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MEMORIA  DESCRIPTIVA
para solicitar
PATENTE D& INVENCION
en

E S P A K A

por VEINTE afios
a nombre de AKTIEBOLAGET PHARMACIA, entidad sueca, esta-
blecida en Bjdrkgatan 30, Uppsala, Suecia. por:
"MBJORAS INTRODUCIDAS EN LA PREPARACION DE HIDROXTALCOHLL

DEXTRANO"

La presente invencién se refiere, en general, a
ciertos productos nuevos de hidroxialcohil dextrano. La pre-
sente invencién se refiere tembién a composiciones terapéu-
ticas que comprenden soluciones acuosas que contienen es-
tos hidroxialcohil dextranos nuevos. La presente invencién
comprende también dosis unitarias para fines de infusién
e inyeccibn, que contienen los hidroxialcohil dextranos
nuevos. La presente invencidn se refiere también a un méto-
do para preparar clertos hidroxialcohil dextranos,

Es bien conocido el uso de productos de dextrano
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en aplicaciones médicas, particularmente productos de dextra-
no que tienen un peso molecular medio (pm) menor que 200.000,
¥ especialmente aguellos en los que estd comprendido aproxi-~
mademente entre 3.000 y 100.000. Incluson més en particular
se pueden mencionar los productos de dextrano que tienen un
peso molecular medio igual a 75.000 (més o menos 25.000) y
a 35.000 (mé&s o menos 15.000). EL dextrano se usa en apli-
caclones médicas en forma de soluciones acuosas para fines
de infusibén e inyeccibn. Ia concentracibén de tales solucio-
nes estd comprendida corrientemente entre 3 y 15%, y parti-
cularmente entre 5 y 10%. Cuando se almacenan soluciones de
dextrano durante largo tiempo en sitios cé&lidos o calientes,
y particularmente bajo condiciones tales que se someta la
golucibn a temperaturas que varfan entre limites amplios,
tienden a separarse de la solucibn, por precipitacibn, par-
t{culas de dextrano, por ejemplo en forma de escamas. Cuando
sucede esto, se considera generalmenie que no se puede usar
la solucidn de dextrano. En la descripcidn siguiente se
menciona este fenbmeno de precipitacién como "formacidn de
escamas". Como resultado de la formaciébn de esoémas se han
de rechazar o volver a someter a procedimiento grandes can-
tidaedes de solucibn de dextrano.

Este fenbmeno de formacibén de escamas se descri-
be en la Patente U.S. 3.006.814, que propone un método para
disminuir la tendencia a la formacién de escamas. Este méio-
do patentado implicaba la adicibn de ciertas sustancias de
bajo peso molecular, por ejemplo polietilén glicol, a la so-~

lucibn de dextrano. Sin embargo, este método ha resultado ser

insuficiente respecto al almacenamiento de soluciones de
dextrano bajo condiciones desfavorables de temperatura. Afn
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m4s, la cantidad de estos aditivos necesaria para evitar la
formacibn de copos es con frecuencia tan grande que se hace
insatisfactoria a la solucibn de dextrano para fines médicos.
(se hace referencia a la Patente 3.006.814 para mayor infor-
macibn fundamental sobre el dextrano crudo, dextrano hidro-
lizado, su uso clinico, y el problema de la "formacidn de
escamas" que se encuentrs en las soluciones de dextrano (por
ejemplo en la columna 1, lineas 9-64).

Por tanto, es un objeto de la presemte invencién
superar las desventajas, anteriormente mencionadas, relacio-
nadas con la preparacién y almacenamiento de dextrano y so-
luciones de dextrano. Es un objeto de la presente invencién
producir una solucién de dexirano sustituldo que es subancial-
mente equivalente a las soluciones de dextrano puro, desde un
punto de vista médico, pero que tendréd propiedades superio-
res de almacenamiento y menos problemas de formacién de es~
camas. Lstos y otros objetos y ventajas resultarén eviden- .
tes después de leer la siguiente descripeibén y reivindicacio-
nes.

En un aspecto, la presehte invencidn se refiere
a clertos hidroxislcohil dextranos nuevos que presentan uma
tendencia reducida a la formacidén de escamas cuando se al-
macenan en forma de soluciones acuosas., Los hidroxialcohil
dextranos de la presente invencidn son dextranos que se han
sustitufdo en grado pequefio con uno o més grupos hidroxial-
cohilo. Aunque el grado de sustitucibén es bajo, es suficien-
te para reducir o eliwinar la formacibn de escamas en solu—
ciones acuosas, y sin embargo no es lo suficlentemente grande
como para cambiar su utilidad como ingrediente de soluciones

acuosas para fines de inyeccién e infusibn.
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l14s especificamente, se ha descubierto que el
dextrano sustituldo en grado peguelio con grupos hidroxigl-
cohilo, conteniendo cada uno de los cuales de 2 a 5 4tomos
¢e carbono, inclusive, se puede almacenar en solucibn acuo-
sa durante un perlodo de tiempo casi ilimitado, incluso bajo
coniciones de temperatiura gue corrientemente se considera-
rian como especialmente desfavorables, debido a los riesgos
de Tormacibn de cescamas. Con tal de que el grado de susti-
tucibn ascienda a un valor relativamente bajo, el presente
dextrano sustituldo mantendrd de forma sorprendente la
propliedad gue tienc el dextrano sin sustituir de ser eli-
minado del cuerpo. 2l dextrano hidroxialcohil-sustitufdo
de la presente invencién conserva también la baja toxici-
dad del dextrano sin sustituir. Segln el Aubito més amplio
de la presente invencibn, por dextrano poco sustitufdo se
gquiere decir dextrano sustituldo con no més de 0,2 grupos
hidroxialcohilo inferior por unidad anhidroglucopiranémica.
En otras palabras, el grado de sustitucibn es tal que, por
término medio, menos de una de cada cinco unidades de glu-
cosa del dextrano lleva un sustituyenie consistente en un
grupo hidroxialecohilo inferior. Con objeto de conseguir
une accibn que valga la pena contra la formacidn de esca-
mas, es generalmentve necesario gue haya un grado de sus-—
tituecibn igual por lo menos a 0,01, y preferiblemente igual
por lo menos a 0,03 grupos hidroxialcohilo por unidad
anhidroglucopiranésica. Por lo general, no es necesario
que el grado de sustitucidn sea mayor que aproximadamente
0,1, Lia presente invencién se refiere especificamente a
productos que tienen un grado de sustitucidén comprendido

entre aproximadamente 0,01 y aproximadamente 0,2, y més
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preferiblemente entre aproximadamente 0,02 y aproximadamente
0,1, obteniéndose los resultados més satisfactorios en el
intervalo comprendiido entre aproximadamente 0,02 y aproxima-~
demente 0,08. En el intervalo comprendido entre aproximada-
mente 0,1 y aproximadamente 0,2 se puede observar cierto re-
traso de la rotura y eliminzcibén, de forma que preferiblemen-
te se escoge un grado de sustifucibdn menor que aproximadamente
0,1.

Por lo aue ge sabe, tales productos de dextrano po~
co sustitufdo no han sido descritos anteriormente en la lite-
ratura.

La presente invencién abarca también el método de
producir estos nuevos compuestos. L1 método comprende hacer
reaccionar dextrano con un miembro seleccionado del grupo
que consta de: (a) sustancias de Lérmula X-R, donde X es un
miembro seleccionado del grupo que consta de cloro y bromo,
¥y R es hidroxialcohilo que contiene de 2 @ 5, inclusive, 4to~
mos de carbono; y (b) compuesios epbxi que se pueden obtener
separando haluro de hidrbgeno de sustancias que tienen la f£ér-
mula X-R, tal como se ha definido anteriormente, efectuéndose
dicha reaccibn en presenmcia de una sustancia de reaccibn al-
calina pare producir con ello el dextrano hidroxialcohil-sus-
tituldo correspondiente, que tiene un grado de sustitucibn
comprendido entre aproximadamente 0,0l y aproximadamente 0,2
grupos hidroxialeohilo por unidad anhidroglucopiranésica.
Como resultado de este método, cada molécula de dextrano lle-
vard un cierto nfmero de gruposg hidroxialcohilo que estén
conectados a lus unidades de glucosa de la molécula de dex-

trano de forma andloga a un éter, Desde luego, el nfmero de
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estos sustituyentes por molécula dependers del grado de
sustitucién y del nfmero de unidades de glucosa por molé—
cula.

La reaccibn se efectfia preferiblemenie en solu-
cibn, y preferiblemente en solucibn acuosa en presencia
de una sustancia de reaccién alcalina. Las sustancias de
reaccidn alcalina que se han empleado corrientemente son
los hidréxidos de metal calcalino, tales como hidréxido sé-
dico e hidrbéxido potéasico. Bn relacibn con esto, la sus-~
tantia de reaccifn alcalina actfia como catalizador. Si el
grupo o grupos hidroxialcobilo inferior se han de intro-
ducir con ayuda de una sustancia de férmula X-R (tal como
se ha definido anteriormente), la sustancia alcalina reac-
cionard también como aceptor del haluro de hidrégeno libe—
rado en la reaccibén. Si el grupo o grupos hidroxiaicohilo
inferior se infroducen en el dextrano con ayuda de com-
puestos epoxi que se pueden obitener separando haluro de
hidrégeno (de un &tomo de halbégeno y un 4tomo de hidrégeno
de un grupo hidroxilo) de sustancias que tienen la fér-
mula X-R, la sustancia de reaccién alcalina actuari sola-
mente como cgtalizador de la adicibén del compuesto epoxi
a los grupos hidroxilo del dextrano, con formacibén de un
puente éter y un grupo hidroxilo a partir del grupo oxi-
geno. En relacidncon ésto, se usan preferiblemente los
compuestos 1,2-epoxi. Por tanto, el método més sencillo -
para llevar a la préactica ls presente invencidn es, como
norma, usar directamente tal compuesto.

Por razones préicticas, generalmente es adecuvado

introducir solo una clase de grupo hidroxialcohilo en el
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dextrano. Sin embargo, se pueden introducir dos o més clases
diferentes de hidroxialcohilos hasta el grado deseado de sus-
titucibn, esto es, entre aproximadamente 0,0l y aproximadamen~
te 0,2 grupos por unidad anhidroglucopiranésica. Por ejemplo,
se puede introducir tanto un 2~hidroxietilo como un 2~hidroxi-
propilo en cantidades diferentes, ya sea tratando simulténea-
mente el dextrano con dos sustencias diferentes que tengan

la férmula general X-R ($al como se ha definido anteriormente)
0 con compuestos epoxi que se pueden obtener separando haluro
de hidrbgeno de compuestos de esta férmula, o con estas sus-
tancias por separado, en secuencia arbitraria.

Como susgtituyente R que contiene uno o més grupos
hidroxi se pueden mencionar, por ejemplo, los siguiates:
2-hidroxietilo; 2-hidroxipropilo; 2,3-~dihidroxipropilo; 2-
hidroxibutilo; y 2-hidroxipentilo,

Como ejemplos de compuestos de férmula ¥R y
compuestos epoxi que se pueden obtener separando haluro de
hidrbgeno de compuestos de esta férmula, los cuales se pue-
den usar para preparar los nuevos dextranos poco sustituldos,
se pueden mencionar los siguientes: 6xido de etileno, eti-
1én clorhidrina; etilén bromhidrina; 1,2-epoxipropanoc; l-clo-
ro-2~propanocl; l-cloro~2,3-~propanodiol; l,2-epoxi~3-propanol;
l-bromo-2, 3~-propanodiol; 1,2-epoxibutano; l-cloro-2-butanol;
2,3-epoxibutanc; y 2,3-epoxipentano.

Entrem los nuevos productos de dextrano abarcados
por la presente invencibén se pueden mencionar, por ejemplo,
2-hidroxipropil dextrano, 2,3-dihidroxipropil dextrano, y
2-hidroxietil dextrano y 2-hidroxibutil dextrano poco sus-
tituldos, y tales compuestos presentan caracteristicas dis-
minuldas de formacibén de escamas particularmente excelentes,

pero conservando al mismo tiempo la propledad particularmente
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de ser eliminados del cuerpo. Afm mis, los compuestos
han presentado una toxlcidad extraordinariamente haja.
Son compuestos especialmente preferibles los 2-hidroxi-
propil dextranos poco sustituldos.

Para la nanufactura ¢e dextrano para fines
terapéuticos se usa corrientemente el llamado dextrano
crudo o dextrano nativo, de peso molecular relativamente
alto, como material de partida. Zste dextrano se somete
a una despolimerizacibén hasta tamafios moleculares ade-—
cuados, genera}mente por via catallitica en presencia de
un Acido mineral, por ejemplo 4cido clorhfdrico. Segln
la presente invencibn, se pueden introducir los hidroxi-
alcohilos en el dextrano crudo, despuds de lo cual el
dextrano crudo sustituldo se somete a2 la cantidad desea-~
da de despolimerizaclén. Por lo general, las condiciones
reinantes en el procedimlento de despolimerizacibn no tie-
nen, o solo tlenen poca influencla en el grado de sustitu-
cibn. Desde luego, también se puede introducir los grupos
hidroxialcohilo en un dextrano gue ya se ha despolimeri-
zado hasta el intervalo de tamafios moleculares deseado para
su ugo final, o en un dextrano que haya obtenido este in-
tervalo deseado de temafios moleculares mediante métodos
enziméticos o métidos bacteriolésgicos cspeciales.

Ta presente invencibn considera también las
couposiciones terapéuticas consistentes en soluciones
acuosas que contienen los nuevos hidroxialconil dex-
tranos poco sustituldos anteriormente mencionados, Ta-
les soluciones, que se usan como flufdos de infusibn
vy de inyeccibn, se preparan disolviendo en agua libre de
pirbgenos el nuevo dextrano sustituldo. Opcionalmente,
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despuds de la adicidén de aditivos usuales de bajo peso mole-
cular, tales como glucosa y/o sales, por ejemplo clorurc s6-
dico, la solucibn acuosa se puede bransformar a une forma
adecuada para administracibn parenteral. La concentracién de
los hidroxialcohil dextranos poco sustituldos de la soluciébn
estd comprendida por lo general aproximadamente entre 3 y 15%;
Corrientemente se llenan bot®llas de infusibn con las solu-
ciones. Ias unidades de dosificaclén adecuadas para fines de
infusién e inyeccién estén comprendidas entre 100 y 1000 ml.
(En esta Memoria descriptiva y en las reivindicacio-
nes, se pretende que la expresidn dextrano abarque también
los productos de dextrano que, debido al procedimiento de ma-
nufactura, presenten un grupo final reductor por molécula,
asl como los dextranos en los gue, como resultado del proce-
dimiento de manufactura, se haya cambiado su grupo final re-
ductor, por ejemplo por oxidacibén o hidrogenacién o por con-
versién en un glicésido, sin que hayan perdido las propieda-
des que son importantes para el uso terapéutico del dextrano)
Los siguientes ejemplos ilustran algunas formas
de realizacibén preferidas de la presente invencién. Con ob-
jeto de caracterizar los productos de dextrano de partida,
intermedios y finales que se usaron en los experimentos que
se resumen en los siguientes ejemplos, se ha empleado con
frecuencia la designacibn "VL". VL significa "viscosidad
Limite" o "/Yl/" (equivalente a la viscosidad intrinseca),
que es funcién del peso molecular medio. El peso molecular
medio (pm) se puede determinar por medidas de dispersién

de luz,

EJEMPIO L

2-hidroxipropil- dextrano de grado de sustitucibn variable
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A. En un frasco provisto de agitador se dispusieron
200 g. de una solucibn al 174 de dextrano crudo en agua (Vi=
1,2) (34 g de dextrano). A esta solucibn se afiadieron 5 g
de hidréxido sbdico disueltos en 10 ml de agua, como catali-
zador. Por un embudo de adicibn se afiadieron 2 ml de 1,2-epo=
xipropano (punto de ebullicibén igual a 34,2°¢, pm = 581,1).
se dejé transcurrir la reaccibn durante 24 horas a tempera-
tura ambiense. La mezcla de reaccibdn se neutralizé con &cido
clorhfdrico hasta reaccibn neutra, y luego se afiadid a la mis-
ma alcohol etilico en wna cantidad igual a 8 veces el volumen
de la solucibn, con objeto de completar la precipitacibn del
dextrano sustituldo. Bste Gltimo se secd bajo vaclo a 502C,
EL rendimiento en 2-hidroxipropil dextrano fué de 32 g. El
grado de sustitucién fué 0,11, y el’Indice de viscosidad 11~
mite fué <l mismo que el de la sustancia de partida.

25 g. del dextrano crudo 2—hidroxiprqpil—sustituido
se disolvieron en 250 ml de agua, en un frasco redondo pro-
visto de agitacibn. Se calenté la solucibén a 802C en un bafio
de agua, después de lo cual se afiadif &cido clorhfdrico hasta
que la mezcla de reaccibén se hizo 0,14 molar. El tiempo de
hidrélisis fué de 95 min. 2 802C. Despuds del procedimiento
de hidrflisis se neubralizé la mezcla con hidréxido sédico
y se precipitd 3 veces con alcohol etflico. E1 producto de
hidrélisis se secd bajo vaclo, a 652C. E1l producto asi obte-
nido tenf{a un Indice de viscosidad 1limite igual a 0,28 ,y
el grado de sustitucibn fué de 0,11 grupos por unidad de

glucosa.
B. En un frasco provisto con un agitador se

dispusieron 500 g. de wna solucibn al 20% de dextrano

crudo (Indice de viscosidad limited igual a 1,3) en agua,
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¥y une solucibn de 5 g de hidréxido sbdico en 10 nl de agua.
Por un embudo de adicibn se afiadieron 2 ml de 1,2-epoxi-pro-
pano. El resto de la reaccidn se efectud despubs segfn el mé-
todo expuesto en el epigrafe A. El rendimiento en 2~hidroxi-
propil dextrano fué igual a 85 g.

El hidroxipropil dextrano obtenido se hidrolizé
en una soluciébn acuosa 0,14 molar de cloruro de hidrbgeno,

a 809C, durante 150 min. E1 dextrano sustitufdo despolime-
rizado tenfa un Indice de viscosidad limite igual a 0,15,
y el grado de sustitucién era igual a 0,04.

C. En uwn recipiente de reaccién de 3 bocas, de 5
litros, provisto de un agitador y un embudo de adicibn, se
dispusieron 3 litros de una solucibn al 20% de dextrano en
agua que tenfa un Indice de viscosidad limite igual a 0,26,
y 15 g. de hidréxido s6dico disuelios en 30 ml de agua. Por
un embudo de adicibn se afiadieron 8 ml de 1,2-epoxipropanoc.
Se dejé tramscurrir la reaccibn durante 24 horas a tempera-
tura ambiente, después Ge lo cual se efectud la neutraliza-
cibn con &cido clorhfdrico. Se precipitd la sustancia con
alcohol et{lico, y se precipité 3 veces. Se secd a 602C en
una estufa de secado a vacfo. El rendimiento en 2-hidroxi-
propil dextrano fué de 600 g. el grado de sustitucibn fué
igual a 0,013, y el {Indice de viscosidad limite fué igual
a 0,26,

D. Bste experimento se realizd con el mismo dextra-
no de partida que antes, y de forma andloge a la expuesta
bajo el epigrafe C, salvo en que la cantidad de 1,2-epoxi-
propano fué igual a 150 ml. El rendimiento en 2-hidroxipro-
pil dextrano fué igual a 580 gl, el grado de sustitucién fué

0,19, y el Indice de viscosidad limite fué 0,28.
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E. En un recipiente de reaccibn de 2 litros, pro-
visto de un agitador y embudo de adicibn, se dispusieron
1000 g. de una solucibn al 15% de dextrano (VL = 0,27) en
agua. Se afiadieron a la solucidbn 5 g. de hidréxido sbdico
disveltos en 10 ml de agua, como catalizador. Por un embudo
de adicibén se afiadié una mescla de 1,6 ml de 1,2-epoxipropa-
noy 1,6 ml de agua. Se dejé transcurrir la reaccidn duran-—
te 4 horas a 40°2C. Tuego se enfrid la mezcla de reaccidn
hasta temperatura ambiente, y se neutralizb con Acido clor-
hidrico hasta reaccidn neutra. Luego se afiadib a2 la misma
etanol en una cantidad igual a 8 veces el volumen de solu~
cibn, para la precipitacién total del dextrano sustituldo.
La sustancia se volvié a reprecipitar 2 veces, y se secd
en una estufa de vaclo a 60°C. Z1 rendimiento en 2-hidroxi-
propil dextrano fué igual a 123 g. El grado de sustitucién
fué igual a 0,02,

EJEMPLO IX

2,3-dihidroxipropil dextrano

A. En un frasco con un agltador se dispusieron
200 g. de una solucibn al 20y de dextrano crudo (Indice de
viscosidad limite = 1,2) en agua. A la solucidn obtenida
se afiadieron 5 g. de hidréxido sdbdico disueltos en 10 ml,
de agua, como catalizador. For un embudo de adicibén se afia-
dieron 10 nl de 1,2-spoxi-3-propanocl. Se dejé transcurrir
la reaccibén durante 24 horas a temperatura ambiente. La
mezcla de reaccibn se neutralizd con decido clorhidrico has-
ta reaceibn neutra, y se precipité con alcohol etflico. Z1
producto sustituldo precipitado se purificd mediante 3 pre-
cipitaciones con alcohol etilico. La sustancia se secb en

una estufa de secado a vaclo, a 500C¢. Il rendimiento en
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2,3-dihidroxipropil dextrano fué igual a 37 g.

25 g. del 2,3~dihidroxipropil dextrano se disol-
vieron en 250 ml de agua, tras lo cual se calentd la solu-
cibn a 802C, A la soluoibn caliente se afladid 4cido clorhi-
drico en cantidad suficiente para hacer a la solucidn de dex-
trano 0,14 molar respecto al &cido. Bl tiempo de hidrélisis
fué de 140 min. Despuds de neutralizacién con hidréxido sb-
dico, reprecipitacién 3 veces con etanol, y secado en una
estufa de secado a vaclo a 502C, se obtuvieron 21 g. de
w 2,3-dihidroxipropil dextrano que tenfa un grado de sus-—
tituecién igual a 0,15. EL Indice de viscosidad 1lImited del
producto hidrolizado fué igual a 0,18.

B. En un recipiente de reaccibén de 3 bocas, de 5

litros, con un agitador y embudo de adicién, se dispusieron

- 3 litros de wna solucibn acuosa al 20% de dextrano, que te~

nfa wn Indice de viscosidad lfmited igual a 0,26, y, como
catalizador, 15 g. de hidréxido s6dico disueltos en 30 ml.
de agua. Por un embudo de adicidén se afiadieron 12 ml. de
1,2-epoxi-3-propancol. Se dejbé transcurrir la reaccibn du-
rante 24 horas a temperatura ambiente, tras lo cual se neu-
tralizé la mezcla con 4cido clorhidrico. Se precipité la
sustancia con alcohol etf{lico, y se volvid a precipitar 3
veces con alcohol etilico, después de lo cual se secbd en
una estufs de secado de vacfo a 602C. El rendimiento en
2y3=-dibkidroxipropil dextranoc fué igual a 570g. el grado de
sustitueibén fué 0,033, y el fndice de viscosidad limited
fué 0,27,

C. 4 200 g. de una solucibn al 20% de dextrano
que tenfa un Indice de viscosidad 1lfmite igual a 0,26, en

agua, e afiadieron 6 g. de hidréxido s6dico, y se hizo
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reaccionar la megcla de forma aniloga a la que se ha expues—

to en el Ejemplo II B, con 2 ml, de I~-cloro-2,3~propanodiol.

El producto reprecipitado tenfa un grado de sustitucién igual
a 0,07 y el mismo Indice de viscosidad limite que la sustan-

cla de partida.

D. Bn un recipiente de reaccibn de 2 litros, pro-
visto de un agitador y embudo de adicibn, se dispusieron
1000 g. de una solucién al 15% de dextrano en agua (VL= 0,27).
A esta solucibn se afiadieron 5 g. de hidréxido sbdico disuel-
tos en 10 ml de agua, como catalizador. For un embudo de adi-
c¢ibn se ailadid una mezcla de 1,6 ml de 3-cloro-1,2-propano-
diol y 1,6 ml, de agua. Se dejé transcurrir la reaccibn du~
rante 4 horas g 702C. La mezcla de reaccibn se neutralizb
con 4cido clorhfdrico a temperatura ambiente, y luego se pre-
cipité con etanol, en cantidad igual a 8 veces el volumen de
la solucibén. E1 producto se volvid a precipitar 2 veces, y
se secl en una estufa de vacfo a 60°C. “1 rendimiento en
2,3-dihidroxipropil dextrano fué de 129 g. Bl grado de sus-
titueibn fué 0,02.

EJEMPIO IIT
2-hidroxibutil dextrano

A. En un frasco provisto de un aglitador se dis-
pusieron 300 g, de una solucibn al 20% de dextrano en agua
(VL = 0,70). A esta solucibn se afiadieron 5 g. de hidréxi-

do sbdico disueltos en 10 ml de agus, y luego 2 ml de 1,2-

epoxibutano por une bureta. Se dejé transcurrir la reacclén

durante 24 horas a temperatura ambliente. Después de neutra—
lizacién con &cido clorhfdrico y elaboracibén tal como se
expone en el Ejemplo I, se obtuvieron 57 g. de 2-hidroxibu~

til dextrano que tenfa un grado de sustitucién igual a 0,07.

~14-
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40 g. de este 2-hidroxibutil dextrano se disol-
vieron en agua hasta formar una solucibén a aproximadamente
104. Se afiadié 4cido clorhidrico a la solucibdn hasta que se
hizo 0,14 molar respecto al Acido. El procedimiento de hidré-
lisis se efectud a 802C durante 105 minutos. Después de uma
elaboracidn tal como se expone en el Ijemplo I, se obtuvie-
ron 36 g. de 2-hidroxibutil dextrano despolimerizado que
tenfa un grado de sustitucidn igual a 0,07 y un Indice de
viscosidad 1imited de 0,20.

B. La reaccibn se hizo transcurrir en un frasco
de reaccién de 3 bocas, de 5 litros, de forma andlsa a la
que se ha expuesto en el Ejemplo IT B, salvo en que se
afladieron 150 ml de 1,2-epoxibutano por un embudo de adi-
cibén. E1 producto se elabord y secbd de forma anidloga a la
que se ha expuesto en el Ejemplo II B, y el rendimiento
en 2-hidroxibutil dextrano fué igual a 587 g.

El grado de sustitucién fué de 0,15, y el Indice
de viscosidad limite fué igual a 0,27.

EJEMPLO IV

2~hidroxietil dextrano

A. En un frasco provisto de un agitador se dis-
pusieron 300 g. de una solucién al 20% de dextranc en
agua (VL = 0,18), y 5 g. de hidréxido sbdico disueltos
en 10 ml, de agua. Se afiadieron 3 ml. de etilén clorhi-
drina a la solucién obtenida, tras lo cusl se hizo trans-
currir la reaccién durante 24 horas a temperatura ambiente.
Después de la elaboracibém tal como se expone
en el Ejemplo I, se obtuvieron 60 g. de 2-hidroxietil
dextrano que tenfa un grado de sustitucién igual a 0,09

y un Indice de viscosided limite igual a 0,19
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B. Bn un frasco redondo ée 5 litros, provisio de

un agitador y embudo de adicibn, se dispusieron 3000 g. de
una solucibn al 205 de dextrano en agua (VI = 0,26). Se afia~
dieron coﬁo catalizador 15 g. de hidréxido sbdico disueltos
en 30 ml. de agua. Por el embudo de adicibn se afindieron 12
nl de etilén clorhidrina. Se dejbé transcurrir la reaccién
durante 24 horas a temperatura ambiente. Luego se neutralizd
la mezcla de reaccibn con 4cido clorhidrico, y se precipité
con etanol en cantidad igual a 8 veces el volumen de la so-
lucibén. E1l producto se volvibé a precipitar 2 veces y se secd
en wna estufa de vacfo a 602C. Z1 rendimiento en 2-hidroxie-
til dextrano fué igusl a 565 g. ELl grado de sustitucién fué
de 0,05, y el Indice de viscosidad limite fué igual a 0,26.
Se ensayd la formacibdn de escamas de los productos
sintetizados segiin los ejemplos I a IV. Con este fin se pre-
pararon 100 ml. de una solucibn al 20% de cada sustancia de
ensayo en agua. las soluciones se filiraron, se dispusieron
en botellas de eampolla de 50 ml. ¥y se sometierortn un auto-
clave a 1202C. durante 20 min. Como control se usaron dos
soluciones al 20% de dextranos clinicos sin sustituir, que
tenfan un Indice de viscosidad 1li{mite igual, respecilvamente,
a 0,26 y 0,19. Luego se almacenaron las botellas g + 508C
durante las noches ya + 42C durante los dfas, y se examina-
ron a ciertos intervalos de tiempo. Las soluciones de los
productos de dextrano poco sustituldo, preparadas segln la
presente invencidn, no presentaron ninguna formecidén de es-
camas ni siquiera después de almacenarlas durante largo tiem—
po bajo estas condiciones exbtremadamente desfavorables, mien-
tras que las muestras de la sustancia no sustitulda desarro-

llaron escames despubs de 3 semanas, por ejemplo, ¥y wna for-

-
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nacién muy pronunciada de escamas después de 10 semanas, por
ejemplo. En la siguiente Tabla I se'dan los resultados de una
serie de ensayos, siendo los cambios de temperatura los que
se han expuesto anteriormente. En la tabla, el signo 4 indica
formacibn de algunas escamas, y el signo + 4 4 indica una
formacién muy grende & escamas, y el signo - indica que no

hubo formacidn de escamas.

TABLA I
Grado de Después de Después

Sustancia VL sustitucién 3 sem. de 10 sem
2=hidroxipropil dextrano 0,26 0,013 - -

0,28 0,19 - -
2y 3~dihidroxipropil dextrano 0,27 0,033 - -
2-hidroxibutil dextrano 0,27 0,15 - -
2=~hidroxietil dextrano 0,19 0,09 - -
Dextrano sin sustituir 0,26 0 4 ++4
Dextrano sin sustituir 0,19 0 + +i+

EJEMPLO V

Con dextrano sustitufdo con grupos 2-hidroxipropilo
hesta un grado de sustitucién igual a aproximadamente 0,08 y
que tenfa un peso molecular medio de aproximadamente 40,000,
y cloruro sbdico se prepard una solucidn en agua, exenta de
pirdgenos, a aproximadamente 80°C, conteniendo dicha solucobn
10 g. del dextrano sustitufdo y 0,9 g. de cloruro sbdico por
100 ﬁl. Se filtré la solucidén y se dispuso luego en botellas
de 500 nl. que se cerraron y esterilizaron por tratamiento en
autoclave a 110¢C durante 5 min. Las botellas que contenian
esta solucibén se pudieron almacenar durante perifodos de tiem-
po aparentemente ilimitados, bajo condiciones de temperatura
que variaban entre limites amplios, sin que apareciesen es-
camas en la solucibn.
EJEMPLO VI

Con dextrano sustituldo con grupos 2-hidroxipropilo

A7
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hasta un grado de sustitucibn igual a aproximadaments 0,05,
que tenfa un peso molecular medio igual a aproximadamente
70.000, y cloruro sbédico, se prepard uﬁa solucibén en agua,
exenta de pirbgenos, a aproximadamente 802C, conteniendo
dicha solucibén 6 g. del dextrano sustituldo y 0,9 g. de
cloruro sbédico por 100 ml. Despuds de Liltrar, introducirlo
en botellas, cerrar y esterilizar, se descubrid que la so-
lucibn se podla almacenar durante un largo perfodo de tiem=-
po, incluso bajo condiciones de tenperatura muy desfavora-
bles, sin que tuviese lugar formacibn de escamas.

SJENPLO VIT

Con dextrano sustituldo con grupos 2-hidroxipro-
pilo hasta un grado e sustitucibén igual a aproximadamente
0,03, que teniz un peso molecular medio de aproximadamente
40,000, y glucosa, se prepard una solucién en agua, exenta
de pirbgenos, a aproximadamente 902C, conteniendo dicha
solucién 15 g. dei dextrano sustituldo y 5 g. de glucosa
por 100 nl. La solucibn se filtr6 ¥y se dispuso luego en
botellas de 300 ml, que se cerraron y esterilizaron por
tratamiento en autoclave a 1102C.

EJEMPLO VIII

Con dextrano sustituldo con grupos 2-hidroxipro-
pilo hasta un grado de sustitucibn igual a aproximadamente
0,02, que tenfa un pesoc molecular medio de aproximadamente
70.000, ¥ glucosa, se prepard una solucibn en agua, exenta
de pirbgenos, & aproximadamente 80°C, conteniendo dicha
solucibn 6 g. del dextrano sustitufdo y 5 g. de glucosa
por 100 ml., Se filtré la solucién.y se introdujo en bote~
lias de 1000 ml. gque se cerraron y esterilizaron por trata-

miento en autoclave,

~18-
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BJEMPLO IX

Con dextrano sustituldo con grupos 2,3-dihidroxi-
propilo hasta wn grado de sustitucién aproximadamente igual

a 0,03, que tenfa un peso molecular de aproximadamente

75.000, y cloruro s6dico, se preparS una solucién en agua,
exenta de pirbgenos, a aproximademente 952C, conteniendo di-
cha solucibén 5 g. del dextrano sustitufdo y 0,9 g. de cloru-
ro sédico por 100 ml. La solucibn se filtrd y dispuso en bo-

tellas, que se cerraron y esterilizaron.

BEJEMPLO X

Con dextrano sustituldo con grupos 2-hidroxietilo
hasta un grado de sustitucién igual a aproximadamente 0,05,
gue tenfa un peso molecular medio de aproximadamente 75.000,
y cloruro sbédico, se prepardé una solucién en agua, exenta
de pirbgenos, a aproximadamente 902C, conteniendo dicha sSo-
lucibn 6 g. del dextrano sustitufdo y 0,9 g. de clonruro sé-
dico por 100 ml. Se filtré la solucidn y se dispuso luego

en botellas que se cerraron y esterilizaron.

EJENPLOS X1

Con dextrano sustituldo con grupos 2-hidroxibutilo
hasta wn grado de sustitucidn aproximademente igual a 0,07,
que tenfa un peso molecular medio de aproximademente 40.000,
y eloruro sbédico, se prepard una solucibn en agua, exenta de
pirdgenos, a aproximadamente 809C, conteniendo dicha solucibn
8 g. del dextrano sustitufdo y 0,85 g. de cloruro sbdico por
100 ml. Se filtrd la solucidén y se dispuso en botellas, que
se cerraron y esterilizaron.

Se descubribé que las botellas de solucién prepa~—
rada segln los Ejemplos VII a XI se podfan almacenar duren-
te un periodo de tiempo muy largo bajo condiciones de tempe-~

ratura variables en margen amplio, sin que apareciesen es—

19~
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camas en la solucifn.

Las personas versadas en la materia, y particular-
menie en la materia a la que pertenece la presente inven-—
eibn, apreciarén fécil ente que se pueden hacer muchas mod-
ficaciones de la invencidn bésica aqul expuesta. Por ejemplo,
no implicaria invencién el ensayo de compuestos muy relacio-
nados, a la vista de la presente exposicibn en términos gene-
rales, o el ensayo de cantidades diferentes que las expuestas.
Todas tales modificaciones obvias no evitarfan la infracceifn

bajo la bien conocida “"doctrina de equivalentes".
- N 0 T A -

Los puntos de invencién propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de la presente solicitud de
Patente de Invencibén en Espafia, por VEINTE aflos, son los
siguientes:

l.- Mejoras introducidas en la preparacibdn de
hidroxialcohil dextrano, caracterizadas porque el mismo
contiene,en promedio, desde aproximadamente 0,01l a aproxi-
madamente 0,2 grupos de hidroxialcohilo por unidad anhidro-
glucopiranosidica conteniendo dicho grupo hidroxialcohilo
a 2 a 5 &tomos de carbono inclusive.

2.~ Mejoras introducidas en la preparacién de
hidroxialcohil dextrano caracterizadas porque el mismo c¢on-
tiene, en promedio, desde aproximadamente 0,01 a aproxima-
damente 0,1 grupos hidroxialcohilo por unidad snhidroglucopi-
ranosidica, conteniendo dicho grupo hidroxialcohilo de 2

a 5 &4tomos de carbono inclusive.

3o~ HMejores introducidas en la preparacién de
hidroxialcohil dextrano, caracterizadas porque el mismo

~20-
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contiene, en promedio, desde aproximadamente 0,02 a
aproximadamente 0,08 grupos hidroxialcohilo por unidad
anhidroglucopiranosidica, conteniendo dicho grupo hidro-
xialcohilo de 2 a 5 4tomos de carbono inclusive.

4.- Hejoras segln el punto 1, segln las cuales
el grupo hidroxialcohilo es 2-hidroxipropilo.

5.~ lejoras segln el punto 1, segln las cﬁales
el grupo hidroxialcohilo es 2,3~dihidroxipropilo.

6.= lMejoras seglin el punto 1, seglfn las cuales
el grupo hidroxialcohilo es 2«hidroxietilo,

T~ Illojoras segln el punto 3, segln las cuales
el grwpo hidroxialcohilo ss 2-hidroxipropilo.

8.~ Mejoras segfn el punto 3, segln las cuales
el grupo hidroxialcohilo es 2,3-dihidroxipropilo.

9,~ Mejoras segln el punto 3, seghn las cuales
el grupo hidroxialcohilo es 2-~hidroxietilo.

10.~ Liejoras segfin el punto 1, segln las cuales
el hidroxialcohil dextrano tiene un peso molecular medio
dentro de los limites de 50,000 a 100.000.

11.- lejoras seglm el punto, 1, segln las cuales
¢l hidroxialcohil dextrano tiene un peso molecular medio
dentro de los lImites de 20,000 a 50,.000.

12,.- lLicjoras segfin el punto 3, segln las cuales
el hidroxialcohil dextrano tiene un peso molecular medio
dentro de log lImites de 50.000 a 100,000. '

13.- lejoras segln el punto 3, segin las cuales
el hidroxialcohil dextrano tiene un peso molecular medio
entre 20,000 y 50.000,

14+~ Mejoras introducidas en la preparaclén de

composiciones terapéuticas que consisten en una solucién
0T
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acuosa que comprende hidroxialeohildextrano, carachterizadas
porque dicho hidroxialcohildextrano, contiens, en promedio,
desde aproximadsmente 0,0l a aproximadamente 0,2 grupos hi-
droxialcohilo por unidad anhidroglucopiranosidica, contenien-—
do dicho grupo hidroxialcohilo de 2 a 5 &tomos de carbono in-
clusive.

15.~ lejoras introducidas en la preparacibn de com-
posiciones terapéuticas que consisten en una solucibn acuosa
gue comprende hidroxialcohildextrano, caracierizadas porque
dicho hidroxialcohildextrano contiene, en promedio, desde
aproximadamente 0,01 a aproximadamente 0,1 grupos hidroxial-
cohilo por unidad anhidroglucopiranosidica, conteniendo di-
cho grupo hidroxialcohilo de 2 a 5 &tomos de carbono inclu-
give.

16.— Mejoras segfin el punto 14, ssgfin las cuales
el peso molecular medio estd dentro de la gama de 50,000 a
100.000,

17.~ Hejoras seglin el punto 14, segln las cuales
el peso molecular medio estd dentro de la gama de 20,000
a 50,000,

18.~- Mejoras introducidas en la preparacibn de
mwidades dosificadas para fines de infusibn e inyecciébn,
que-consisten en desde 100 a 1,000 ml de una solucién acuo-
sa que comprende 3 a 15% en peso de hidroalcohildextrano,
caracterizadas porque el hidroxisalcohildextrano contiene,
en promedlo, desde aproximadamente 0,0l a 0,2 grupos hidro-
xialcohilo por unidad anhidroglucopiranosidica, conteniendo
dicho grupo hidroxialcohilo de 2 a 5 4tomos de carbono in-

clusive,

-20—
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19.~ Un método para reducir la tendencia del déx—
trano a2 la formacibén de escamas cuando se guarda en solucidn
acuosa, que comprende hacer reaccionar el dextrano con un
miembro seleccionado del grupo consistente en (a) sustan-
cias que tienen la férmula X-R, donde X es un miembro selec-
cionado del grupo qus consiste en cloro y bromo, y R es hi-
droxialcohilo, que contiene de 2 a 5 4tomos de carbono in-
clusive, y (b) compuestos epoxidicos que pueden obtenerse
por disociacidn de haluro de hidrégeno a partir de sustan~
cias que tienen la férmula X-R, como se han definido arriba,
llevéndose a cabo dicha reaccién en presencia de una sustan—
cia de reaccibn alecalina para producir con ello el corres-
pondiente dextrano hidroxialcohil-sustitufdo que tiene un
grado de sustitucibn dentro de los limites de unos 0,01 a
unos 0,2 grupos hidroxialcohilo por unidad anhidroglucopi-
ranosidica.

20,= Mejoras introducidas en la preparacién de
hidroxialcohil dextrano.

Tal y como se ha descrito en la memoria que an=-
tecede, representada por el dibujo que se acompalia y para
los fines que se han especificado.

La presente memoria consta de veintitres hojas

escritas a miquina por una sola cara.

Madria, 26 CEB. 96%
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