene una reaccion uni-
voca y absolutamente limpia, con la oxidacién especifica del aldehido final.

De hecho, utilizando cantidades estequiométricas de hipoclorito respecto de los grupos finales aldehido y afiadiéndolo
instante a instante, de forma que todo el hipoclorito afiadido solo sirve para la oxidacion del bromo y un exceso de hipo-
clorito en solucién nunca esta presente, la oxidacion especifica del grupo aldehido es obtenida, manteniendo inalterada
la restante estructura quimica del azlcar utilizado. La reaccion de oxidacion es controlada a través del ajuste de pH. De
hecho, ya que la formacién acida lleva a un descenso destacable del pH y el consumo de hipoclorito, es suficiente afia-
dir el hipoclorito mismo de forma que el pH no descienda de 7,0 y el valor de 9,0 no sea excedido. Del espectro 'H NMR
gue hace referencia al a oxidacion de maltosa, mostrada en la figura 1, puede sefalarse la univocidad de la estructura
obtenida tras la reaccion de activacion realizada segun el método de la presente invencién. Si por el contrario un exceso
de hipoclorito también esta presente, ademas del bromo en el ambiente de reaccion, podrian ocurrir reacciones secun-
darias de oxidacion que se relacionarian con otras partes del azicar final y con fendmenos de despolimerizacion. Por lo
tanto es importante mantener la reaccion pH en el rango de entre 7,0 y 9,0, puesto que en este rango de pH el consumo
de bromo tiene lugar a una velocidad elevada llevando a la oxidacién del grupo final aldehido. Con az(cares polisacari-
dos, tales como dextrinas y dextranos, la reaccién de activacion es realizada utilizando, para el calculo estequiométrico,
el peso molecular medio o mas bien el valor equivalente de dextrosa, que muestra los equivalentes de glucosa corres-
pondientes con los grupos finales aldehidos. De esta forma, la reaccion es realizada en condiciones estrictamente alca-
linas y es de una repetibilidad simple. Si se afiade una cantidad de hipoclorito alcalino o alcalinotérreo diferente de la
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cantidad estequiométrica, se puede obtener una activacion de azlcar parcial, si una cantidad inferior de hipoclorito es
utilizada, con consecuencias negativas sobre la estabilidad del complejo final, de otra forma, si un exceso estequiomé-
trico de hipoclorito es utilizado, otra oxidacion con demolicion parcial del azlcar final puede obtenerse, ademas de la
activacion descrita. Ademas, en este Ultimo caso, una despolimerizacion del azdcar mismo con formacion de oligdmeros
y pesos moleculares bajos puede obtenerse simultineamente. En ambos casos, el producto final no es homogéneo,
siendo una mezcla de azlcares con una estructura quimica diferente. La desventaja de utilizar una mezcla similar de
azUcares activados es la obtencion de complejos de hierro con estructuras y estabilidad no homogéneas.

En el &mbito de la presente invencién, el bromuro preferido es bromuro de sodio y el hipoclorito preferido es hipoclorito
de sodio.

El segundo paso del proceso hace referencia a la reaccion de complejacion del azicar activado con una sal propia de
hierro trivalente soluble en agua; la sal preferida para la ejecucion de la presente invencion es el tricloruro de hierro
hexahidratado en una solucién acuosa concentrada. Para el buen resultado de la reaccion de complejacion es necesario
mezclar inicialmente el azlcar activado con la sal de hierro trivalente antes de aumentar el pH, de forma que el azicar y
el agua puedan inmediatamente estabilizar el hierro trivalente facilitando la reaccion de hidratacion completa del hierro.
Esto se sefiala en que durante el paso de formacién del hidroxido de hierro mediante la lenta adiccién de una base de
metal alcalino, el precipitado del hidréxido de hierro mismo nunca ocurre, y la reacciéon siempre aparece homogénea.
Solo en el caso del acido glucénico, cuando se utiliza en una solucion concentrada a un pH de entre 3,0 y 4,0, existe la
precipitacion del hidréxido férrico ya complejado por el azicar, como de hecho para obtener la completa solubilizacién
del precipitado es suficiente aumentar el pH entre 9,0 y 10,0. Este hecho es importante puesto que en ningun caso es
precipitado un sélido ni se deja un cuerpo inferior, como en el caso de procesos en los que el azlUcar es afiadido des-
pués de incluso un aumento parcial de pH con el fin de obtener hidréxido férrico, o después de la complejacion del
hidroxido férrico aislado. La adicion de sal férrica a la solucién de azlcar activado tempranamente no lleva a fenémenos
de despolimerizacion del azicar mismo, incluso si el pH inicial es muy acido, porque la temperatura de la solucién es
mantenida por debajo de los 60°C. Este paso es critico, porque la velocidad de aumento del pH para la obtencion del
hidréxido férrico debe ser adecuada para realizar la reaccién de hidratacién de hierro y al mismo tiempo promover la
formacion de un complejo inicial Fe-azucar, para permitir la finalizacion de la reaccién de hidratacion del hierro mismo
sin precipitacion de hidroxido.

El tercer paso del proceso consiste en la purificacién del complejo hidréxido férrico-azlcar, incluso si tal complejo aun no
esté estabilizado por calentamiento. Sorprendentemente, hemos descubierto que una vez que el pH de la solucién inicial
que contiene el azlcar activado y el hierro ha sido aumentado en el rango de entre 6,0 y 12,0, el complejo hidroxido
férrico-azUcar, incluso si no esta aun estabilizado, puede ser ultrafiltrado a través de una membrana con un corte ade-
cuado. Este proceso permite eliminar todas las sales formadas durante la reaccién de hidratacién del hierro, obteniendo
un compuesto que puede ser almacenado también durante un largo tiempo, esperando a ser sometido a las siguientes
reacciones de estabilizacion.

Después de la purificacién, el complejo hierro trivalente-azicar es sometido al paso de estabilizacién del complejo, en el
gue esta la modificacion del hidroxido férrico en oxihidroxido férrico. Este tratamiento tiene lugar a una temperatura de
entre 60°C y 100°C por un periodo de entre 1 y 4 horas a un pH de entre 9,0 y 12,0. El tratamiento de estabilizacion
también puede ser realizado antes del tratamiento de purificacion a través de ultrafiltrado, obteniendo el mismo resulta-
do. En particular, esto ocurre en la produccion del complejo de hierro trivalente con la glucosa activada.

Los complejos obtenidos de este modo y divididos en viales o botellas de cristal pueden ser sucesivamente esterilizados
mediante calentamiento en autoclave a 125°C durante 30 minutos sin sufrir ninguna modificacion de estabilidad del
complejo final. Finalmente, antes de la division en viales, los complejos entre hidréxido férrico y azlcar pueden ser mez-
clados con otros azUcares en una proporcién deseada resultando, en algunos casos, en una mayor estabilizacion del
complejo.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

El objetivo de la presente invencién consiste en un proceso para la preparacion de complejos de hierro trivalente (Fe3+)
con azucares mono, di y polisacaridos, complejos caracterizados por una buena estabilidad fisico-quimica en el tiempo,
baja toxicidad, seguridad en su uso también mediante inyeccion y una buena biodisponibilidad.

Dicho proceso, caracterizado por la facilidad y seguridad de su ejecucion, consiste en cuatro pasos:
1. activacién de un aztcar mono, di o polisacarido;
2. complejacion del azticar activado con hidréxido férrico generado en solucién;
3. purificacién del complejo hidréxido férrico/aztcar alin no estabilizado;

4. estabilizacién del complejo hidréxido férrico/aztcar.
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El proceso es completado con la posible mezcla del complejo obtenido con otros azlUcares, una mezcla que imparte una
mayor estabilizacién del complejo, y con el empaquetado de la medicina a través de filtracion esterilizante, subdivisién
de la solucién en viales o botellas de cristal y esterilizacién final en autoclave a 125°C durante 30 minutos.

Los azucares a ser empleados en la ejecucion de la presente invencion son: glucosa, sacarosa, maltosa, lactosa, malto-
dextrinas, dextrinas y dextranos.

La activacién del azlcar es realizada por oxidacion con bromo naciente disolviendo el azlcar en agua purificada a una
concentracion de entre 10% y 50% por peso, basado en el peso de la solucién, afiadiendo un bromuro metalico alcalino
o alcalinotérreo, preferiblemente bromuro de sodio, en una cantidad entre 0,5% y 5% por peso basado en el peso del
azucar, trayendo el pH de la solucién a un valor de entre 7,0 y 9,0, con hidroxido de sodio y afiadiendo bajo agitacién a
una temperatura de entre 10°C y 60°C en un periodo de entre 2 y 4 horas una solucion acuosa que contiene una canti-
dad pesada estequiométricamente de un hipoclorito metdlico alcalino o alcalinotérreo, preferiblemente hipoclorito de
sodio, respecto de los grupos finales aldehidos existentes en el azlcar. Preferido en el &mbito de la invencién son solu-
ciones acuosas de hipoclorito de sodio que contienen alrededor del 12% por peso de cloro activo. A través de la reac-
cién de activacion del azucar, el valor pH es controlado y mantenido en el rango fijado, entre 7,0 y 9,0, ajustando la ve-
locidad de adicion del hipoclorito. Al final de la reaccién, a la solucién de azlcar activado se afiade bajo agitacion una
solucién acuosa concentrada de una sal férrica, a una temperatura de entre 15°C y 60°C, de forma que el ratio de peso
hiero trivalente/azicar esté en el rango de entre 1:0,5 y 1:4. Todas las sales de hierro trivalente solubles en agua pue-
den ser utilizadas, siendo preferido el cloruro férrico hexahidratado grandemente soluble en agua en la ejecucién de la
invencioén, con el que se pueden obtener soluciones acuosas muy concentradas, por ejemplo soluciones acuosas que
contienen el 40% por peso de cloruro férrico.

Tras la adicion de la solucion de sal férrica, a la mezcla bajo constante agitacion en se afiade una solucién
acuosa de carbonato de sodio, preferiblemente a 15% w/v, en un periodo entre 1 y 6 horas con, para aumentar lenta-
mente el pH nunca excediendo el valor entre 2 y 3, preferiblemente entre 2,3y 2,7.

Cuando se ha alcanzado este rango de pH, la agitacién de la solucién es continuada por un tiempo entre 15 y 60 minu-
tos y solo subsiguientemente, en un tiempo entre una y dos horas, el pH de la solucién es traida a valores de entre 8,0 y
12,0 mediante la adicién de una solucién acuosa de hidroxido de sodio, preferiblemente a concentraciones de entre 15%
y 30% wi/w.

La solucién del complejo hierro trivalente-azlcar obtenida de este modo es sometida a purificacién con la eliminacion de
las sales y todos los productos con un peso molecular bajo, sometiéndola a un ultrafiltrado de membrana con un corte
de entre 3000 y 5000 daltones para los aztcares mono y disacaridos, tales como glucosa, maltosa, lactosa, y con un
corte de entre 400 y 50000 daltones para los azucares polisacaridos, tales como dextrinos y dextranos.

El complejo hidréxido férrico-azlcar purificado de este modo es estabilizado mediante calentamiento de la solucién que
contiene el mismo a una temperatura de entre 60°C y 100°C, preferiblemente entre 75°C y 95°C por un tiempo de entre
1y 4 horas a un pH de entre 9,0 y 12,0. La solucién purificada y estabilizada puede ser almacenada durante largo tiem-
po en un ambiente enfriado y cuando se desee utilizarla para la preparacién de especialidades médicas, ha de ser ca-
lentada a una temperatura de entre 60°C y 100°C, preferiblemente entre 75°C y 95°C por un tiempo de entre 3 y 6 horas
y por lo tanto el producto final puede ser aislado de diferentes formas.

Por ejemplo, puede ser aislado en forma de polvo a través de pulverizacion o liofilizacion, después de haber ajustado, si
es necesario, el pH de la solucion a valores de entre 4,5y 7,0. De otra forma, es posible afiadir la solucién del complejo
estabilizado y purificado con otra cantidad de azlcar, también diferente de la presente en el complejo, que ademas es-
tabiliza la solucion, que puede ser dividida en viales o botellas de cristal que entonces son esterilizadas a 125°C duran-
te 30 minutos, preferiblemente a 121°C durante 20 minutos, o puede ser liofilizada, obteniendo el producto final en forma
de polvo.

En un ejemplo de realizacién ventajoso, el proceso para la preparacion de complejos de hierro trivalente con azlcares
mono, di- y polisacaridos incluye la activacion del aztcar. El aztcar es obtenido disolviendo el azlicar en agua purificada
a una concentracion de entre 10% y 50% por peso basado en el peso de la solucidn, afiadiendo un bromuro metélico
alcalino o alcalinotérreo en una cantidad de entre 0,5% y 5% por peso basado en el peso del azucar, trayendo el pH de
la solucién a un valor de entre 7 y 9 y afiadiendo bajo agitacion en un tiempo entre 2 y 4 horas a una temperatura de
entre 10°C y 60°C, un hipoclorito metalico alcalino o alcalinotérreo en solucién acuosa en una cantidad estequiométrica
respecto de los grupos finales aldehidos presentes en el azlcar, si no ramificados; en el caso especifico del dextrano,
una cantidad de hipoclorito correspondiente con el doble de los moles es utilizada.

Subsiguientemente, la complejacion de azlcar activado es obtenida afiadiendo la solucién de azucar activado bajo agi-
tacion a una temperatura de entre 15°C y 60°C, con una solucién acuosa de una sal férrica, de forma que el ratio de
peso de hierro a azlcar esta entre 1:0,5 y 1:4 (de 1:0,5 a 1:5), afiadiendo en un tiempo de entre 1 a 6 horas, una solu-
cién acuosa de carbonato de sodio con el fin de traer el pH a un valor de entre 2 y 3, preferiblemente de 2,3 a 2,7, man-
teniendo constante el pH en este rango de valores durante un tiempo de entre 15 y 60 minutos, y por lo tanto trayendo el
pH a valores de entre 8,0 y 12,0 mediante la adicion de una solucién acuosa de hidréxido de sodio.

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2370942 T3

Subsiguientemente, el complejo entre hidroxido férrico y azucar es purificado mediante ultrafiltrado de la solucion. Fi-
nalmente, el complejo es estabilizado por calentamiento de la solucién ultrafiltrada a una temperatura de entre 60°C y
100°C por un tiempo entre 1y 4 horas a un pH de entre 9,0 y 12,0. En el caso del dextrano, el calentamiento tiene lugar
por un minimo de 5 horas.

Los azucares son seleccionados de glucosa, sacarosa, maltosa, lactosa, maltodextrinas, dextrinas y dextranos. El bro-
muro es preferiblemente bromuro de sodio. El pH de la reaccién de la activacion del azicar esté entre 7,0 y 9,0. El hipo-
clorito es preferiblemente hipoclorito de sodio y la sal férrica es preferiblemente cloruro férrico hexahidratado. En un
ejemplo de realizacion preferido la temperatura de estabilizacién del complejo esta entre 75°C y 95°C. Por ejemplo, el
ultrafiltrado es realizado con una membrana con un corte entre 3000 y 5000 daltones para la glucosa, maltosa y lactosa,
mientras que para las maltodextrinas y los dextranos con un corte de 400 con el fin de eliminar las sales y con un corte
en 30000 y 50000 daltones con el fin de eliminar los pesos moleculares bajos.

Por ejemplo, el tratamiento de estabilizacion del complejo hierro trivalente-acido glucénico es realizado antes del trata-
miento de purificacién. Los complejos que son obtenidos son gluconato férrico, el complejo entre hidroxido de hierro y
maltosa, el complejo entre hidréxido de hierro y lactosa, el complejo entre hidroxido de hierro y maltodextrina, el comple-
jo entre hidréxido de hierro y maltodextrinas, el complejo entre hidréxido de hierro y dextrinas y el complejo entre
hidroxido de hierro y dextrano.

La figura 1 adjuntada hace referencia a glucosa activada, mientras que la figura 2 adjuntada hace referencia a glucosa
como tal.

Los siguientes ejemplos constituyen otra ilustracion del objetivo de la invencién y no pretenden ser una limitacion suya.
EJEMPLO 1

Preparacién de gluconato férrico

50 gramos de glucosa son disueltos bajo agitacion en 140 ml de agua purificada, y a la solucidn obtenida se afiade 0,5 g
de bromuro de sodio trayendo simultaneamente el pH de la solucién a un valor de entre 7,0 y 9,0 con una solucién de
hidréxido de sodio.

Durante dos horas, 164 g de solucién activa de hipoclorito de cloro y sodio 12% son afiadidos, una cantidad correspon-
diente con un peso molar 1:1 respecto de la glucosa, manteniendo el valor pH entre 7,0y 9,0 , al final de la adicién, el
agitado es continuado durante otros 30 minutos.

El control de la ejecucién conseguida es realizado a través de HPLC o a través de lecturas poliarimétricas. La oxidacién
de glucosa a acido gluconico es obtenida, como puede ser verificado por el espectro 3C NMR mostrado en la figura 1.

La solucion de acido glucoénico es traida a una temperatura entre 16°C y 20°C y es afiadida con 416 g de una solucion
de tricloruro férrico 40% a 40% por peso (ratio hierro/azucar = 1:0,87 w/w). El agitado es continuado para una completa
homogeneizacion de la solucién y en alrededor de dos horas se afiade una solucién de carbonato de sodio 15% wiv
hasta traer el pH a un valor de entre 2,3y 2,7.

Una vez que se ha alcanzado dicho valor, la solucién es mantenida bajo agitaciéon por un tiempo de 30 minutos contro-
lando que el pH permanezca entre 2,3 y 2,7. Subsiguientemente, con una solucién de hidroxido de sodio a 15% wiv, el
pH es traido a 11,0 + 0,5 durante 1 hora, y durante el aumento del pH entre 3,0 y 4,0 la formacién de un precipitado
compuesto de complejo hidréxido férrico-acido glucénico ocurre, que tiende a solubilizar mientras que el pH aumenta
hasta una completa solubilizacién a un pH por encima de 9,0.

Se obtiene una solucion de color marrén que no tiene ningun sélido en suspension y es traida a la temperatura de 85 +
2°C y mantenida bajo estas condiciones durante 2 horas. Al final de la reaccién de estabilizacion del complejo, la solu-
cion obtenida es purificada de las sales a través de un sistema de ultrafiltrado equipado con una membrana con un corte
de 3000 daltones.

La solucién resultante purificada de las sales, traida a un pH de 10,5 £ 5, puede ser almacenada en un ambiente enfria-
do y antes de su uso farmacéutico, es de nuevo calentada a una temperatura de 90 *+ 2°C durante un periodo de 4
horas. El gluconato férrico es aislado mediante pulverizacion, obteniendo un rendimiento mayor de 85%, computado en
el hierro inicial.

Las caracteristicas fisico-quimicas del complejo son las siguientes:
-peso molecular medio (Mw) = 43347 daltones
-peso molecular numérico (Mn) = 30495 daltones

-polidispersibilidad = 1,4
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-contenido Fe®* = 48,6%

Los pesos moleculares han sido determinados utilizando un método de cromatografia de permeacion en gel, descrito en
la pagina 1065 por United States Pharmacopoeia (USP) edicién 28, que utiliza 2 columnas en series TOSO HAAS co-
lumna TSK-GEL G5000PWy, 30 cm x 7.8 cm ID + columna TOSO HAAS TSK-GEL 2500 PWx_30 cm x 7.8 cm ID y
dextranos con un peso molecular medio conocido Mw como un estandar, y con los siguientes pesos moleculares en la
parte superior del pico, expresados en daltones: 4440, 9890, 21400, 43500, 66700, 123500, 196300, 276500.

EJEMPLO 2

Preparacién de gluconato férrico

El complejo de gluconato férrico puede ser obtenido utilizando la misma metodologia del ejemplo 1, partiendo de &cido
gluconico y cloruro férrico comercial.

24,5 gramos de gluconato de sodio son disueltos en 120 ml de agua purificada y a la solucién obtenida se afiaden 205
g de una solucién de cloruro férrico 40% wt (ratio hierro/azucar = 1: 0.87 w/w), manteniendo bajo agitacion hasta una
completa homogeneizacion de la mezcla de reaccion es alcanzada.

La temperatura de solucidn es traida entre 16°C y 20°C y durante 2 horas se afiade una solucién de carbonato de sodio
15% wiv, para traer el pH de la solucién a valores entre 2,3y 2,7.

Cuando se ha alcanzado dicho valor, la solucion es mantenida bajo agitacion por un periodo de 30 minutos, controlando
gue el pH permanezca entre 2,3y 2,7.

Subsiguientemente, con una solucion de hidréxido de sodio 15% w/v el pH es traido a 11,0 + 0,5 durante 1 hora, durante
este paso con un pH entre 3,0 y 4,0 existe la formacion de un precipitado, formado por un complejo hidréxido férrico-
acido glucénico que solubiliza mientras que el pH es aumentado hasta una completa solubilizacién a un pH por encima
de 9,0.

Se obtiene una solucion de color marrén que no tiene sdlidos en suspension y es traida a la temperatura de 85 + 2°Cy
mantenido bajo estas condiciones durante dos horas. Al final de la reaccién de estabilizaciéon del complejo, la solucién
obtenida es purificada de sales a través de un sistema de ultrafiltrado equipado con una membrana de corte de 3000
daltones.

La solucion resultante purificada de sales, traida a un pH de 10,5 + 5, puede ser almacenada en un ambiente refrigerado
y, antes de su uso farmacéutico, es calentada de nuevo a una temperatura de 90°C por un periodo de 4 horas. El gluco-
nato férrico es aislado como tal mediante liofilizacion, obteniendo un rendimiento por encima del 85% computado sobre
el hierro inicial. Las caracteristicas fisico-quimicas del complejo, con los pesos moleculares determinados segun la me-
todologia descrita en el ejemplo 1 son las siguientes:

-peso molecular medio (Mw)= 53745 Daltones
-peso molecular numérico (Mn) = 30976 Daltones
-polidispersibilidad = 1,7

-contenido Fe 3" = 48,5%

EJEMPLO 3

Preparacién del complejo hidréxido férrico/ maltosa.

60 gramus de maltosa son disueltos en 200 ml de agua purificada, a la solucién obtenida de este modo 0,6 g de bromu-
ro de sodio son afiadidos y el pH de la solucién es traida a un valor de entre 7,0 y 9,0 con una solucién acuosa de
hidroxido de sodio.

Durante dos horas, 98,5 g de hipoclorito activo de cloro y sodio 12% son afadidos, correspondientes con la cantidad
estequiométrica respecto de los grupos finales aldehidos, manteniendo el valor pH entre 7,0 y 9,0. Al final de la adicién,
la agitacion es continuada durante 30 minutos y el control de la activacion conseguida es realizado a través de HPLC
detectando el ratio de maltosa y maltosa activada residual.

A la solucidon de maltosa activada, traida a una temperatura de entre 16°C y 20°C, se afiaden 257 g de un 40% wt (ratio
hierro/azdcar = 1:1,7 w/w) continuando la agitacion hasta una completa homogeneizacion de la mezcla de reaccion. Por
lo tanto, a la solucion obtenida se afiade una solucién de carbonato de sodio 15% w/v durante tres horas, para traer
lentamente el pH a un valor de entre 2,3y 2,7.
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Cuando se ha alcanzado este valor, la solucion es mantenida bajo agitacion y en estas condiciones durante 15 minutos,
comprobando que el valor pH permanece entre 2,3y 2,7, y por lo tanto el valor pH es traido a 10,5 + 0,5 durante 1 hora,
afiadiendo una solucién de hidréxido de sodio 15% w/v. La precipitacion de hidroxido de hierro nunca ocurre, ni siquiera
en forma de un complejo.

La solucion obtenida es purificada de las sales a través de un sistema de ultrafiltrado equipado como una membrana
con un corte de 3000 daltones.

La solucidn resultante purificada de las sales es traida a un pH de 11,5 + 0,5 y calentada a una temperatura de 75°C + 2
durante un periodo de 2 horas, entonces el complejo es aislado mediante liofilizacion.

Las caracteristicas fisico-quimicas del complejo, con los pesos moleculares determinados segun la metodologia descrita
en el ejemplo 1, son las siguientes:

-peso molecular medio (Mw) = 53655 Daltones.
-peso molecular numérico (Mn) = 35988 Daltones
-polidispersibilidad = 1,5
-contenido Fe®* = 41,4%

EJEMPLO 4

Preparacion del complejo hidroxido férrico-lactosa

50 gramos de lactosa son disueltos en 250 ml de agua purificada y a la solucién obtenida se afiaden 0,5 g de bromuro
de sodio trayendo el pH a un valor entre 7,0 y 9,0 con una solucién de hidréxido de sodio.

Durante dos horas, 98,5 g de hipoclorito de sodio cloro activo 12% son afiadidos, correspondientes con la cantidad es-
tequiométrica respecto de los grupos finales aldehidos, manteniendo el valor pH entre 7,0 y 9,0. Al final de la adicion, la
agitacion es continuada durante 30 minutos y el control de la activacion conseguida es realizado a través de HPLC de-
tectando la ratio lactosa y lactosa activada residual.

A la solucion de lactosa activada, traida a una temperatura de entre 16°C y 20°C, se afiaden 300 g de una solucion de
cloruro de hierro 40% wt (ratio hierro/ azdcar = 1:1,7 w/w) continuando la agitaciéon hasta una completa homogeneiza-
cién de la mezcla de reaccién. Por lo tanto, a la solucion obtenida se afiade una solucién de carbonato de sodio 15%
w/v durante tres horas, para traer lentamente el pH a un valor de entre 2,3y 2,7.

Cuando se ha alcanzado este valor, la solucion es mantenida bajo agitacion y en estas condiciones durante 15 minutos,
comprobando que el valor pH permanezca entre 2,3y 2,7, y por lo tanto el valor pH es traido a 10,5 + 0,5 durante 1
hora, afiadiendo una solucién de hidroxido de sodio 15% wi/v. La precipitacion del hidréxido de hierro nunca ocurre, ni
siquiera en forma de un complejo.

La solucién obtenida es purificada de las sales a través de un sistema de ultrafiltrado equipado con una membrana con
un corte de 3000 Daltones.

La solucidn resultante purificada de las sales es traida a un pH de 11,0 £ 0,5 y calentada a una temperatura de 75 + 2°C
durante un periodo de 2 horas y después del enfriamiento y correccion del valor pH a 7, la sustancia activa es aislada
mediante pulverizacion.

Las caracteristicas fisico-quimicas del complejo, los pesos moleculares determinados segun la metodologia descrita en
el ejemplo 1, son las siguientes:

-peso molecular medio (Mw) = 65571 Daltones
-peso molecular numérico (Mn) = 40669 Daltones
-polidispersibilidad = 1,6
-contenido Fe** = 49,6%

EJEMPLO 5

Preparacién del complejo hidréxido férrico-polimaltosa

70 gramos de maltodextrinas, caracterizadas por un valor de equivalentes dextrosa igual a 19, son disueltos en 200 ml
de agua purificada y se afiaden a la solucion obtenida 1,4 g de bromuro de sodio.
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El pH de la solucion es traida a un valor de entre 7,0 y 9,0 con una solucién de hidréxido de sodio y durante 2 horas,
48,66 g de hipoclorito de sodio cloro activo 12% w/v son afiadidos, manteniendo el pH dentro de los limites fijados. Al
final de la adicidn, la agitacion es continuada durante 30 minutos y la activacidon conseguida es controlada a través de la
técnica HPLC-GPC.

A la solucién de maltodextrina activada, traida a una temperatura de entre 16°C y 20 °C, se afiaden 300 g de una solu-
cién de cloruro de hierro 40% wi/v (ratio hierro/azdcar = 1:1,7 w/w) y la agitacién es continuada hasta una completa
homogeneizacién de la mezcla de reaccién.

Durante un periodo de 5 horas, una solucion acuosa de carbonato de sodio 15% wi/v, requerida para traer el pH a un
valor de entre 2,3 y 2,7, es afadida bajo agitacion, y cuando se ha alcanzado este valor la solucién es mantenida en
estas condiciones durante 15 minutos, comprobando que el valor pH permanezca entre 2,3y 2,7.

Con una solucion de hidroxido de sodio 15% wi/v el pH es traido a un valor de 9,0 + 0,5 durante 1 hora. La precipitacion
del hidréxido de hierro nunca ocurre, ni siquiera en forma de un complejo.

La solucion obtenida es purificada de las sales a través de un sistema de ultrafiltado equipado con una membrana con
un corte de 30000 daltones.

La solucion resultante es calentada a la temperatura de 92 + 2°C durante un tiempo de 3 horas y a un pH de 10,8 £ 0,2.

La solucién enfriada es traida a pH 6,0 £ 0,5 y entonces el producto es aislado en el estado seco a través de pulveriza-
cion.

Las caracteristicas fisico-quimicas del complejo son las siguientes:

-peso molecular medio (Mw) = 167319 daltones

-peso molecular numérico (Mn)= 69319 daltones

-polidispersibilidad = 2,4

-contenido Fe®* =34,8%
Los pesos moleculares han sido de terminados utilizando el método de cromatografia de permeacion en gel que utiliza
una columna TOSO HAAS modelo columna TSK-GEL G5000PWy, 30 cm x 7,8 cm ID y, como un estandar, dextranos
con los siguientes pesos moleculares medios Mw expresados en daltones: 48600, 80900, 147600, 273000, 409800,
667800.
EJEMPLO 6

Preparacién del complejo hidréxido férrico-dextrano

17,5 gramos de dextrano, con un peso molecular medio de entre 2000 y 7800, son disueltos en 65 ml de agua purificada
y a la solucion obtenida se afiaden 0,34 g de bromuro de sodio. La solucién es calentada a 50°C y el pH es traido a un
valor de entre 7,0 y 9,0 con una solucion de hidréxido de sodio.

4,14 g de hipoclorito sodio cloro activo 12% w/v (2 mMoles), correspondiendo con el doble de los moles dextrano con un
peso molecular medio de 5000 daltones son afiadidos durante dos horas, manteniendo el valor pH entre 7,0 y 9,0.

A la solucién dextrano activada traida a la temperatura de 40°C o 30°C, se afladen 75 g de una solucién de cloruro de
hierro 40% wiv (ratio hierro/azicar= 1:2 w/w), continuando la agitacién hasta una completa homogeneizacion de la mez-
cla de reaccion.

Una solucion acuosa de carbonato de sodio 15% w/v requerida para traer el pH a un valor de entre 2,3 y 2,7 es afiadida
durante dos horas, y cuando se ha alcanzado dicho valor, la mezcla de reaccion es mantenida bajo estas condiciones
durante 30 minutos, controlando que el pH permanezca constante.

Con una solucién acuosa de hidréxido de sodio 15% wiv, el valor pH es traido a 11,5 + 0,2 durante 1 hora y la solucién
obtenida es calentada a 95 + 2°C durante tres horas y treinta minutos, por lo tanto, después del enfriamiento, es purifi-
cada de las sales a través de un sistema de ultrafiltrado equipado con una membrana con un corte de 400 daltones, con
el fin de eliminar las sales contenidas.

Una vez desalada, la solucién es mantenida a un pH de 11,0 + 0,2, calentada a la temperatura de 95 + 2°C por un perio-
do de al menos 5 horas y por lo tanto enfriada a temperatura ambiente. El pH de la solucién es traida al valor de 6,0 +
0,2 y después de la adicion de fenol, almacenada en contenedores estériles.

La sustancia activa puede ser también aislada por pulverizacion.
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El rendimiento de reaccion es mayor de 85% respecto del hierro inicial.

Las caracteristicas fisico-quimicas del complejo, con los pesos moleculares determinados segin la metodologia descrita
en el ejemplo 5, son las siguientes:

-peso molecular medio (Mw) = 226392 Daltones
-peso molecular numérico (Mn) = 125590 Daltones
-polidispersibilidad = 1,8

-contenido Fe®* = 36,7%

EJEMPLO 7

Preparacion de complejo hidréxido férrico-dextrano

17,5 gramos de dextrano, con un peso molecular medio entre 2950 y 7800, son disueltos en 65 ml de agua purificada y
a la solucion obtenida se afiaden 0,34 g de bromuro de sodio. La solucién es calentada a 50° C y el pH es traido a un
valor entre 7,0 y 9,0 con una solucion de hidréxido de sodio.

4,14 g de hipoclorito de sodio cloro reactivo 12% wi/v correspondiendo con el doble de los moles dextrano con un peso
molecular medio de 5000 daltones son afiadidos durante dos horas, manteniendo el valor pH entre 7,0 y 9,0.

A la solucién dextrano activado, traida a la temperatura de 50°C, se afiaden 42,4 g de una solucién de cloruro de hierro
40% wiv (ratio hierro/aztcar = 1:3 w/w) continuando la agitacion hasta una completa homogeneizacion de la mezcla de
reaccion.

Una solucion acuosa de carbonato de sodio 15% wi/v, requerida para traer el pH a un valor de entre 2,3 y 2,7 es afiadida
durante un periodo de entre dos y cinco horas, y cuando se ha alcanzado dicho valor, la mezcla de reaccidon es mante-
nida bajo estas condiciones durante treinta minutos controlando que el pH permanezca constante.

Con una solucion acuosa de hidroxido de sodio 15% w/v, el valor pH es traido a 11,5 + 0,2 durante una hora y la solu-
cién obtenida es purificada de las sales a través de un sistema de ultrafiltrado equipado con una membrana con un corte
de 400 daltones: en este caso, solo las sales existentes son eliminadas, no el exceso no reaccionado de dextrano. Si la
eliminacion de todo el dextrano no complejado es deseada, entonces es necesario utilizar una membrana con un corte
de 50000 daltones.

Una vez desalada, la solucién es mantenida a un pH de 11,5 + 0,2, calentada a la temperatura de 95 + 2°C por un perio-
do de al menos 5 horas y por lo tanto enfriada a temperatura ambiente. El pH de la solucién es traido al valor de 6,0 +
0,2 y por lo tanto la sustancia activa es aislada mediante pulverizacion. El rendimiento de reaccion es mayor de 85%
respecto del hierro inicial.

Si se desea mantener la sustancia activa en una solucion, se afiade fenol y el almacenamiento es realizado a 20°C en
contenedores estériles.

Las caracteristicas fisico- quimicas del complejo, con los pesos moleculares determinados segun la metodologia descri-
ta en el ejemplo 5, son las siguientes:

-peso molecular medio (Mw) = 205127 Daltones
-peso molecular numérico (Mn) = 151276 Daltones
-polidispersibilidad = 1,4

EJEMPLO 8

Preparacién del gluconato férrico estabilizado con sucrosa

A la solucién de gluconato férrico estabilizada y purificada de las sales, obtenida segun los procedimientos descritos en
los ejemplos 1y 2, se afiaden 806 g de sucrosa bajo agitacion, una cantidad con la que el ratio hierro / sucrosa = 1: 15,6
es alcanzado.

La solucion obtenida de este modo es liofilizada, dando el gluconato férrico estabilizado con sucrosa.
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EJEMPLO 9

Preparacién del complejo hidréxido férrico/maltosa estabilizado con sucrosa

A la solucién que contiene el complejo hidréxido férrico / maltosa activada, después de la purificacion y estabilizacion
realizadas segun el procedimiento descrito en el ejemplo 3, se afiaden 458 g de sucrosa bajo agitacion, una cantidad
con la que el ratio hierro /

sucrosa igual a 1:15 es alcanzada. La solucién obtenida de este modo es liofilizada dando el complejo estabilizado de
hidréxido férrico-maltosa en una forma solida.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para la preparacién de un azlcar activado que comprende el paso de reactivar un azdcar que tiene un
grupo final aldehido con bromo en una solucién a un pH de entre 7y 9, en el que

i) dicho azucar es seleccionado del grupo consistente en glucosa, sacarosa, maltosa, lactosa, maltodextrinas, dextrinas
y dextranos en el que

i) dicho bromo es producido in situ a través de la adicién de un hipoclorito y un bromuro metalico alcalino o alcalinoté-
rreo a dicha solucion, dicho hipoclorito siendo afiadido en cantidades estequiométricas respecto de los grupos finales
aldehidos, por el que dicho hipoclorito es afiadido instante a instante, de forma que un exceso de hipoclorito en solucion
nunca esta presente.

2. El proceso segun la reivindicacion 1, en el que el hipoclorito es un hipoclorito alcalino o alcalinotérreo.

3. El proceso segun las reivindicaciones 1 6 2, en el que el hipoclorito es un hipoclorito de sodio y el bromuro es un
bromuro de sodio.

4. El proceso segun una o mas de las reivindicaciones 1 — 3, en el que la cantidad de bromuro esté entre 0,5 y 5% por
peso, basado en el peso total del azlicar a ser activado.

5. El proceso segun una o mas de las reivindicaciones 1-4, en el que el hipoclorito afiadido esta en una solucién acuosa
gue contiene alrededor del 12% por peso de cloro activo.

6. Proceso segun una o mas de las reivindicaciones 1-5, en el que la solucién es una solucidn acuosa que incluye el
azulcar a ser activado en una cantidad de entre 10 y 50% por peso, basado en el peso de la solucion.

7. El proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que, en un paso siguiente, sal Fe (lll) es afiadida para
reaccionar con dicho azucar activado para formar un complejo de Fe (lll)- azlcar activado.

8. Proceso segun la reivindicacion 7, en el que dicha sal es tricloruro de hierro hexahidratado.

9. El proceso segun las reivindicaciones 7 u 8, en el que la sal de hierro (lll) es afiadida a la solucién que contiene el
azUcar activado en un ratio de peso de hierro a azucar de entre 1:0,5 y 1:5; preferiblemente de 1:0,5 a 1:4.

10. El proceso segun una o mas de las reivindicaciones 7-9, en el que después de la adicion de la sal de hierro a la so-
lucién que contiene el azlcar activado, el pH de la solucion es controlado a un valor de entre 2 y 3; preferiblemente de
2,3a2/7.

11. El proceso segun la reivindicacion 10, en el que el pH de la solucion es controlado afiadiendo una solucién hidrége-
nocarbonato de sodio en un tiempo de entre 1 y 6 horas; preferiblemente la solucién contiene hidrégenocarbonato de
sodio 15% wiv.

12. El proceso segun la reivindicacion 11, en el que el pH de la solucidn es subsiguientemente traido a un valor de entre
8y 12, preferiblemente a través de la adicion de una solucién de hidroxido de sodio, para dar una solucién que contiene
el complejo Fe (lll) — azlcar activado.

13. El proceso segun la reivindicacion 12, en el que el complejo Fe (lll) — azlcar activado es sometido a purificacion.
14. El proceso segun la reivindicacion 13, en el que la purificacion es realizada por ultrafiltrado.

15. El proceso segun la reivindicacién 14, en el que el ultrafiltrado es realizado con una membrana que tiene un corte de
entre 3000 y 5000 daltones para los azlicares mono y disacaridos, tal como glucosa, maltosa y lactosa y un corte de
entre 400 y 50000 daltones para los azUcares polisacaridos, tales como dextrinas y dextrano.

16. El proceso segun la reivindicacion 15, en el que dicho complejo es estabilizado por calentamiento de la solucién que
contiene el mismo a una temperatura de entre 60°C y 100°C, preferiblemente entre 75°C y 95°C por un periodo de entre
1y 4 horas a un pH de entre 9,0y 12,0.

17. El proceso segun la reivindicacién 16, en el que el azlcar es maltosa y la ratio hierro /aztcar es 1:1,7 w/w y en el
que la purificacion es realizada por ultrafiltrado con una membrana que tiene un corte de 3000 daltones y en el que en-
tonces la solucion es traida a un pH de 11,5 + 0,5 y calentada a una temperatura de 75° + 2°C por un periodo de 2 horas
y en el que el complejo Fe(lll)-azlcar activado es aislado por liofilizacion.

18. El proceso segun una o mas de las reivindicaciones 16 — 17 en el que el complejo estabilizado es estabilizado mas a
través de la mezcla con otro azlicar o azlcares.

19. El proceso segun la reivindicacion 18 en el que otro azlcar es diferente del azlicar presente en el complejo.

15



10

ES 2370942 T3

20. Proceso segun una o mas de las reivindicaciones 7-19, en el que dicho complejo es seleccionado de: gluconato de
hierro, maltosa de hierro, polimaltosa de hierro, dextrina de hierro, maltodextrina de hierro, dextrano de hierro, sacarato
de hierro estabilizado con sucrosa, lactato de hierro o maltosa de hierro estabilizado con sucrosa.

21. Complejo Fe (lll) y aztcar activado obtenible segiin un proceso de preparacion segin una o mas de las reivindica-
ciones 7 — 20.

22. Uso de un complejo Fe (lll) segun la reivindicacién 21 para la preparacion de una medicina para el tratamiento de
condiciones de deficiencia de hierro.

23. Uso segun la reivindicacion 22, en el que el tratamiento es dirigido a patologias tales como: deficiencia de hierro
funcional en pacientes que sufren de fallo renal crénico, mala absorcion del hierro debido a enfermedades intestinales,
pérdida de sangre crénica también junto con eritropoyetina y anemia constitucional.

24. Una medicina que comprende un complejo Fe (lll) y azlcar activado tal y como en la reivindicacion 21.
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