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VEGYESZETI TERMEKEK GYARA RT., de nacionalidad hingara, domi
ciliada en 1-5, Té-utea, H-1045 Budapest IV, Hungria, por
"Procedimiento para la preparacién de complejos de inélusién
de ciclodextrina", con prioridad @e la solicitud hﬁﬂééra
CI=-1803 de fecha 27 Enero 1978: = = = = = « = = = ;:;-- - -

MEMORIA DESCRIPTIVA

La invencién se refiere a la produccién de nuevos

comple jos de inclusién de ciclodexirina, formados con indome

Se sabe que las ciclodextrinas forman complejos de
inclusién con otras moléculas de tamafic y polaridad adecua-
dos /J. Pharm. Sci. 64, 1585 (1975)/. Las ciclodextrinas (o
dextrinas de Schardinger) son cicloamilosas o cicloglucanos,

oligosacdridos ciclfcos, cuyos representantes més significa=
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_tivos son la alfa-ciclodextrina compuesta por 6 unidades de

anhidroglucopiranosa y la beta-ciclodextrina compuesta por 7

‘wnidades de anhidroglucopiranosa. El dcido 1-(p-cloroben-

z20il)=5-metoxi~2-metilindol-~3=~il-acético (IndomethacinR) es
una droga antiinflamatoria conocida, pero su desventaja es
su efecto ulcerante (patente britdnica 997.638). Este com-

puesto presenta ademds un efecto protector durante la gesta-

CibNle = = = = = e - m e .. - --—--

Los inventores han hallado ghora sorprendentemente
que el complejo de inclusién de ciclodextrinas con indometha
¢in en una relacién molar de unos 2:1 estd libre delfefecto
secundario ulcerante y al mismo tiempo presenta totalmente
la misma actividad antiinflamatoria y protectora durante la

gestacién que el Indomethacin, = = = = = = - —— - a o=

En su aspecto reivindicado aquf la invencién pro-
porciona un procedimiento para la preparacién del complejo
de inclusién de ciclodextrina con indomethacin en una rela-
¢ién molar de wmos 2:1 que comprende hacer reaccionar unos 2
moles de alfa~ o0 beta-ciclodextrina con 1 mol de 4cido 1-(p=-

clorobenzoil)=5~metoxi~2=-metilindol=3=il=acético, = = = = =

la interaccién de las ciclodextrinas y del indo-
methacin fue investigada por Hamada, Nambu y Nagai /Chem.
Pharm. Bull., 23, 1205 (1975)/+ Observaron gue aumentando la
concentracién de ciclodextrina en una disolucién acuosa se

aumenta también la solubilidad del indomethacin. La solubi
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"lided original podria'aumentérse de.3,5 x 1074 moles/litro a

359C a 9,8 x 1074 moles/litro, es decir que la -solubilidad

aumenté en 2,8 veces. = = = - = e I

Se ha indicado que el indomethacin en presencia de
glubosa se hidroliza rdpidamente en una disolucién acuosa y
lentamente en presencia de alfa-ciclodextrina y que la beta-

ciclodextrina inhibe la hidréligsig. = = = -~ -

Kurozumi, Nambu y Nagai /Chem. Pharm. Bull., 23,
3062 (1975)7 hen tratado de preparar el complejo deieiclo-
dextrina-indomethacin. Segiin un intento se agitaban 100 ml
de una disolucién 10"3 molar de ciclodextrina a tgmpgratura
ambiente con 20 ml de wna disolucién etérica 3 x 107> molar
de indomethacin durante 24 horas y el producto se cristaliza

ba enfriando a 22C. El producto precipitado, sin embargo, no

‘ contenfa indomethacin alguno sino que inclufa beta-ciclodex-

trina pura. Esto se ha explicado en el mencionado articulo.
diciendo que el didmetro del hueco de la beta-ciclodextrina
es 86lo de 7-8 %, mientras que el didmetro de la molécula de
indomethacin es de 8,5 £, es decir demasiado grande para

constituirse en el hueco de la bYeta-ciclodextrina. = « « = -

También ha habido un intento de preparar el comple
jo por liofilizacién. El indomethacin se convertia en una
sal aménica con hidréxido aménico acuoso al 28%, ésta se di-
solvia en agua y se afladfa una cantidad equimolar de beta-ci

clodextrina en forma de una disolucién acuosa, la mezcla se
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congelaba y liofilizaba. E1 producto obtenido contenfa tan~
to el indomethacin como la ciclodextripa de partida en forma
de una mezcla, es decir una relacién molar de 1:1 (la rela=
cién molar de indomethacin : CD = 0,92:1, segin el articu-
1lo). Los autores se referian a los diagramass de difraccién
de rayos X en polvos para demostrar que la mezela molar 1:1
es, de hecho, wn complejo, pero no se mostraron los diagra-
mas. Los diagramas de difraqcién de rayos X en polvos de un
complejo obtenido a partir de ibufenac por cristalizacién y
liofilizacién se han mostrado en el artfculo y puede verse
que el diagrama en polvos de la beta-ciclodextrina liofiliza
de y el diagrama en polvos del complejo liofilizado de
ibufenac~beta~ciclodextrina son substancialmente idénticos,
correspondiendo a un estado amorfo. Es generalmente conoci-

do que los polvos amorfos que se obtienen por liofilizacién

. no presentan caracteristicas significativas por técnicas de

exposicién de polvos a difraccién de rayos X. Takeo y Kuge
[Agric. Biol. Chem., 34, 1787 (1970)/ indicen que los complg
jos de inclusién de beta~ciclodextrina en un estado seco
anhidro originan diagramas de difraccién de rayos X en pol-
vos idénticos independientemente del tipo de la molécula huég
ped que forma el complejo. El hecho es que la formacidn de
comple jos no puede determinarse por medio de datos de difrac

cifn de rayos X en el caso de materiales liofilizados., = = -

Ay

Por consecuencia no era la preparacién del comple~

jo de indomethacin-ciclodextrina lo que se revelaba en el ar
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wna mezela fisica de la sal aménica de indomethacin y ciclo-
dextrina. Segin las observaciones de los inventores de la
presente las sales de indomethacin no pueden cerrarse en un
complejo de inclusién de ciclodextrina puesto que las sales

demuestran ser demasiado iénicas, es decir hidréfilags, - - -

ios‘autores japoneses mencionados anteriormente se
fijaron como objetivo la preparacién de un complejo molar

121 pero no tuvieron éxito, = = = = = m c c c Cc C v~ w -~

La presente invencién se refiere a la préﬁaracién
de un complejo formado por aproximadamente dos moléculas de

ciclodextrina y una molécula de indomethacifNe = = = = = = =

El indomethacin puede considerarse como un compueg

. to bifuncional desde el punto de vista de la formacién de

complejos de inclusién con ciclodextrina, puesto que parte

de la molécula del grupo p-clorofenilo puede constituirse so
la en el hueco de una ciclodextrina, otra parte de la molécu
la, constituyéndose la parte que contiene carboxi en otra mo
lécula de ciclodextrina. La composicién del complejo se ilus

tra segin ello esquemfticamente en la Figura 1, simbolizando

los discos huecos la ciclodextrina que se verd en la parte in

ferior de la Figura 1. e e e e e e e —— -

La relacién molar de ciclodextrina y de indometha-

¢in es de 2:1. Puede prepararse también un complejo de una
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relacién molar 1:1. Ld formacién de un complejo de wna rela=
cién molar 1:1 no s6lo no disminuye sino que aumenta los
efectos secundarios perjudiciales del indomethacin al mismo
tiempo que la formacién de un complejo de una relacién molar
2:1 reduce considerablemente los efectos secundarice. Los da
tos fisicoquimicos apoyan también la diferencia entreilos
dos complejos, por ejemplo ei valor de la constante de diso~
ciacién de dcido (pKa) aumenta considerablemente por incorpg

racién de los dos anillos de ciclodextring. =~ = = = = = = =

El procedimiento de la invencifn se realiza ha-
ciendo reaccionar la disolucién acuosa de ciclodexirina con
una disolucién de indomethacin en un disolvente inerte. Como
disolvente orgénico inerte se emplean disolventes orgénicos
que disuelven el indomethacin y que no forman complejos esta
bles con la ciclodextrina. Se prefieren los alcanoles Ci-3
(tales como metanol o etanol), las cetonas (tales como la
acetona) o logs éteres (tales como el tetrahidrofurano o el
éter de dietilo). ILa reaccién se realiza preferentemente a
una temperatura de 50 a 1002C, preferentemente a 60-80%2C. La
reaccién s6lo puede realizarse bajo calentamiento puesto que
en el hueco interior de la ciclodextrina existen moléculas

de agua fijadas con enlaces hidrégeno que sélo pueden escin-

" dirse por aumento de la temperatura. lLa reaccién estd acaba-

da al cabo de unas pocas horas. El complejo se aisla prefe-~
rentemente por enfriamiento, filtracién o centrifugacién de

la mezcla de reaceibnie = = = = = I
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Segin otra realizacién de la presente invencién la

ciclodextrina se forma a partir de un almidén prehidrolizado
en la mezcla de reaccién por medio de enzima ciclodextrina-
sa. Segin el procedimiento,’la suspensién de almidén se gela
a wna elevada temperatura (100 a 2002C) y se prehidroliza
parcialmente con alfa~amilasa. El hidrolizado se esteriliza
y se afiade enzima ciclodextrinasa, por ejemplo enzima ciclo-
dextrina-trans-glicolasa de almidén. La conversién se prosi-
gue durante 2-7 dfas a una temperaturs de 40 a 509C. La mez=-
cla que contiene ciclodextrina, asi obtenida, se calienta op,
clonalmente después de dilucién con agua a fin de desactivar

la enzima y se afiade alcohol bajo calentamiento, se anfria

la suspensién obtenida, se filtra y se afiade al filtrado una

disolucién de indomethacin en un disolvente orgénico. La
reaccién de formacién del complejo de inclusién y el aisla~-

miento del producto se realizan como se ha descrito anterior

" mente. La relacién molar de unos 2:1 puede desviarse de la

relacién 2:1 en no mds de + 10%, es decir que la relacién mo

lar puede ser de 2:0,9-1,1¢ = = = = = = R

El nuevo complejo de inclusién de indomethacin en
ciclodextrina, asi preparado, puede formularse por adicién
de vehfculos inertes sélidos o l{quidos y, opcionalmente, de
excipientes farmacéuticos, por métodos conocidos en s{ para

dar composiciones farmacéuticas farmacéuticamente aceptables.

las composiciones farmacéuticas puedm formularse

preferentemente en forma adecuada para la administracién oral,
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por ejemplo en forma de tabletas o cdpsulas. Debe tenerse en
cuenta, durante la formulacién, que el contenido de indome-
thacin del complejo de inclusién es de unos 15 a 20%. Uno

de los componentes del complejo de inclusidn, la ciclodextri
na, es un vehiculo favorable. Segin una realizacién ventajo-
sa la masa de la tableta puede suplementarse mediante otra
cantidad de ciclodextrina y por lo tanto el equilibrio de la
formacién del complejo en un medio bioldégico, en el estéma-
£0, 9 incluso mds desplazado hacia la direccidn deseada y
por lo tanto se reduce adicionalmente la probabilidad de

efecto wlcerante, = = = = - « v v @ - - - w e - .- -

Si el complejo se administra oralmente, la dosis
diaria es de 25 a 200 mg/kg de peso corporal, calculada reg
pecto al contenido de indomethacin del complejo de inclu-
8ién y puede administrarse en una o varias porciones durante

R - T I I I

Los nuevos complejos presentan varias ventajas fi-
sicoquimicas y farmaééuticas considerables. E1 complejo pre-
senta el efecto antiinflamatorio del indomethacin pero pre-
genta un efecto secundario considerablemente menos ulcerante
¥y por lo tanto el complejo puede emplearse favorablemente co
mo agente antiinflamatorio que tiene un efecto protector del
embarazo con un efecto secunario perjudicial significativa-
mente reducido. E1 complejo es mucho mds soluble que el indo
methacin. Los ensayos de absorcién demuestran que el indome-

thacin administrado en forma de complejo asegura un mayor ni
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vel sangufneo gue el indomethacin libre y que la absorcidn

del indomethacin a partir del complejo es mis eficaz que en

el caso del indomethacin administrado en forma libre. - -

Otros detalles de la invencifn se ilustran por me-

dio de los siguientes EjemploS. = = = = = = = - - -

Ejemplo 1

Se disuelven 11,35 g (0,01 mol) de beta-ciclodex-
trina en 110 ml de agua y a esta diéolucidn acuosa saturada
se le afiade wna disolucién de 1,78 & de‘in&omethagin en 20
ml de acetona (calculado como 2 moles de beta-ciclodextrina
por 1 mol de indomethacin) bajo agitacién a 702C. Lasdisolu-
ciones se combinan y la mezcla de reaccibén se enfria durante
6 horas y 12 horas en una nevera. Bajo la refrigeracién se
separa un precipitado blanco y cristalino que se filtra, se
lava con acetona o éter frios y se seca gobre pentéxido de
fésforo. El contenido de indomethacin del complejo se deter
mina disolviendo la substancia cristalina en agua bajo suvave
calentamiento y con descomposicién mediante alcohol. Entonces
la substancia se somete a fotometrfa a 320 nm. El contenido
de indomethacin del complejo es del 14%, relacién molar: beta-

ciclodextrina : indomethacin = 110,46 = = = = = = = = = =

Los espectros de UV del indomethacin liberado del
complejo y del indomethacin original son idénticos, = - - =

ELl hecho de la formacién del complejo se demuestra
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por medio de las siguientes observacioness: — = = = = = = = =

Ensayos de solubilidad

Tento el indomethacin como su complejo en ciclodex
trina a wna relacién molar = 2:1 son substancialmenie insolu
bles a pH = 2. A wn valor de pH de 4 la solubilidad del com-
plejo es mayor en el 33%, a pH = 6 en 112%, a pH =~ 7 en
223% y a pH = 8 mayor de 1000% del valor del indomethacin.

Por cromatografis en cepa delgada se demostré que

bajo tales circunstancias el indomethacin no se descompone.

Aparece una diferencia significativa en 103 espec—
tros de IR de indomethacin, bete~ciclodextring y del comple-
jo de inclusién de indomethacin y ciclodextrina a una rela-
cién molar de 2:1, puesto que desaparece en el complejo la

benda de 1618 cm~| caracteristica del grupo p—clorbarilo. -

El Roentgenograma del diagrama de difraccidn de rayos X en

polvos demuestra que la punta intensa caracter{stica de la
ciclodextrina, que aparece normalmente a 2 (@= 10,02 es des-
plazada a 2 (@) = 10,52 en el complejo. Segin el artfculo:
Chem. Pharm. Bull. 23, 3062 (1975) el diagrama de difraccién
de Roentgen de la mezcla ciclodextrina~indomethacin preparada
por liofilizacién no presentd caracteristicas significatives

alg'unas.-----:---—-‘-n--.........................._
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Ensayos de difusién

Los dos lados de una célula de difusién se separan
por medio de una membrana semipermeable. En una mitad de la
célula se dispone indomethacin con un tampén de pH = 7 y en

la otra mitad se dispone un tampén purg. = = = = = = - = - =

Después de 4 horas a temperatura ambiente el indo~
methacin se ha distribuido entre los dos lados de la célula
a una relacién de 50:50% y el equilibrio es completo. Si la
disolucién de indomethacin~-tampén se coloca de nuevd en uno

de los lados pero se coloca en el otro lado la misma disolu-

.cién tamponads de beta-ciclodextrina habrd mds indomethacin

en el lado de la beta-ciclodextrina después de 4 horas res-
pecto al lado del indomethacin, la ciclodextrina "bombea"
parte del indomethacin debido g la formacién del complejo.
Si se coloca una disolucién del complejo de beta-ciclodextri
nasindomethacin = 2:1 ya al principio en uno de los lados de
la célula y una disolucién pura de tampén en el otro lado en
tonces puede hallarse en el lado inicial mds del 70% de indo
methacin después de 4 horas y el equilibrio s6lo puede lo=-

grarse en aproximadamente mds de 10 horags. = = = =« = = = -« -

Ensayos 6pticos de dispersién de rotacién

la ciclodextrina no presenta absorcién de UV pero
presenta rotacién 6ptica, mientras que el indomethacin pre-

senta absorcién de UV pero no presenta rotacién 6ptica pues=~
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to que no contiene ningin 4tomo asimétrico de carbono. El

_complejo de la relacién molar 2:1 tiene rotacién éptica y

también absorcién de UV y por lo tanto aparecen los efectos

Cotton provocados en la zona de las bandas de absorccifén ori-

ginal.---—-nq------t-- -------- - ws e» =m o=

Los espectroé circulares de dicroismo demuestran
que incluso a una disolucién molar 10"4 aparecen de 0V a
20% de los componentes en un estado asociado, es decir que

el complejo es mAsS bien estable, = = = = « = m = = v = - - -

Ensayo de cromatograffa en capa delgada

La cromatografia se realiza sobre una capa de
Silicagel G; como sistema revelador se emplea una mezcla al

98:1,5:0,5 de cloroformo, etanol y acetona y el cromatograma

. 8e rocia con 1 g de p~dimetilaminobenzaldehido + 50 ml de

dcido clorhidrico al 36% + 50 ml de etanol y, después de ca=~
lentar a 502C, el valor Re del indomethacin es de 0,92 y el

valor Ry del complejo indomethacin-ciclodextrina de relacitn

‘molar 2:1 es 8610 de 0,10, = = = = ~ - - - - - - a -

Determinacidn de los valores pK

Se disolvieron, en una mezcla al 1:1 de agua y eta
nol, a 25%C, 6,1 mol/litro de cloruro potdsico y 1073 mol/1i
tro de indomethacin y un complejo de ciclodextrina e indome-

thacin de una relacién molar al 1:1 y wn complejo de ciclo~-
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dextrina e indomethacin de una relacién molar de 2:1. Las di
soluciones se titularon con hidréxido sédico utilizando un
electrodo de vidrio y se determinaron los valores de pK. El
PK de indomethacin es igual a 5,39 y el pK del complejo mo~
lar 1:1 es igual a 5,43 (substancialmente igual que el pK

del indomethacin), siendo sin embargo el pK del complejo 2:1

de5,54-"‘---‘--- ----- o en e e em e e

Este resultado demuestra indirectamente que en el
complejo de relacién molar 1:1 el anillo de ciclodextrina
puede hallarse relativamente en mayor cantidad que el grupo
carboxi, es decir en el grupo p-clorofenilo, mientrns‘que en
el complejo de relacién molar 2:1 ambas partes de la molécu-
la de indomethacin estén incorporadas en un complejo por lo

que el valor de PK, aumenta, es decir que se reduce el caric

ter 4Cid0. = = m = = - - - - .- - - - - - _m—-——- - - - - - .

Le actividad del complejo de ciclodextrina e indo-
methacin de una relacién molar 2:1 y la ausencia de la acti-
vidad inhibidora de Ulceras del complejo de relacién molar

131 se demuestra por medio de los siguientes ensayos bioldgi

El complejo al 1:1 se preparé como se ha descrito
en el Ejemplo 1 pero se hizo reaccionar 1 mol de ciclodextri
na con 1 mol de indomethacin. lLa toxicidad subaguda del pro-
ducto obtenido se ensayé de lé misme forma que la toxicidad

del complejo al 2:1. Los resultados de ensayo se describen a
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Continuacitn, = = = == = = = = = = —m .- —————-—- -

Ensayo de resorcifn

Se dividieron 72 ratas ayunadas en 3 grupce. Se ad
ministraron 5 mg de indomethacin al primer grupo y complejo
de ciclodextrina que contenfa 5 mg de indomethacin al segun~
do grupo y el tercer grupo (control) recibié sélo agua. Des-
pués de cierto tiempo se decapitaron‘3~3 animales y e san-

graron hasta morir. El suero se separ$ de la sangras y se de-~

-terminé el contenido de indomethacin por cromatograffa de ga

ses descrita en W.G. Perry: J. Chromatogr., 89, 110 (1974);
Helleberg E.: J. Chromatogr., 117, 167 (1976)¢ = = « = = = =

Tos resultados se ilustran en la Figura 2 en los
que el nivel de sangre (ordenadas) de las ratas, provocado
por el indomethacin o por ciclodextrina-indomethacin de una
relacién molar 2:1 (siendo en ambos casos la cantidad de in-
domethacin de 5 mg) se puntea contra el tiempo (abscisas) ra
sado después de la administracién. Como puede verse en la Fi
gura el indomethacin administrado en forms de complejo asegu
ra un nivel sanguineo superior que el indomethacin libre du~

rante todo el tiempo, = = = = « = = - - - - -

CD + IND = complejo preparado segin el Ejemplo 1. = = = = =
IND = Indomethacinie = = = = = = = = = = - ¢ - v = = = =

Ensayo de la actividad protectora del embarazo del indometha-

cin y del complejo de indomethacin-beta-ciclodextrina en ra-
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tas ovarictomizadas

Compuesto de ensayo: Complejo de beta~ciclodextrina: indome=

thacin a una relacidn molar de 2:1, = =

Substancia de referencia: indomethacin = = = = = oo -

Animales de ensayo: ratas hembra de un peso medio ae 308 g,
derivadas de la cepa 18 CFY = ~ = = = =

Tratamiento

El diecisieteavo dfa del embarazo se eliminé el
ovario de los animales y los animales se colocaron indivi-

dualmente en jaulas. Se di6 a 6 de los animales, per os,

1,25 mg/kg de peso corporal de indomethacin suspendido en

agua al dieciochoavo dfa del embarazo y se dio a 6 de los

animales, per os, un complejo que contenfa la misma cantidad

de indomethacin, suspendido también en agua. = = = = = = = =

Se utilizaron 6 animales como control. = = = = = ~

Por la mafiana de los dfas diecinueveavo y veintea-
vo del embarazo se repitié el tratamiento. Asf, los animales
recibieron en total 6,25 mg/kg de peso corporal de indometha
cin y de un complejo que contenfa wna cantidad correspondien

te de indomethacin. = = = = = = = «w = - = = - = om— .




- aomabidt

50

10.

15.

20.

Resultados:

Los animales se disectaron por la mafilana del vein-
tiunavo dia despuéds del embarazo. Se determind el nimero de
abortos a partir del nimero de implantaciones del udtero y
del nimero de los fetos que quedaron en el UYtero. Los anima-
les de control, con una media de 16,1% de todos sus fetos,
se dejaron vivos. Dos de los seis animales tenfan ﬁna canti=-
dad de aborto del 100%. En los snimales tratados con indome-
thacin se dejaron vivos el 58,8% de todos los fetce ¢ en los
animales tratados con el complejo se dejaron vivos el 66,7%
de todos los fetos. En comparacibén con el control tento el
tratamiento con indomethacin como con el complejo aumentaron
significativamente el porcentaje de la retencién de log fe-
tos pero cuando se comparé el indomethacin con el complejo

no se observé una diferencia considerable en su actividaed. -.

Ensayos farmacolégicos

Ensayo farmacolégico de la actividad antiinflamatoria

Compuesto de ensayo: complejo de beta-ciclodextrina-indometha

cin de una relacién molar = 2,1, = - -

Compuesto de referencia: indomethacin, — = = = = = = = = = «

Animales utilizadog: La actividad antiinflamatoria se ensayé

en ratas hembra derivadas de la cepa CFY, utilizdndose 10-10

animales para cada substancia y cada doSiS. = = = = = = « =

Al principio de la serie de ensayos se utilizaron
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enimales de 4-5 semands de un peso medio de 90~110 g. Se uti
lizé también un grupo de control de 10 animales en la serie

del ensayo. = .- e = e w w m m ew

Tratamiento: la actividad antiinflamatoria se investigé en

un ensayo agudo. Los animales recibieron el compuesto.de en~
sayo y el indomethacin de referencia per os en forma de wna
suspensién preparada con 1% de metilcelulosa a través de una

sonda esofigica,. = = = = = = ¢ w « = = - - . - - - - - -

Una dosis de 0,1 ml/animal de una disolucién al
0,5% de carrageneno inductor de inflamacién se administré

subplantariamente tanto a los animales tratados como a los

Nno tratadog. = = « = = @ v = - - = e . e e e m wm e e e an =
Dosis:

Se administré complejo de beta-ciclodextrina-indo-
methacin a dosis de: 8,06~16,12-24,18-32,24 y 40,3 mg/kg e
indomethacin a dosis de 1-2-3-4-y 5 mg/kg. El compléjo de
beta-ciclodextrina-indomethacin contenfa 12,4%. Un mg de in-
domethacin es equivalente a 8,06 mg de complejo y las ante-
riores dosis se administraron para una mejor comparacién. EL

grupo de control recibié 1% de metilcelulosa per 08. = = = -

Investigacidn:

Se determind la actividad antiinflamstoria en ratas

ayunadas durante 16 horas, = = = = - = - e . - .-
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Iratamiento:

Las substancias antiinflamatorias se administraron
per os a los animales de ensayo, dédndose el carrageneno in-
ductor de inflamacién subplantariamente y se administré a ca
da animal 1 ml de agua de grifo templada per os. Después de
3 horas del'tratamiento los enimales se sacrificaron y se mi
dié el peso de las patas separadas de los animales no trata-
dos y de los tratados con carrageneno. La separacién se rea-

1izé por encima del metacarpl. = = = = = = = = = ~ - - - - -

Evaluacién

Se calculé en el mismo animal la diferennia de pe-
808 de las patas no tratadas y de las ftratadas. ELl asumento
de peso del grupo de control se consider$ como 10C0% y los re
sultados del grupo tratado se compararon con los resultados

de los animales de control,s = = = = = =« = = @ « « «c - - - -

Se calculé en porcentajes la actividad antiinflama
toria en el caso de los animales tratados con dosis diferen~
tes de complejo de beta-ciclodextrina-~indomethacin y de indg
methacin. Los resultedos obtenidos se ilustiran en la Figura
3, cuyas ordenadas representan porcentaje de agente antiin-

flamatorio y cuyas abscisas representan dosigs. = « = = « = -

Segin los resultados de ensayo de los inventores sg

bre la actividad del beta-ciclodextrina-indomethacin y del



5

10.

15.

20.

-19 -

indomethacin en comparacibén con la inflamacién aguda, no
existe diferencia significativa entre las actividades anti-

inflamatorias de las dos moléculas. e e e e —-

La actividad antiinflamatoria aumenté en propor-
cién gl grado de aumento de la dosis y la actividad se des-
plaza hacia el complejo. Asi, el indomethacin es ejor absor

bido respecto al complejo que si el complejo no se da en for

ma de cOMPlejo. = = = = = @ = - - - —— - .- - - '

Investigacién de la velocidad a la que actda el compuesto y
duracién de la actividad

El compuesto de ensayo, la substancia de referen-
cie, los animales, el tratamiento, las dosis y la investiga-
cién son todos como se ha descrito anteriormente. Las dife- i

rencias pueden hallarse a continuacifn: = = = = « = = = - =

En esta serie Se realizaron las siguientes investi

ZCi0NeS: = = = = = " - - - - - - - e .- - - -

1. Administracién simulténea del agente antiinflamatorio con
carrageneno, evaluacién en momentos diferentes (3, 6, 24

¥y 28 horas después del tratamiento). = = — = = = = = = -

2. Se dio carrageneno 1, 2 y 3 horas después de la adminis-
tracibn del agente antiinflamatorio y los resultados se

~ evaluaron después de 3 horas. Los animales se sacrifica—
ron con éter y se pesaron las patas separadas no trata-
das y las patas separadas tratadas con carrageneno. Las

\



56

10.

15.

20.

- 20 -

patas se separaron por encima del metacarpo, = = = = = =

Evaluacién

Se caleulé la diferencia de peso de las patas no
tratadas y de las tratadas del mismo animal. El aumento de
peso del grupo de comtrol se considerd como inflamacién del
100% y los resultados de los grupos tratados se ccmpararon
con este control. La actividad antiinflamatoria se calculé
en porcentajes y los resultados gse puntearon en las Figuras

4 y 5 (ordenadas = actividad, abscisas = tiempo). = = = = -

1. Cuando se ensayl el agente antiinflamatorio jun
t0 con carrageneno los resultados demostraron que Ja activi-
dad antiinflamatoria podfe observarse y valorarse adn 3 y 6
horas después de la administracién de carragenenoc pero que
después de 24 y 48 horas la actividad de carrageneno dismingy
Ye en tal grado que los resultados no pueden evaluarse de
forma realista. Segin los resultados de ensayo de los inven-
tores el complejo de beta~ciclodextrina-indomethacin disminu
y6 la inflamacién mds eficazmente que el indoﬁethacin ¥y su
actividad casi no disminuyé 6 horas después del tratamiento,
mientras que en el caso del indomethacin la inflamacibn au-

menta después de 6 horas en vez de disminuir (Figura 5). = =

2. Después de 1, 2 y 3 horas de haber procedido a
la administracién del agente antiinflamatorio carrageneno y

3 horas después de la evaluacién se observa que la actividad
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antiinflamatoria del complejo de beta-ciclodextrina-indome-
thacin es mds alta que la del indomethacin y que la pendien-
te de las lineas (Figura 4) demuestra que el indomethacin en

cerrado en un complejo actia mis rdpidamente como agente an-

tiinflamatorio que el indomethacin., = = = = w = = = = « = =

Puede resumirse que el complejo de beta-ciclodex-~
trina~indomethacin actlie mds rdpidamente y durante mds tiem-

Po que el indomethacifn, = = = = = = = = = = = = = = = = = =

Ensayo de toxicidad subaguda del complejo de beta-ciclodex-
trina-indomethacin en ratas (ensayo de ulceracién)

El compuesto de ensayo es complejo de tetva-ciclo-
dextring~indomethacin como el preparado segin el Ejemplo 1 y

el indomethacin es una substancia de referencia. — - = = - =

Animales:s

Se realizé ensayo de toxicidad subaguda en anima-

les macho y hembra derivados de la cepa CFY y se trataron

10-10 animales para cada substancia y para ratas macho y hem

bra para cada WMNa. = = = = = = = = = - « - . e = m - o - -~

Al principio de la investigacién los animales te-
nian 7 semanas y pesaban 150-170 g. Los animales se mantuvig
ron a temperatura constante (22-242C) y bajo humedad relativa
constante (45~50%), Durante el tratamiento los animales se so

metieron a una dieta normalizada y bebieron agua ad libitum.
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Tratamiento:

Se ensay$ la toxicidad subaguda durante 4 horas.
Los animales se trataron diariamente en el mismo momento del
d{a, por la maflana. El compuesto de ensayo y la substancia
de referencia se administraron en forma de una suspensién
preparada con metilcelulosa al 1% a través de una sonda eso-
fégica. Los animales del grupo de control recibieron metilcg
lulosa al 1% per os. El aumento de peso de los animales y

su estado clinico se registraron durante el tratamiento cada

Dosis:

1. Control: suspensién de metilcelulosa al 1% 0,2 ml./100 g

PEY 0B = = = = = ™ = = o - - - - m - — - = - - -

2. Suspensién de 40,3 mg/kg de beta~ciclodextrina-indometha-

3. Suspensidn de 5,0 mg/kg de indomethacin per 08. = = = = -

Investigacifn: los animales se trataron durante 28 dfas. - -

1. Se observé erosilén en el 10% de los animales macho del

grupo -tratado con metilceluleosa al 1% = = = = = = = = =

2. E1 30% de los animales macho tratados con 40,3 mg/kg del

complejo murieron como mgximo el séptimo dfa y el 30% de
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los animales hembra murieron como méximo el veinticincoa~-

3. E1 80% de los animales macho tratados con 5 mg/kg de indg
methacin murieron como m4ximo el catorceavo dfa y el 60%

de los animales hembra murieron como méximo el veintiuna-

vo dia' - s e E e me em wp W e W e

El nimero de lgs dlceras y de las erosiones con re

lacién a los animales tratados en los grupos individuales se

halle en la siguiente tabla., = = = = - '; I
dlcera erosién

machos hembras machos. hembras

control 0/10 0/10 1/10 © 0/10

40,3 mg/kg CD-Ind 2/10 1/10 4/10 4/10

5,0 mg/kg Ind. 7/10 6/10 9/10 7/10

El tamafio de la tlcers no excedi$ del tamafio de

wa cabeza de agUjas = = = = = = = - = = - - - =

Aumento del peso cogppral'

Los pesos corporales registrados cada semana se re
sumen en la siguiente tabla. Los resultados demuestran que
el aumento de peso corporal de los animales macho y hembra
tratados con el compuesto de ensayo y el compuesto de refe-—
rencia no difiere significativamente del control. Los valo-

res de peso corporal de los animales hembra y macho tratados

con 5 mg/kg de indomethacin dan una cifra real sélo hasta la

tercera semana del tratamiento debido al gran porcentaje de
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muertes.--—-»---:-----.....-_ ——————— -
Aumento medio del peso corporal (g)
0 1 2 3 4 (semana)
Machos
control 152,5 196,5 240,5 276,5 300,5
40,3 mg/kg CD-Ind 61,0 206,2 253,8 303,6 339,3
5,0 mg/kg Ind 164,5 210, 7 212,5 287,5 320,0
Hembras
control 154,5 183,0 209,0 222,0 241,0
40,3 mg/kg CD-Ind 164,5 190,5 212,0 212,0 228,5

El siguiente ensayo demuestra que la formacidn de wa comple—

jo de una relacién molar = 1:1 no disminuye los efectos se-

cundarios perjudiciales del indomethacin

16 mg del complejo de una relacién molar 1:1 prepa
rado como se ha descrito anteriormente equivalen a 5 mg de
indomethacin. Como compuesto de referencia se utiliza indo-

methacin puro. = = = @ = = w0 = = = = = = = = = = = - -

Animales: Se realizé un ensayo de toxicidad subaguda en ani-
mz2les macho y hembra derivados de la cepa Long-Evans; se ira
taron 10-10 animales para cads compuesto de ensayo y tanto

para animales hembra como macho. Al prinecipio del ensayo los
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animales}tenian 7 semdnas y eran de un peso corporal medio
de 140-160 g. Los animales se mantuvieron a temperatura cong
tante (22-242C) y bajo humedad relativa constante (45-50%).
Durante el tratamiento los animales se sometieron a una die-
ta normal y bebieron sgua ad libitum. - - = = - - = -

Tratamiento: El1 ensayo de toxicidad subaguda corrésponde a
un perfodo de tratamiento de 4 semanas. Los animgles se tra- -
tan diariamente en el mismo momento de la maflana. E1 comple~
jo de una relacién molar 1:1 y la substgncia de referencis

se gdministraron en forma deiung suspensién en metilcelulosa
al 1% a través de una sonda esofigica. Los animales del gru~
po de control recibieron metilcelulosa al 1% per os. El au~

mento de peso y el estado clfnico de los animales §§ regis-

traron cada semana durante el tratamiento. — = = « @« w w =

- Dosgis:

1. Control: 1% metilcelulosa, 0,2 m1/100 & per 08 = = ~ - ;
2. Suspensién de complejo al 1:1 16 Mg/KE Per 08 = = = = = =
3. Suspensién de indomethacin 5 mg/Kg Per 08. = = = = = = =

1 mg de indomethacin equivale a 3,2 mg de complejo

al 131 == == == = = - - e

Invegtigacién:

Los animales se trataron durante 28 dfas. El dfa
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veintinueveavo los animales sobrevivientes se sacrificaron
con éter y se prepararon el estémago y el duodeno. También
se prepararon el estémago y el duodeno de los animales que

hab{an perecido durante el trgtamiento. ----------

5 - En cada caso se examinaron macroscépicamente la
membrana mucosa del estémago, 1la bilis y los intestinos y se

determiné el nimero de eventuales dlceras y erosiones. — - -

Regultados de ensayo:

la muerte de los animales tratados ¥ el nimero de
10. Hlceras hallado en cada grupo respecto al nGmero de logs ani-

males tratados en cada grupo se dan en las siguientes ta-

Letalidad

dfa 72 dfa 14¢ dfa 212 dfs 282

machos hembras machos hembras machos hembras machos hembras

control o/10  0/10 ©0/10  0/10 0/10  0/10 0/10 0/10
comple jo
al 11 5/10  1/10 7/10  2/10  7/10  3/10 9/10 9/10
16 mg/kg

indomethacin 0 1/10 10 2/10 “1 '
5 mg/ke 4/1 / 4/ / 5( 0 310 6/10 6/10
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Ulceras y erosiones
Erosién Ulcera
Grupo machos hembras machos hembras
Control 3/10 2/10 0/10 0/10
complejo 21 1:1 16 mg/kg 10/10  10/10 9/10 9/10
Indomethacin 5 mg/kg 10/10  10/10 8/10. 1/10

El tamafio de las flceras no excedid del tamafio de

mma cabeza de aguja. — = = = =~ = = - e o om e - -

Aumento del péso corporal: Se registrl cada semana pero debi

do a la gran letalidad de los animales macho y hembra trata-
dos con 16 mg/kg de complejo al 1:1 y 5 mg/kg de ‘indometha-

cin la evaluacién no es realista. = = = = = = = = =@ = = - -

Sintomas clinicos:

A partir del tercer dfa del tratamiento se observa
ron sintomas de bradinosis y de depresién en animales trata-

dos con 5 mg/kg de indomethacin y 16 mg/kg de complejo al

"~ 131. Estos sintomas se observaron hasta la muerte de los ani

males o hasta el veintiochoavo dfa del tratamiento respecti-

vamente, = = = = « @ - @ - - - - - - e e = e e e

Resumen:

En el 90% de los animales macho y hembra tratados

con 16 mg/kg de complejo de beta~CD-indomethacin (complejo
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al 1:1) los inventores hallaron Wlceras, — -~ = = = = = = - =~

En el 80% de los animales macho tratados con
5 mg/kg de indomethacin y en el 70% de los animales hembra

log inventores hallaron dlceras. = = =« « w = w - N

Segin los resultados de ensayo de los inventores
el efecto secundario perjudicial del indomethacin awsentd en
el caso del complejo al 1:1. EL deseado efecto de inhibicién

de dlceras es presentado sélo por el complejo 2:1. = = =~ = =~

Ejemplo 2

Una suspensién al 304 de almidén se enfrib a 802C
después de gelacién a 1202C y se afiadié 0,2% en peso de al-
fa~amilasa y la mezcla se prehidrolizé parcialmente durante
20 minutos. El hidrolizado se esterilizé y se afiadieron, ba~
jo refrigeracién a 502C, 5 unidades/g de composicién enzimd-
tica de ciclodextrina-trans-glucosilasa de almidén, después
de 1o cual se afiadié 5% en volumen de tolueno, al cabo de
4 horas. La conversién se prosiguié durante 2-7 dias y se lg
gré assi el rendimiento éptimo de ciclodextrina. El producto
de conversién se diluyé con agua hasta un volumen del doble,
se hirvié a fin de desactivar la enzima y se afiadié a 702C
50% en volumen de 96% de etanol. La suspensién asf{ obtenida
se enfrié a 402C y se separé por filtracidén. La disolucién
en acetona de indomethacin se afladié al filtrado teniendo en

cuenta que wnos 70% de la substancia seca estd formada por
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ciclodextrina. E1 complejo de beta—-ciclodex:brina.--indometha.—~
cin se cristaliza bajo agitacién y lenta refrigeracién du-
rante 6 horas y después de almacenar durante 24 horas a 092C.
El compiejo es substancialmente idéntico al complejo descri
to en el Ejemplo 1. La diferencia es que contiene 5-16% de
substancias diferentes de beta-ciclodextrina con respecto a
la substancia seca, parcialmente alfa-dextrina y parcialmeg
te dextrinas lineales. Estos componentes no perturban la ca
pacidad de empleo del producto por lo que no es necesaria
ulterior purificacifn; sélo debe eliminarse el eventual indo
methacin no incorporado en el complejo por medio del lavado
con un disolvente orgdnico como se ha descriﬁo en ¢l Ejemplo

1. El producto final contiene también en este caso 14% de

indomethacin. = « « = = = = = = - - - - " .- ---— - -

Eemplo 3

Se preparan cdpsulas de la siguiente composicién:

Complejo de inclusién segin el Ejemplo 1 166 mg
4cido silfcico coloidal C ' ' 9 mg
talco 5 mg
estearato magnésico 15 mg
almidén de patata 20 mg
azlcar de leche ' 20 mg
celulosa cristalina 40 mg

peso total 275 mg
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Las cépsulas se preparan por tecnologfa de granu-

lacién en seco, conocida en g8l = = = = = = - - - - - - - -

Ejemplo 4

Se preparan tabletas de la siguiente composicién:

complejo de-inclusién segin el Ejemplo 1 330 mg
amilopectina 10 mg
celﬁlosa cristalina 60 mg
dcido estedrico 12 mg
talco 13 mg

peso total 425 ng

Las tabletas se preparan por tecnologfa de granu-

lacién en seco, conocida en 8f. = = = = = = = ~w = - = - -

A los efectos consiguientes se declaran de novedad
¥ propiedad para Espafla, sus territorios y plazas de sobera-

nia, las reivindicaciones que siguen. = = = = = ~ = = = « «
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REIVINDICACIONES

1;- Procedimiento para la preparacién de complegjos
de inclusién de ciclodextrina, particularmente de complejos
de inclusién de wna relacién molar de unos 2:1 formados por
dcido 1-(p-clorobenzoil)-5-metoxi-2-metilindol~3~-il-acético
(indomethacin) y ciclodextrina, caracterizado porqve-cbmpreg
de hacer reaccionar unos 2 moles de alfa~ o beta-ziclodextri
na con aproximadamente 1 mol de dcido 1-(p-clorobenzoil)-5-
metoxi-2-metilindol-3-il-acético bajo calentamiento en presen
cia de un disolvente orgdnico que disuelve el indomethacin y
que no forma complejos estables con la ciclodextrina, y ais-

2.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, carag

terizado porque comprende realizar la reaccién a una tempera

- tura de 50 a 1009C, preferentemente 60 a 80€C. = = = = =~ = «

3.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1 6 2,
caracterizado porque comprende utilizar alcanol 01_3, cetona

o éter como disolvente orgdnico inerte. = = = = = = = = = =

4.~ Procedimiento segin la reivindicacién 3, carac
terizado porque comprende utilizar metanol, etanol, cetona,

éter de dietilo o tetrahidrofuranc como disolvente orgénico

- e e my e WM e W o e e

5.~ Procedimiento segin cualquiera de las reivindi
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caciones 1 a 4, caracterizado porque comprende hacer reaccig
nar la disolucién acuosa de ciclodextring con la disolucién

de indomethacin en un disolvente orgénico. — = = = = = = = =«

6.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac
terizado porque compreﬂde afiadir enzima ciclodextrinasa y
ue disolucidén de indomethacin en un disolvente orgdnico a

una disolucién acuosa del almidén prehidrolizado. = « = = =

7.~ Procedimiento segiin cualquiera de las reivindi
caciones 1 a 6, caracterizado porque comprende separar el
complejo de ciclodextrina~indomethacin formado de una rela- '

cién molar de 2:1 por enfriamiento de la mezcla de reaccidn.

8.~ "PROCEDIMIENTO PARA LA FREPARACION DE COMPLE-
JOS DE INCLUSION DE CICLODEXTRINA": = = = = = = = = = « = =

Todo ello conforme se describe y reivindica en la
presente memoria que consta de treintz y dos hojas, foliadas
y mecanografiadas por una sols de sus caras, y de tres ldmi-

nas de dibujos que la ilusira.
o B
“mgaxchymﬂ'gmpL
e ™
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