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DESCRIPCION
Método para la fabricacién de derivados de hidroxietilalmidon

La invencion se refiere a un método para fabricar un hidroxietilalmidon de acuerdo con el preambulo de la
reivindicacion 1.

Los pacientes que padecen enfermedad renal en fase terminal en hemodialisis créonica a menudo muestran anemia
por deficiencia de hierro. Esto se basa en el hecho de que la aplicacién de eritropoyetina humana recombinante en
la hemodialisis da como resultado un aumento en el requisito de hierro que no puede satisfacerse con la absorcién
intestinal de hierro. Por lo tanto, la complementacion con hierro es necesaria para apoyar una eritropoyesis iniciada
por la terapia con eritropoyetina para contrarrestar la anemia renal.

Existen varias formulaciones para administrar hierro a los pacientes. Estas formulaciones suelen ser complejos de
iones de hierro con carbohidratos poliméricos como el dextrano, o compuestos organicos como la sacarosa o el
gluconato para formar complejos polinucleares con iones metalicos.

En particular, el hierro en complejo con dextrano se ha usado en el pasado para tratar la anemia por deficiencia de
hierro. Sin embargo, dichos dextranos tienen comparativamente muchos efectos secundarios y pueden mostrar un
efecto anafilactico, ya que los anticuerpos antiestreptococos pueden reaccionar en los dextranos.

Ternes et al.: "lron availability and complex stability of iron hydroxyethyl starch and iron dextran - a comparative in
vitro study with liver cells and macrophages"”, Nephrology Dialysis Transplantation 22 (2007), 2824-2830 describen el
uso de hidroxietilalmidén como vehiculo para iones de hierro. Sin embargo, hasta la fecha no se ha publicado ningin
método de fabricacion adecuado por el cual se puedan producir altas cantidades de hidroxietilalmidéon de manera
fiable.

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar un método para producir un hidroxietilalmidon que sea
adecuado como vehiculo para iones metalicos.

Este objetivo se logra mediante un método que tiene las caracteristicas de la reivindicacion 1. Este método
comprende las siguientes etapas:

a) Primero, el hidroxietilalmidon se disuelve en agua.
b) Después, el valor del pH se ajusta a un valor de 8,0 a 10,0

c) Posteriormente, se aflade un compuesto de cianuro a la soluciéon de hidroxietilalmidén. Después, la solucion
se calienta a una temperatura de 80 a 99 °C y se mantiene a esta temperatura durante un primer periodo de
tiempo.

d) Finalmente, el valor del pH se ajusta a un valor de 2,0 a 4,0 y la solucién se lleva a una temperatura de 50 a
90 °C y se mantiene a esta temperatura durante un segundo periodo de tiempo.

Un almidén fabricado por este método esta caracterizado por que transporta un residuo de acido hepténico en al
menos uno de sus extremos. Por lo tanto, dicho almidén podria transportar una cantidad de residuos de acido
hepténico por molécula, dependiendo de la cantidad de residuos de glucosilo terminales que estén presentes en la
molécula de almidén. Este residuo de acido hepténico aumenta la hidrofilicidad del hidroxietilalmidon y aumenta la
estabilidad de los complejos formados por este hidroxietilalmidén con ligandos, como, por ejemplo, iones metalicos,
tales como iones de hierro.

Hablando de manera mas general, el hidroxietilalmidén (HES) es un almidén en el que algunos de los grupos
hidroxilo de los residuos de glucosilo individuales estan sustituidos por un residuo de hidroxietilo. Un extracto a modo
de ejemplo de una estructura de hidroxietilalmidén se representa en la siguiente formula:
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La cantidad de residuos de hidroxietilo (en el presente caso dos residuos de hidroxietilo por cada cuatro residuos de
glucosilo del almidon) debe entenderse solo a modo de ejemplo. En la férmula representada anteriormente, solo se
muestran los enlaces 1,4-alfa glucosidicos entre los residuos de glucosilo individuales. Sin embargo, como se
conoce bien por un experto en la técnica, el almidon comprende también enlaces 1,6-alfa glucosidicos que conducen
a la ramificacion del almidén y al aumento del niumero de residuos de glucosilo terminales en la molécula de
almidon.

Si un extremo del hidroxietilalmidén se modifica por un residuo de acido hepténico, el almidéon modificado
correspondiente (que transporta un residuo de acido heptdnico) puede representarse de la siguiente manera:

La modificacion por el residuo de acido heptonico tiene lugar mediante la conversion del residuo de glucosilo
terminal del hidroxietilalmidén en un residuo de acido hepténico. El esquema de reaccién especifico se explicara
mas adelante con mas detalle.

Preferiblemente, el hidroxietilalmidén usado en el método tiene un peso molecular promedio en peso (Pv) de menos
de 200 000 g/mol, en particular de menos de 130 000 g/mol, en particular de menos de 100 000 g/mol, en particular
de menos de 90 000 g/mol, en particular de menos de 80 000 g/mol, y muy particular de menos de 75 000 g/mol. Un
peso molecular muy adecuado esta en el intervalo de 55 000 g/mol a 85 000 g/mol. Un hidroxietilalmidén de este tipo
tiene un peso molecular comparativamente mas bajo que los hidroxietilalmidones (no modificados) utilizados en el
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campo médico en la actualidad. Un método adecuado para determinar el peso molecular del hidroxietilalmidén es la
cromatografia de exclusion por tamario (SEC).

En una realizacion preferida, el hidroxietilalmidén tiene un grado promedio de sustitucion molar de 0,4 a 0,6, en
particular de 0,45 a 0,55. Un grado promedio de sustitucion molar de aproximadamente 0,50 es particularmente
preferido. El grado promedio de sustitucion molar es una medida de la cantidad de grupos hidroxilo que estan
sustituidos con un residuo de hidroxietilo por residuo de glucosilo. Dado que cada unidad de glucosa (o residuo de
glucosilo) contiene tres grupos hidroxilo, el grado promedio de sustitucién molar puede ser tres como maximo. Un
grado promedio de sustitucion molar de 0,5 indica que (en una base promedio o estadistica) en cada segundo
residuo de glucosilo, un grupo hidroxilo esta sustituido con un residuo de hidroxietilo.

En una realizacion preferida, el hidroxietilalmidén tiene un peso molecular promedio en peso de 55 000 a 85 000
g/mol, preferiblemente aproximadamente 70 000 g/mol, y un grado promedio de sustituciéon molar de 0,45 a 0,55, en
particular aproximadamente 0,50. Tal hidroxietilalmidén con un peso molecular de 70 000 g/mol + 15 000 g/mol y un
grado promedio de sustitucion molar de 0,5 + 0,05 también puede denominarse HES 70/0,5.

Generalmente, el hidroxietilalmidon puede tener diferentes origenes organicos. Por ejemplo, el hidroxietilalmidéon se
puede producir a partir de almidén de maiz ceroso. Sin embargo, en una realizacién preferida, el almidon de patata
se usa como material de partida para la produccion de hidroxietilalmidén que después se modifica adicionalmente
para contener al menos un residuo de acido hepténico. El almidén de maiz ceroso y el almidén de patata difieren en
su constitucion molar con respecto a la cantidad de enlaces 1,4-alfa glucosidicos y enlaces 1,6-alfa glucosidicos.

Las reacciones que tienen lugar durante las etapas de reaccion mencionadas anteriormente a) a d) se explicaran
ahora con mas detalle. Primero, debe apreciarse que los residuos de glucosa del hidroxietilalmidon estan presentes
en dos formas tautoméricas, concretamente, en una forma de hemiacetal ciclico (que se muestra en el siguiente
esquema de reaccion a la izquierda) y en una forma de aldehido abierto (que se muestra en el siguiente esquema de
reaccion a la derecha):

HO OH H

OH

El grupo aldehido de tal residuo de glucosilo puede reaccionar con un grupo cianuro de un compuesto de cianuro
para formar un nuevo enlace unico C-C. Al reducir el valor del pH, se produce una saponificacién del grupo nitrilo. El
resultado de esta reaccion es la introduccion de un grupo carboxilo en la molécula existente. El esquema de
reaccion correspondiente se representa a continuacion:

R o R OH
\ \ / saponificacion \C/

% /N /N

H C= H COOH

En una realizacion preferida, el hidroxietilalmidon se disuelve en agua que tiene un alto nivel de pureza, como, por
ejemplo, agua altamente pura, agua ultra pura o agua para inyeccion, en la etapa a). En una realizacion adicional, el
almidon se disuelve para alcanzar una concentracion de 12,0 a 20,0 °Bx. La unidad de medida °Bx (grado Brix) es
una unidad representativa del contenido de azucar de una solucién acuosa. Esta unidad es bien conocida por los
expertos en la técnica. 1 °Bx corresponde a 1 g de sacarosa en 100 g de solucion. Por lo tanto, 1 °Bx corresponde a
1 por ciento en peso (p/p) de sacarosa. Ademas, en el caso del almidén como hidroxietilalmidén, se puede realizar
una conversion 1:1 de °Bx a porcentaje en peso. Por lo tanto, una solucion de hidroxietilalmidon que tiene una
concentracion del 1 % (p/p) tiene una concentracién de almidén de 1 °Bx. En consecuencia, de 12,0 a 20,0 °Bx
corresponden a del 12,0 al 20,0 % (p/p) de hidroxietilalmidon.

Preferiblemente, la concentracion esta en el intervalo de 13,0 a 19,0 °Bx y muy preferiblemente es un intervalo de
concentracion de 14,0 a 18,0 °Bx.

En una realizacion, el valor del pH se ajusta en la etapa b) a un valor de 8,5 a 9,5. La lejia de sodio (una solucion
acuosa de hidréxido de sodio) es muy adecuada para este ajuste de pH.

En una realizacion preferida, el cianuro de sodio se usa como un compuesto de cianuro en la etapa c). En una
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realizacion preferida adicional, la soluciéon se calienta a una temperatura de 83 a 95 °C y particularmente a una
temperatura de 86 a 92 °C. Cuando se mantiene la solucion a esta temperatura, durante el primer periodo de tiempo,
preferiblemente se airea. Esta etapa de reaccién también se conoce como tratamiento térmico alcalino. El primer
periodo de tiempo es preferiblemente de 3 a 8 horas, en particular de 4 a 7 horas y en particular de
aproximadamente 5 horas.

En la etapa d), el valor del pH se ajusta preferiblemente a un valor de 2,5 a 3,5. El acido clorhidrico es un acido muy
adecuado para este ajuste del pH. En una realizacion preferida, la solucion se lleva a la etapa d) a una temperatura
de 60 a 80 °C. La solucién se airea preferiblemente mientras se mantiene a esta temperatura durante el segundo
periodo de tiempo. Esta etapa de reaccién también se conoce como tratamiento térmico acido. El segundo periodo
de tiempo es preferiblemente de 10 a 16 horas, en particular de 12 a 14 horas.

Como ya se ha indicado anteriormente, el hidroxietilalmidon modificado con acido hepténico se usa bien como un
vehiculo para iones metalicos que pueden complejarse por el hidroxietilalmidon modificado de una manera muy
adecuada. Esto es particularmente cierto si los iones metalicos son iones de hierro. Por lo tanto, en una realizacién
preferida, el hidroxietilalmidén esta complejado con iones de hierro. Tal complejo de iones de hierro dentro del
hidroxietilalmidén modificado es un vehiculo adecuado para proporcionar hierro a un cuerpo humano o animal. A
este respecto, el hidroxietilalmidén modificado producido de acuerdo con un aspecto de la invencién es una
molécula portadora muy adecuada para iones metalicos como iones de hierro.

Para fabricar tal complejo, la etapa d) del método va seguida, en una realizacion preferida, de etapas del método
adicionales que se explican a continuacion:

€) La solucion se enfria a una temperatura de 10 a 40 °C.
f) Se afiade un compuesto de hierro a la solucion.

g) El valor del pH de la soluciéon se ajusta a un valor de 2,0 a 4,0 después de que haya transcurrido un tercer
periodo de tiempo después de la adicién del compuesto de hierro.

h) Finalmente, el complejo de hidroxietilalmidon y el compuesto de hierro se estabiliza mediante al menos un
tratamiento térmico. Este tratamiento térmico se realiza calentando la solucién a una temperatura de 80 a 99 °C,
enfriandola a una temperatura de 10 a 40 °C y después ajustando el valor del pH a un valor de 3,0 a 7,0.

En una realizacion preferida, la solucion se enfria en la etapa e) y/o h) a una temperatura de 15 a 35 °C, en
particular de 20 a 30 °C.

En una realizacion adicional, el compuesto de hierro afiadido en la etapa f) es una sal de hierro. Al hacerlo, los iones
de hierro son particularmente accesibles para formar un complejo con el hidroxietilalmidén.

En una realizacion, los iones metalicos estan presentes en el complejo en una cantidad del 1 % (p/p) al 20 % (p/p),
en particular del 2 % (p/p) al 15 % (p/p), en particular del 3 % (p/p) al 10 % (p/p), en particular del 4 % (p/p) al 6 %
(p/p), en particular aproximadamente el 5% (p/p), en cada caso con respecto al peso total del complejo de
hidroxietilalmidén e iones metalicos.

En una realizacion preferida, los iones de hierro son iones de hierro férrico, es decir, iones de hierro (lll). Tienen un
numero de oxidacién de +3 y también pueden escribirse como iones Fe®*. Los iones férricos pueden proporcionarse,
por ejemplo, por sales férricas, 6xido férrico o hidréxido férrico. Otros compuestos férricos conocidos per se por un
experto en la técnica son, por supuesto, también adecuados para proporcionar iones férricos. Por lo tanto, en una
realizacion, la sal de hierro es una sal de hierro (lll).

En una realizacion preferida adicional, el complejo de hidroxietilalmidén e iones de hierro tiene un radio de giro en el
intervalo de aproximadamente 30 a 70 nm, en particular de aproximadamente 40 a 60 nm, en particular de
aproximadamente 45 a 55 nm, y muy particular de aproximadamente 50 nm. Por lo tanto, el complejo tiene un
tamafio que es comparable al de los virus. El tamafio (o el radio de giro) del complejo se puede determinar, por
ejemplo, mediante el fraccionamiento de flujo de campo (FFF), en particular si se realiza como FFF de flujo
asimétrico. Este método es conocido por el experto en la técnica y no se describira aqui en detalle.

Una solucién final del complejo de hidroxietilalmidon e iones de hierro tiene preferiblemente un color marrén oscuro y
exhibe una viscosidad menor o igual a 25 mm?/s, una densidad de 1,050 a 1,150 g/ml, un valor del pH de 5,0 a 7,5,
un contenido de cianuro de menos de 0,5 ppm, un contenido de hierro libre de menos de 0,1 g/100 ml, un contenido
de cloruro de menos de 0,5 g/100 ml, un contenido de hierro total de 4,750 a 5,250 g/100 ml, un contenido de HES
de 5 a 15 g/100 ml y/o un contenido de materia seca de 10 a 25 g/100 ml.

En una realizacion preferida, no se cumplen todos, sino solo algunos de los criterios mencionados anteriormente, en
los que es posible cualquier combinacién de estos parametros.
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En una realizacion preferida adicional, el valor del pH de la solucién se ajusta en la etapa g) a un valor de 2,5 a 3,5.
Este ajuste del pH puede realizarse, por ejemplo, mediante un carbonato como, por ejemplo, carbonato de sodio, en
particular en forma de una solucién de carbonato. El tercer periodo de tiempo es preferiblemente de 12 a 48 horas,
en particular de 24 a 36 horas.

En una realizacion, la etapa h) se realiza de tal manera que el valor del pH obtenido después de una etapa de
calentamiento adicional que sigue a una etapa de calentamiento anterior es mayor que el valor del pH en la etapa de
calentamiento anterior.

En una realizacion adicional, la etapa de tratamiento térmico h) del método se lleva a cabo realizando las siguientes
subetapas:

h1) La solucién se calienta a una temperatura de 80 a 99 °C, se mantiene a esta temperatura durante un cuarto
periodo de tiempo, se enfria a una temperatura de 10 a 40 °C y después el valor del pH de la solucion se ajusta a
un valor de 3,0 a 5,0.

h2) La solucién se calienta entonces de nuevo a una temperatura de 80 a 99 °C, se mantiene a esta temperatura
durante un quinto periodo de tiempo, se enfria a una temperatura de 10 a 40 °C y después se ajusta el valor del
pH de la solucién a un valor de 4,0 a 6,0.

h3) Finalmente, la solucién se calienta una vez mas de nuevo a una temperatura de 80 a 99 °C, se mantiene a
esta temperatura durante un sexto periodo de tiempo, se enfria a una temperatura de 10 a 40 °C y después el
valor del pH de la solucion se ajusta a un valor de 5,0 a 7,0.

En la realizacién de estas tres subetapas posteriores h1) a h3), el valor del pH de la solucion se aumenta
preferiblemente desde la etapa h1) a la etapa h2) a la etapa h3). Preferiblemente, la solucion se ajusta a un valor del
pH de 3,5 a 4,5 en la etapa h1). En una realizacion, el valor del pH de la solucién se ajusta a un valor de 4,5 a 5,5 en
la etapa h2). En una realizacion adicional, el valor del pH de la solucion se ajusta a un valor de 5,5 a 6,5 en la etapa
h3).

En una realizacién preferida, la temperatura a la que se calienta la solucién esta en el intervalo de 85 a 95 °C en
cualquiera de las etapas h1), h2) y h3), en la que las temperaturas en todas las etapas de reaccion son
independientes entre si.

En otra realizacién preferida, la solucién se enfria a una temperatura de 15 a 35 °C, en particular de 20 a 30 °C en
cualquiera de las etapas h1), h2) y h3), en la que la temperatura en todas las etapas de reaccion son independientes
entre si.

El cuarto, quinto y sexto periodo de tiempo son cada uno preferiblemente de 15 minutos a 3 horas, en particular de
30 minutos a 2 horas, en particular de 45 minutos a 1,25 horas y muy en particular de aproximadamente 1 hora, en
los que la duracién de cada periodo de tiempo es independiente de la duracién de los demas periodos de tiempo.

La etapa h), en particular cuando se realiza de acuerdo con cualquiera de las realizaciones preferidas, es decisiva
para la formacion de la estructura del complejo generado de hidroxietilalmidén y el hierro u otro compuesto metalico.

En una realizacion preferida, el compuesto de hierro a usar para formar un complejo del hidroxietilalmidon y el hierro
es una sal de hierro (lll). El cloruro de hierro (lll) (también conocido como cloruro férrico, FeCls) es una sal férrica
muy adecuada para este propdsito.

Para ajustar la concentracion de la solucion formada, la solucidon se puede concentrar hasta que se alcance la
concentracion de hidroxietilalmidon o la concentracion de hierro especificada. Si la concentracion ya es superior a la
deseada, la solucion formada se puede diluir. Los medios adecuados para la dilucién son agua como, por ejemplo,
agua para inyeccion.

Para ajustar el valor del pH al valor deseado, se puede usar cualquier base o acido. El hidréxido de sodio y el acido
clorhidrico son medios muy adecuados para ajustar el valor del pH.

En una realizacion, también se controlan la viscosidad y/o la densidad de la solucién.

Finalmente, la soluciéon puede filtrarse para reducir la cantidad de gérmenes que estan presentes en la solucion.
Finalmente, se carga en un envase adecuado.

Los detalles adicionales de la invencion se explicaran mediante los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1: Fabricacién de acido hepténico HES
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Para fabricar hidroxietilalmidon modificado con acido hepténico, se disolvio HES 70/0,5 en agua para inyeccién para
alcanzar una concentracion de 14,0 a 18,0 °Bx. Después, el valor del pH se ajusté a un valor de 8,5 a 9,5 con lgjia
de sodio. Para la formacion del extremo de acido heptonico del hidroxietilalmidén, se afiadié cianuro de sodio y la
solucion se calentd de 80 hasta 95 °C. A esta temperatura de reaccion, la solucién se aire6 durante 5 h (tratamiento
térmico alcalino). Posteriormente, el valor del pH se ajusté a un valor de 2,5 a 3,5 utilizando acido clorhidrico.
Después, la solucion se aireo a una temperatura de 60 a 80 °C durante 12 a 14 h (tratamiento térmico acido).
Finalmente, la solucion se enfri6 a una temperatura de 20 a 30 °C y se ajusté a una concentracion de
hidroxietilalmidon modificado de 16,0 a 20,0 °Bx.

Ejemplo 2: Complejacién y estabilizacion del complejo

Para formar un complejo de hierro HES, se afiadio cloruro de hierro (Ill) al hidroxietilalmidon modificado del ejemplo
1 (también se podria haber usado cualquier otro hidroxietilalmidon modificado con acido heptonico). Al hacerlo, se
utilizé una solucion de cloruro de hierro (Ill) que tiene una concentracién de aproximadamente el 40 % (p/v) de
cloruro de hierro (Ill) (contenido de hierro de 190 a 210 mg/ml). La relacion de hierro con respecto a
hidroxietilalmidon modificado fue de aproximadamente 1:2,7 (kg/kg). En 24 a 36 h, se afiadié una solucion de
carbonato de sodio al 20 % a esta solucién de cloruro de hierro (Ill) e hidroxietilalmidon modificado, hasta que se
alcanz6é nuevamente un valor del pH de 2,5 a 3,5. Después, el complejo se estabilizd mediante un programa de
temperatura-tiempo de tres etapas y un ajuste del pH.

Para realizar el primer tratamiento térmico, la solucion se calentd hasta una temperatura de 80 a 95 °C y se agitd
durante 1 h. Después de enfriar la solucién a una temperatura de 20 a 30 °C, el valor del pH se ajust6 a un valor de
3,5a4,5.

Para el segundo tratamiento térmico, la solucién se calent6é de nuevo hasta una temperatura de 80 a 95 °C, se agitd
durante 1 h y se enfrié una vez mas de nuevo a una temperatura de 20 a 30 °C. Después, el valor del pH se ajusto a
un valor de 4,6 a 5,5.

Para el tercer tratamiento térmico, la solucién se calenté una vez mas de nuevo hasta una temperatura de 80 a
95 °C, se agité durante 1 h, se enfrid a una temperatura de 20 a 30 °C. Después, el valor del pH se ajusté a un valor
de 5,6 a 6,5.

En estos tres tratamientos térmicos posteriores, tuvo lugar una estabilizacion del complejo debido a la cual los iones
de hierro estaban muy bien estabilizados en el hidroxietilalmidéon modificado, pero podrian liberarse posteriormente
dentro de un organismo después de una captacion correspondiente.

El complejo de hierro HES formado en este ejemplo tenia un contenido de hierro del 5,04 % (p/v), es decir, la
concentracion de hierro era de 5,04 g de hierro por 100 ml de solucion.

Ejemplo 3: Acabado

Para el acabado, la solucién obtenida realizando el ejemplo 2 se filtré previamente a través de una capa de prefiltro.
Después de esta prefiltracion, tuvo lugar una ultrafiltracion. Durante esta ultrafiltracion, se eliminaron pequefas
moléculas como sales disueltas y fragmentos con un bajo peso molecular. Esta ultrafiltracion se realiz6 como
diafiltracion, utilizando agua para inyeccion como disolvente. Se detuvo una vez que el filtrado alcanzé una
conductividad de menos de 3 mS/cm. Después, la solucidon se concentré hasta alcanzar el contenido de hierro
deseado.

Finalmente, el contenido de hierro se ajusté una vez mas de nuevo a la concentracion de hierro deseada usando
agua para inyeccion como medio de dilucion. Ademas, el valor del pH de la soluciéon se ajusté al valor objetivo
mediante hidréxido de sodio o acido clorhidrico. Para caracterizar la solucion formada, se controlaron la viscosidad,
la densidad y el contenido de hidroxietilalmidon.

Después de estos ajustes, la solucion se filtr6 a través de una cascada de filtro de una capa de prefiltro y un
cartucho de filtro secundario. Después, la solucién se retiré en tanques etiquetados para su uso posterior.

La solucion final tenia un color marrén oscuro, una viscosidad de 7,2 mm?/s, una densidad de 1,090 g/ml, un valor
del pH de 5,1, una concentracion de cianuro de 0,080 ppm, un contenido de hierro libre de 0,056 g/100 ml, un
contenido de cloruro de 0,280 g/ml, un contenido de hierro de 5,04 g/100 ml, un contenido de HES de 8,93 g/100 ml
y un contenido de materia seca de 12,26 g/100 ml.

Ejemplo 4: Contenido de hierro libre

El hierro libre tiene el potencial de generar especies reactivas de oxigeno. Por lo tanto, el contenido de hierro libre de
un complejo de hierro a administrarse a un individuo debe ser lo mas bajo posible. Por lo tanto, el contenido de
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hierro libre es una medida de la calidad del complejo de hierro en términos de su idoneidad para utilizarse como
principio activo para un producto médico o medicamento.

Se determind el contenido de hierro libre del complejo de hierro HES producido en los ejemplos 1 a 3 y se comparo
con el contenido de hierro libre de otros complejos de hierro presentes en el mercado. Estos otros complejos de
hierro son un hierro dextrano (comercializado con el nombre CosmoFer) que tiene una concentracion de hierro de 50
g/l, un hierro sacarosa (comercializada con el nombre Venofer) que tiene una concentracion de hierro de 20 g/l y un
gluconato de hierro (comercializado con el nombre Ferrlecit) que tiene una concentracion de hierro de 12,5 g/l.

Para determinar el contenido de hierro libre, se realizé un analisis espectrométrico utilizando un espectrofotémetro
UV/VIS. La extincion de las soluciones de calibracion y las soluciones de muestra respectivas se midid a una
longitud de onda de 533 nm utilizando una celda de medicion de 10 mm.

Las soluciones de calibracion fueron, en cada caso, soluciones de 5,0 ml de solucion de clorhidrato de hidroxilamina
(20 % (p/v), 10,0 ml de solucion de batofenantrolina (33,2 % (p/v)), 5,0 ml de solucién de acetato de sodio (10 %
(p/v)) y 10 ml de solucion de hierro (x ml 0,001 % (p(v)) nitrato de hierro (Ill) en 0,005 mol de &cido nitrico mas (10,0 -
x) ml de agua, en las que x fue 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0 y 7,0). Antes de su uso, las soluciones se extrajeron tres veces
con 10 ml de cloroformo cada vez. Los extractos de cloroformo (capas inferiores) se llenaron con hasta 100 ml de
isopropanol.

Las soluciones de muestra fueron, en cada caso, soluciones de 5,0 ml de solucién de clorhidrato de hidroxilamina
(20 % (p/v), 10,0 ml de batofenantrolina (33,2 % (p/v)), 5,0 ml de solucién de acetato de sodio (10 % (p/v)), 2 ml de
muestra y 498 ml de agua. Antes de su uso, las soluciones se extrajeron tres veces con 10 ml de cloroformo cada
vez. Los extractos de cloroformo (capas inferiores) se llenaron con hasta 100 ml de isopropanol.

La extincion de las soluciones de calibracion y la solucion de prueba se determinaron utilizando isopropanol como
blanco.

Las extinciones medidas de las soluciones de calibracion se usaron para calcular una linea de regresién y la
ecuacion de regresion correspondiente. La concentracion de hierro en las soluciones de muestra se determind
mediante la ecuacién de regresion.

Los resultados se representan en la Figura 1. El contenido de hierro libre fue del 1,19 % (p/v) en el caso del hierro
dextrano, 2,12 % (p/v) en el caso del hierro sacarosa, 1,41 % (p/v) en el caso del gluconato de hierro y solo el
0,24 % (p/v) en el caso del hierro HES.

Por lo tanto, el hierro HES producido por un método de acuerdo con la invencién muestra una estabilidad del
complejo significativamente mejor y un contenido de hierro libre mas bajo que otros compuestos de hierro que estan
actualmente en el mercado. Por lo tanto, el hidroxietilalmidon modificado como se ha descrito en el presente
anteriormente es un producto basico valioso para un complejo de hierro HES correspondiente. Este complejo de
hierro HES, a su vez, es un compuesto de interés particular para aplicaciones médicas en seres humanos o
animales.

El método de fabricacion reivindicado no puede compararse con los métodos de fabricacion divulgados en la técnica
anterior en relacion con diferentes materiales de partida. Para dar un ejemplo, los métodos de fabricacion con
dextranos o dextrinas como material de partida aprovechan etapas del método completamente diferentes, ya que la
quimica de los dextranos y dextrinas, por un lado, y el hidroxietilalmidén, por otro lado, es bastante diferente, aunque
las estructuras quimicas de las sustancias parecen ser similares. Los detalles técnicos obtenidos de los métodos de
fabricacion que utilizan diferentes materiales de partida no se pueden transferir al presente método reivindicado.
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REIVINDICACIONES

1. Método para fabricar un hidroxietilalmidén que lleva un residuo de acido hepténico en al menos uno de sus
extremos, caracterizado por las siguientes etapas:

a) disolver hidroxietilalmidon en agua,

b) ajustar el valor del pH a un valor de 8,0 a 10,0,

c) afladir un compuesto de cianuro a la solucién de hidroxietilalmidén, calentar la solucion a una temperatura de
80 a 99 °C y mantenerla a esta temperatura durante un primer periodo de tiempo, y

d) ajustar el valor del pH a un valor de 2,0 a 4,0, llevar la solucion a una temperatura de 50 a 90 °C y mantenerla
a esta temperatura durante un segundo periodo de tiempo.

2. Método de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado por que el hidroxietilalmidén tiene un peso molecular
promedio en peso inferior a 200 000 g/mol segun se determina mediante cromatografia de exclusion por tamafio
(SEC).

3. Método de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado por que el almidon tiene un grado promedio de
sustitucion molar de 0,4 a 0,6.

4. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que esta hecho de
almiddn de patata.

5. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la etapa d) va
seguida de las siguientes etapas:

e) enfriar la solucién a una temperatura de 10 a 40 °C,

f) afiadir un compuesto de hierro a la solucion,

g) después de un tercer periodo de tiempo, ajustar el valor del pH de la solucion a un valor de 2,0 a 4,0, y

h) estabilizar el complejo de hidroxietilalmidén formado calentandolo al menos una vez a una temperatura de 80
a 99 °C, enfriandolo a una temperatura de 10 a 40 °C y ajustando el valor del pH a un valor de 3,0 a 7,0.

6. Método de acuerdo con la reivindicacion 5, caracterizado por que la etapa h) se realiza de tal manera que el
valor del pH obtenido después de una etapa de calentamiento que sigue a una etapa de calentamiento previo es
mayor que el valor del pH en la etapa de calentamiento previo.

7. Método de acuerdo con las reivindicaciones 5 o 6, caracterizado por que la etapa h) se realiza mediante las
siguientes subetapas:

h1) calentar la solucién a una temperatura de 80 a 99 °C, manteniéndola a esta temperatura durante un cuarto
periodo de tiempo, enfriandola a una temperatura de 10 a 40 °C, ajustando el valor del pH a un valor de 3,0 a
5,0,

h2) calentar la solucién a una temperatura de 80 a 99 °C, manteniéndola a esta temperatura durante un quinto
periodo de tiempo, enfriandola a una temperatura de 10 a 40 °C, ajustando el valor del pH a un valor de 4,0 a
6,0,y

h3) calentar la soluciéon a una temperatura de 80 a 99 °C, manteniéndola a esta temperatura durante un sexto
periodo de tiempo, enfriandola a una temperatura de 10 a 40 °C, ajustando el valor del pH a un valor de 5,0 a
7,0.

8. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, caracterizado por que el compuesto de hierro
es una sal de hierro.

9. Método de acuerdo con la reivindicacion 8, caracterizado por que la sal de hierro es una sal de hierro (lll).
10. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9, caracterizado por que el complejo de

hidroxietilalmidon y hierro tiene un radio de giro en el intervalo de 30 a 70 nm determinado por fraccionamiento de
flujo de campo.
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