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I
INTRODUCCION

Las clclodextrinas que fueron descublertas hace cerca de un sigloduran-
te los tiltimos 30 ainos han despertado un considerable Interés para numerosas
industrias, Incluyendo aquellas relaclonadas con el campo Farmacéutico|21,42,74,

144,176,190.218}.

Incrementado ntmero de revislones y patentes publicadas en diferentes
paises, idiomasy medtos son dedicados ala aplicactén industrial de ciclodextrinas
y cuando menos la mitad de ellos dirigldo hacla aplicaciones farmacéuticas (8,13,
31-34,46,83,84,179,219,225,226,246). Los muchos usos y amplia disponibilidad de
ciclodextrinas aunado a consideraciones econémlcas juega un papel decisivoen

este desarrollado Interés {225].

Al infciar este trabajo, mi propésito es evidenciar a través de la recoplla-
cién bibliogrifica. en forma coherente y concreta que las ciclodextrinas (alfa,
beta y gama) por su capacidad para formar complejos de inclustén con moléculas
organicas e inorgdnicas Involucran una genuina Encapsulacién Molecular (la
cual implica el entrampamiento espaclal de una molécula huésped en la cavidad
de una molécula anfitrién sin que algin enlace covalente sea formado) y

confleren propledades ventajosas sobre las moléculas originales [218,224,246].

He constderado pertinente iniclar con un capitulo en que se describe una
sintesis de su evolucién histérica, asf como la estructura y propledades (fisicas,

quimicas y fisicoquimicas) de las ciclodextrinas.



En el subsecuente capitulo se aborda la produccién de las mismas a
través de enzimas obtenidas de cultivos bacterianos, asi como caracterfsticas de
los mismos conslderando ademas métodos de sintesis total, produccién enziméatica

asi como produccién continua de ciclodextrinas.

En segulda se abordan los métodos de estudio referentes a el Metabolls-
moy Toxictdad de las ciclodextrinas, los cuales son de gran importancia para un

aproplado uso de las mismas.

En el sigulente capitulo se enunclan y describen los procedimientos

adoptados para ¢l anéllsis y separacién de las ciclodextrinas.

Laformactén de los complejos de inclusién de ciclodextrinas condiversas
moléculas (tanto en medio sélido como en solucién acuosa), asi como los dife-
rentes métodos de estudio para detectar la presencia de dichos complejos, estan

cubtertos en el capitulo V1.

Posterlormente se hace alusién a sus funciones de Inclusién, las cuales
han sidoaplicadas efectivamente a farmacos, alimentos, cosméticos, agroquimi-
cos y otros.

Pueden incluir:

a) conversién de un material liquido dentro de un producto sélido.

b) enmascarando un sabor u olor desagradable de un producto o compuesto.

c) supresién de una incompatibilidad de compuestos sin complejar con otros
farmacos o exciplentes en una formulaclén.

d) estabilizacién de un compuesto que pudo de otra manera ser sensible a

temperatura, hidrélisis, autooxidacién, fotodegradacién, etc.



e) incrementando la solubilidad en medlo acuoso y facilitando la emulsificacién
de un compuesto de baja solubilidad.

f) aumentando la absorclén "in vivo" y por consiguiente la biodisponibilidad de
un faormaco de baja solubilidad.

g)reacciones especificas (como cat4llsis) pueden ser hechas més selectivamente
por la inclusién de grupos funclonales especificos.

h) alterando la ruta de formacitn de productos Isoméricos {83,190,218,246].

Tambiénseincluye unaseccién dediscusién deresultadosy conclusiones,

asf como también la bibllografia consultada para la realizacién de este trabajo.
Finalmente espero que el resultado de esta recopilacién bibllografica

pueda servir como una guia de estudio para el conocimiento de esta nueva forma

farmacéutica




n
Estructura y Propiedades de las Ciclodextrinas.

2.1. Desarrollo Histé6rico de las Ciclodextrinas.

I::l primer reporte en la literatura del aislamiento de una substancla
reconocida como ciclodextrina fue hecho por A. Villiers (1891}, a partir de dige-
ridos de Baclllus amylobacter sobre almidén de papa. Villiers obtuvo unapeque-
fia cantidad (3g de 1000 g de almidén) de un material cristalino al cual llamo

“celulosine” debido a su semejanza en algunos aspectos a la celulosa (21,42},

La descripcién de su preparacién, aislamiento asi como diversas carac-
teristicas fueron hechas por Schardinger en los aios de 1903-1911 [32). En
1904, €l los caracteriz6 como oligosacéridos ciclicos. Es por esta razén que las
ciclodextrinas sonreconocidas por algunos autores como “dextrinas Schardinger”
1190). Aunque también son conocidas como “cicloamilosas”, “cicloglucanas” 6

“ciclomaltooligosacaridos” (8.21).

A partir de 1935 durante un perfodo de 15 afios al cual French llamé
“Perjodo de Maduracién” 189), las mayores contribuciones acerca de la quimica
de las ciclodextrinas fueron desarrolladas por Freudenberg y colaboradores,
quienes establecieron que las ciclodextrinas estan constituidas de unidades de

D-glucosa unidas por puentes glucosidicos a-(1-->4){42).

El! nombre de ciclodextrinas que ahora es comiunmente usado, fué
sugerido por Cramer (21). Una descripcién detallada de su desarrollo histérico
es dada por Clarke y col. (8,21].



2.2 Estructura de las Ciclodextrinas,

Las clclodextrinas son olligosacéaridos ciclicos, cristallnos, homogéneos,
no higroscépicos {224) de caracteristica forma cllindrica, constitufdos por un nti-
mero variable de unidades de D-glucosa unidas por puentes glucosidicos a-(1-->4).
De acuerdo al ntimero de dichas unidades son asignadas por la literatura griega

como: alfa-(at) con sels, beta-(f) con slete y gama-(y) con ocho [8].

Sundararajan y Rao (207] demostraron que ciclodextrinas con menos de
sels unidades de glucosa, no es posible que existan debido a el impedimento

estérico.

Homo6logos superiores (de nueve o mas unidades de giucosa), han stdo
identificados. Sin embargo tienen como inconvenlente que su produccién es
extremadamente pequena, son dlificlles de purificar y sus habilidades para

formar complejos de tncluslén no son significativas {8).

La férmula estructural de las clclodextrinas es (C H,,O,)n {144, y su
estructura quimica se Hlustra en la fig. 1.

La forma particular de la molécula requlere un arreglo especial de los di-
ferentes grupos funclonales (8.31). De talforra quelos grupos hidroxilos secundartos
(delos &tomos de C-2y C-3 delas unidades de glucosa) se locallizan en el extremomas
ancho del anillo, mlentras que los hidroxilos primarios (sobre el 4&tomo de C-6 de la
unidad de glucosa) estan en el lado angosto, como se observa en la fig.2. Esto ha

hecho que el exterlor de las ciclodextrinas sea decididamente hidrofilico [8,33,.246].



Fig. 1 Estructura de las ciclodextrinas.

. Hidroxilos
Cavidad , Secundarios
Apolar :

e

Hidroxilos
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Fig.2. Esquema de la Estructura Funcional de Ciclodextrinas.



2.2.1. Caracteristicas de la Cavidad.

En unarepresentacién plana de lamolécula de ciclodextrinas, la cavidad
esta constituida por un antllode grupos C(3)-H, un anillo de oxigenos glucosidicos
y otro circulo de grupos C(5)-H {246), lo cual produce una elevada densidad
electrénica por lo cual la cavidad actia como unabase de Lewis [34,89) y por ende

es altamente apolar con respecto zl agua (31].

La cavidad delas ciclodextrinas tlenen una alta forma de cono, porlocual
los C-2y C-3 estan més ablertos que el C-6. Y los grupos C-H, que abarcan H-1,
H-2 y H-6, estén localizados sobre el exterior de Ja molécula 83).

La libre rotacién de los hidroxilos primarios puede reducir el didmetro
efectivo de la cavidad sobre el lado donde esto ocurre, mientras quelos hidroxilos

secundarios forman cadenas relativamente rigidas no pueden rotar (8].

Lafig. 3. muestra las moléculas de a-, - y y-ciclodextrina conteniendo ala vez
los grupos hidroxilos primarios y secundarios; vistos en un angulo cercano a 45°
relativos al plano del anillo (42,219].

Las dimensiones moleculares de a.-, §- y y-ciclodextrina se muestran en la fig.4
{179,219}, Por otra parte la Tabla 1 nos proporciona los valores de el volumen y

dimensiones de la cavidad de las ciclodextrinas (32,179,224,246).



Fig.3. Moléculas de Ciclodextrinas vistas en un dngulo de 45°.

1,53nm 1,69nm

«cD pco ¥CD

Fig.4. Dimenstones Moleculares de Ciclodextrinas.



Tabla 1. Dimensiones de la Cavidad

Alfa.CD Beta-CD Gama-CD
Profundidad (A) 7.9-8.0 7.9-8.0 7.9 -8.0
Diam.Interno(A) 4.7-5.3 6.0 - 6.5 7.5-8.3
Diam.Externo(A) 14.6+0.4 15.4+04 17.5+0.4
Volumen (A) 174 262 472
ml p/mol de CD 104 157 256
mg p/1 g de CD 0.1 0.14 0.20

CD= ciclodextrina.

2.2.1.1 Métodos de estudio de la cavidad de ciclodextrinas.

El célculo de la polaridad de la cavidad interna de clclodextrinas es im-
portante, ya que esto ayuda a predectr el tipo de compuestos que pueden ser
incluidos en la molécula {69).

Street enuncla, que las cavidades de las ciclodextrinas tlenen casi la
misma polaridad que n-octanol para pireno, a través de datos de intensidad de
fluorescencia (203). '

En el caso especifico de beta-ciclodextrina, Heredla y col. realizaron una
correlacién de las desviaciones espectrales mostradas por N-N-difenflamina en
solventes especificos, encontrando que la polaridad de la cavidad Interna de f-

ciclodextrina es similar a etanol {69}.

Por otra parte Rauch y Knoche informan que cuando ocurren camblos en
1a solvatacién de la cavidad, efectos de relajacién han sido observados en solu-

clones acuosas de a-, - y y-ciclodextrina$ {185).



La cavidad de las ciclodextrinas sin embargo es una propiedad de el
tamaiio y forma de la molécula (21}, la cual es establlizada por puentes
Intramoleculares de hidrégeno entre el grupo C2-OH de una unidad de
glucopiranosay el grupo C3-OH de la unidad de glucopiranosa adyacente {207],
lo cual vuelve ala molécula de ciclodextrina una estructura rigida [8] ademAs de

prevenir la hidratacién con moléculas de agua (246},

La conformacién de las ciclodextrinas en solucién es casi idéntica a su

conformactén en el estado cristalino |224].
2.3 Propiedades de las Ciclodextrinas.
2.3.1. Estructura cristalina.

Una de las propledades caracteristicas de las ciclodextrinas, es que

cristalizan bien en agua y en soluciones acuosas de alcoholes [42,74). Lafig. 5

flustra la forma de los cristales de a-, §- y y-ciclodextrina (224).

Fig.5 Cristales de Ciclodextrinas.



Las cavidades de ciclodextrinas cristalizadas en agua no estan vacias,
sino que son ocupadas por moléculas de agua {225], algunas de ellas estdn
presentes como agua de coordinacién y otras como agua estructural. Evans
suglere que est4 Gltima juega solo un papel sub-alterno, mientras que el agua
de coordinactén actiia princlpalmente sobre el arreglo de las moléculas de agua,

lo cual determina la estructura cristalina [147].

Laestructuradel aguainciufdaenlos hidratos cristalinos de ciclodextrinas
ha sido Investigada por Saenger y col. usando técnlcas de rayos X mostraron que
las moléculas de agua dentro de la cavidad estdn en un dindmico estado de

desorden (189).

Rau y Knoch sugleren que la distribucién de frecuenctas de relajamiento,
caracterizan el desorden de las moléculas de agua incluidas [(185].

Por otra parte Harata hace referencia a la forma cristalina hidratada de
y-ciclodextrina conteniendo 12.3 moléculas de agua, en la cual el anillo esta
altamente distorstonado {59).

Sin embargo, las conocidas formas de hidratos estables para a-, -y y-
ciclodextrinas contienen 6.0, 12.0y 17.0.moléculas de agua respectivamente.
Nal'(al y col. enuncian que la deshidratacién de alfa-ciclodextrina es un proceso
reversible rapido a 1202 C, en el caso de f-ciclodextrina la forma hidratada es
estable en un amplio rango de humedad relativa y cuando se presenta bla
deshidratacién una baja cristalinidad es observada. Para y-ciclodextrina
consideraron que hay una forma intermedia (7 H,O) durante la hidratacién y

deshidrataci6n respectivamente [147).
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Los hidratos cristalinos y formas anhidras amorfas de las tres clclodex-
trinas pueden ser distinguldas bajo microscoplo polarizado [85),

La técnica de difraccién de rayos X es util para investigar el proceso de
transicién entre las formas hidratadas y anhidras de las clclodextrinas [147].

Los patrones de difraccién de rayos X tanto para la forma anhidra como
para hidratos cristalinos de ciclodextrinas se muestra en la fig. 6 (147,224).

Fig.6 Patrones de Difraccién de Rayos X de las Ciclodextrinas.

Cuando la forma de hidrato o anhtdra de a- y p-ciclodextrinas son so-
metidos al efecto de mollenda, a través de mallas vibracionales, pasan de su
estadocristalino a un estadoamorfo de acuerdoalomanifestado por Nakal y col.;
quienes también enuncian quela cristalintdad de dichas ciclodextrinas disminuyé
casf un 8% por 3 min. del efecto de molienda [146}.
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Lin. y col. por su parte sefialan que dicho efecto no solo causa camblos
en el comportamlento molecular de las substancias sujetas a ello, sino que
también mejora la interaccién molecular de las mismas. De tal forma que un
descenso en la cristalinidad de las substanclas molidas causa un incremento en

1a solubilidad y por ende una mayor velocidad de disolucién [118).

Las més importantes caracteristicas fisicoquimicas de las ciclodextrinas
estdn puestas de manifiesto en la tabla. 1I.

Tablail. Ci i de las Cicl inas.

Alfa Beta Gama
No. de unidades de glucosa. 6 7 8
Peso Molecular o072 1135 1207
Solubilidad (g/100ml) de agua a 25¢ 14.5 1.85 23.2
Rotacién 6ptica (a)! en agua 150+0.5 162.5+0.5 177.4+0.5
Forma de los cristales aguja prisma aguja
Punto de fusitn 275 °C 280¢C 275 °C
No. de moléculas de agua en la cavidad 6 12 17
pKa a 25 2C por potenciometria 12,3312 12,202 12,081
% de contenido de agua. 10.2 13.2-14.5 iG
t 1/2 para la apertura del anillo por hora® 6.2 5.4 3.0
Tenst6én superficial (mN/m)® 71 71 71
a: 6n de Inas 0.1 M.

b: en HC1 1 N a 602,
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2.3.2 Solubllidad.
Como regla general la solubilidad de ciclodextrinas se incrementa con

una elevaclén en la temperatura lo cual puede causar la deshidrataclén de

moléculas de agua, sigulendo con una fécll recristalizacién bor enfriamiento

18,31,34,226,246]. La fig. 7 nos muestra una grafica que corroboralo anterlormente

citado [144,154).

Solubilidad (g. 100 mi H,0)

200,

1251+
# r
150
. «-
125
100
P

o 0 40 60 80 100 Tomporatura °C)
Fig.7 Solubtlidad de Ciclodextrinas.

Lo més llamativo de Ia tabla I es la baja solubilidad de B-ciclodextrina

enagua, 1a cual se atribuye a que lamolécula tiene una alta densidad electrénica

" en el centro y muchos puentes de hidrégeno intramoleculares existen entre los

grupos hidroxilos secundarios (8,176,219].
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La solubilidad de las clclodextrinas (-, B- y ¥-) como una funcién de la

temperatura en agua es descrita por la ecuacién:
2.303 loglOm =(3.88 £ 0.02) - (3583 = 18)/ T

donde m= fracclén mol de 1a ciclodextrina anhidra y

T= a la temperatura absoluta [257].

Cuando son comparadas a sacéridos aciclicos las bajas solubilidades de
las ciclodextrinas, es una consecuencia de sus relativamente desfavorables
entalpfas de solucién (AH?) parcialmente desplazado por entropfas de solucién *
mas favorables. En el caso de f-ciclodextrina es menos soluble debido a una
entalpfa de solucién (AH?) menos favorable (mas positivo) y una entropia de

solucién (AS®) poco favorable (mé4s negativo) (85},
Los parametros termodinamicos de las ciclodextrinas son:

AH%(kcal/mol) AS%u.e.) AG®(kcal/mol)

alfa-CD 7.67 13.8 3.58
beta-CD 8.31 11.7 4.81
gama-CD 7.73 14.7 3.34

Lasolubflidad de la ciclodextrina frente a algunos solventes organicos se expone
en la tabla 111 (144).
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Tabla. III. ' Solubilidad en disolventes escogidos (%,w/v) a 25°C.

alfa-CD beta-CD gama-CD
agua/solv. 50/50 0/100 50/50 0/100 50/50 0/100
Metanol 1.2 <0.1 0.3 <0.1 2.8 <0.1
Etanol 09 <0.1 1.3 <0.1 2.1 <0.1
Propanol 0.8 <0.1 1.1 <0.1 0.7 <0.1
Isopropanol 4.7 <0.1 2.5 <0.1 0.6 <0.1
Acetona 1.9 <0.1 0.3 <0.1 0.5 <0.1

El contenido de humedad en equilibrio de las ciclodextrinas (higroscopicidad) se *
pone de manifiesto en la fig. 8 (154]).
00

Humedad(%, w/w)

RH. = 85%
Temp = 30°C
i PR . 1 L ' PR

2 4 L3 L} 19 Tiempo (dias)
Fig.8 Higroscopicldad de las Ciclodextrinas.

-] °——-l>-o
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2.3.3. Hidrélisis.

Como una consecuencla de el arreglo ciclico de las clclodextrinas, no
tienen un grupo final reducldo ni tampoco un grupo final reductor. Por lo tanto
no son descompuestos por Alcalls acuosos callentes [74]. Su resistencia es simi-

lar a la celulosa en base alcalina,

Las clclodextrinas son bastante estables en medio acuoso, sin embargo,
son hidroliticamente rotas por Acidos fuertes para dar oligosacaridos lineales
(glucosa y maltosacaridos) dependiendo de el tamaiio de la cavidad de la ciclo-
dextrina {246},

Las ciclodextrinas son completamente resistentes abeta-amilasas puesto
qué ellas no pueden contener grupos finales susceptibles a el ataque de estas
enzimas y son completamente resistentes a fermentactones de levaduras {42].
Sin embargo, la alfa-amilasa es capaz de hidrolizar ciclodextrinas, aunque

usualmente es a veloctdades muy bajas (8,21,89).

Algunas enzimas microbtanas también son capaces de hidrolizarlas ciclodextrinas,

como puede observarse en la tabla IV,

Tabla IV. Enzimas que Hidrolizan Ciclodextrinas.

Pseudomonas amylodermosa a-amilasa
alfa-ciclodextrina Taka-amilasa A de Aspergiilus oryzae,
Ciclodextrin glicosil-transferasa de B. macerans.

Pseudomonas amylodermosa a-amilasa.
beta-ciclodextrina  Taka-amilasa A de Asperglillus oryzae.

Bactllus subtilis ¥ faccion tipo It

Bacillus subtills saccarifying a-amilasa.
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Pseudomonas amylodermosa c-amilasa

Taka-amilasa A de asperglllus oryzae.
gama-ciclodextrina a-amilasa pancreética de cerdo.

a- amilasa sallvar.

Es conveniente sefnalar que los complejos de yodo-yodurodelas ciclodex-
trinas son semejantes con respecto a los complejos de almidén-yodo (42}, asi
como tamblén mencionar que las ciclodextrinas son espectofotométricamente
transparentes en la regién del visible (133].

2.4 Derivados de las Ciclodextrinas,

En la sintesis de derivados de ciclodextrinas los grupos hidroxilo
secundarios sobre C-2, C-3 y el grupo hidroxilo primario de C-6, han sido el
blanco de atencién de muchas substituciones quimicas, sin peligro de eliminar
el “vacio central” de la molécula conduciendo al desarrollo y caracterizacién de

derivados de Interés farmacéutico [83,138].

Las ciclodextrinas son quimlicamente modificadas para muy diversos
propésitos, por ejemplo, para disminufrla toxicldad en su uso parenteral 6 para
mejorar la baja solubilidad de B-ciclodextrina [8,246).

Afortunadamente el reemplazo dealgiin grupofuncional presenta undraméa-
ticoincremento enla solubllidad; aiin cuando el gruporeemplazante sea hidroféblco
1225.246).

Casl todoslos derivados tienen la capacidad delaformacién de complejos,
sin embargo, 1a estabilidad del complejo es modificada con respecto a la ciclo-
dextrina sin substitutr {179).



19

Un bajo grado de substitucién hace més extensivo el fenémeno de complejacién,
locual puede ser atribuido aelimpedimentoestéricoen la cavidad de ciclodextrinas
por los substtuyentes [138).

Modificaclones selectivas de a- y B-ctclodextrina parala obtencién de derivados
mediante un métedo indirecto y una substitucién directa muestran que este
ultimo es mas eflciente para B-ciclodextrina que para &-ciclodextrina (111,

2.4.1 Derivados de Ciclodextrinas solubles en Agua.

a) Metil-ciclodextrinas: resultan de la metilacién selectiva de grupos
metilo sobre los hidroxilos de C-2, C-3 6 C-6 haclendo la conformacién
macrociclica mas flexible [8). Su solublliidad en agua es mayor, sin embargo,
desciende con un Incremento en la temperatura; también son solubles en
solventes organicos. A concentraciones relativamente altas induce cambios en

I1a superficte celular [8,33,35).

b) Hidroxipropil-ciclodextrinas: noresultan de unasubstitucién selectiva,
se obttenen como compuestos amorfos y han sido preparadas con el objeto de
incrementar su solubllidad en agua tanto en su forma amorfa como cristalina [351.
Son altamente solubles en agua y no hay un descenso con un Incremento en la
temperatura, presentan una actividad hemolitica menor que la ciclodextrina
original, dicha actividad d ye aumentando el grado de substitucién. No
son hidrolizadas por las amilasas del tracto gastrointestinal [36]}.

c)Hidroxietil-Ciclodextrinas: se obtienen por condensactén de -ciclodex-

trina en 4lcalls acuosos con cloruro de etlleno. Son altamente solubles en agua
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y tHenen una baja actividad hemolitica, presentan una baja habilidad para
formar complejos con farmacos lo cual puede atribuirse a su escasa capacidad

para remover componentes de las biomembranas [35.36,225).

d) Ciclodextrinas ramificadas: todas las ciclodextrinas ramificadas son
més solubles en agua que y-ciclodextrina y han sido descritas como glucosil,
maltosil y glucopiranosil. Sonresistentes a la hidrélisis catalizada por a-amilasa
¥y son menos hemoliticas que la ciclodextrina original {33,35].

2.4.2 Otros derivados.
- Etil-ciclodextrinas: la etilacién de ciclodextrinas reduce su solubilidad en
agua de acuerdo al grado de substitucién por lo cual han stdo propuestos como
agentes para disminufr la solubilidad de productos altamente solubles [33,36].

- Polimeros: son substanctas contentendo al menos 2 6 m4s unidades de
ciclodextrinas covalentemente unidas (). Un polimero soluble en agua consiste
de 2 a 5 unidades de ciclodextrinas, mientras que aquellos con un peso mo-

lecular mayor de 10 000 en agua solo se hinchan y forman geles insolubles (35).

- Polimeros con alto peso molecular tienen excelentes propledades desinte-
grantes y pueden ser usados como un exciplente en la compresién directa de
tabletas (s).



m
PRODUCCION DE CICLODEXTRINAS

La producclén de ciclodextrinas sobre una escala industrial ha sido
objeto de diversas publicaclones al respecto (74,154). Las ciclodextrinas se
obtlenen a través de una enzima tipo amilasa (ciclodextrin glicosiltransferasa
(CGT)). procedente de cultivos bacterianos, la cual tene la habilidad de degradar
almidén para dar una mezcla de alfa, beta y gama-ciclodextrina {8,190].

Debldo a la estructura helical de las moléculas de almidén, el producto
intcial de el rompimiento por la acclén de _la enzima (CGT) lleva a una reacctén

intramolecular y productos ciclicos untdos en a-1,4 son formados (21].
3.1 Ciclodextrin Glicosiitransferasa (CGT).

3.1.1. Origen y Caracteristicas

Las ciclodextrinas fueron producidas inicialmente por la accién de
cultivos bacterianos sobre pastas de almidén, creando confusién con respecto
aque sl eran productos de degradactén del almidén, productos de trasformacién
o productos de metabolismo bacterlano [42) ’

Cuando Tilden y Hudson {1939) anunciaron el descubrimiento de una
singular enzima en cultivos de Bacillus macerans, la cual tenia la habilidad de
producir rapldamente ciclodextrinas a partir de almidén sin la produccién de
maltosa, glucosa, oalgiin otro azicar reducido{234]; mucha controversia surgl6

en relaci6n a sl la enzima es una mezcla de dos (0 mas) amilasas, en donde una
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de ellas tiene actividad hidrolftica y la otra produce ciclodextrinas o bien sl la
actividad hidrolftica es una propledad intrinseca de la enzima {42].

El descubrimiento de la ciclodextringlicosiltransferasa ha hecho posible
estudiar €l mecanismo de formacién de las clclodextrinas asf como la relacién
entre su constitucién y el almidén [21). Con respecto a las caracteristicas de
1a ciclodextringlicosiltransferasa de Baclllus macerans podemos sefialar quelos
cristaies de ]Ja misma tienen una forma de varilla (fig.9) [ 106] un peso molecular
de 145000 g/mol, asi como una temperatura y rango de pH 6ptimos de 50°C y
5.0-5.7 respectivamente [9]. Kobayashly col. afirman que la enzima de Baclllus
macerans tiene actividad hidrolftica y por ende las ziclodextrinas no son
productos del metabolismo sintético de los microorganismos [106,234].

La principal caracteristica de la clclodextringlicosiltrasferasa es el no
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Elmétodo usual de laboratorio para obtener la CGT es un medio de papa
cruda y carbonato de calclo sometido al auto-clave, enfriado e inoculado con
unas pocas gotas de un cultivo de Bacillus macerans. El nuevo culfivo se deja
desarrollar de 2 a 4 semanas, se flltra y el fluldo del cultivo contiene 1a enzima
(CGT): la cual puede ser almacenada como tal, Hofllizada o concentrada por
precipitacién con acetona [89,136].

3.1.2. Procedimientos para medir la Actividad de la enzima (CGT).
Para medir la actividad de la ciclodextrin glicosfltransferasa de Baclillus
macerans, la cual se mide en unidades y se define como la cantidad de enzima
que forma lpmol (micromol) de ciclodextrina por minuto [21], han sido pro-

puestos diversos métodos que se enunclan a continuacién :

. -Prueba de Microscoplo: fue desarrollada por Tilden y Hudson, y consiste
en hacer reacclonar una solucién de yodo con unas gotas del fluido del cultivo.
Una pequeiia cantidad de dicha mezcla es vista al microscoplo, en donde los
complejos cristalinos de yodo con las ciclodextrinas se observan como una
mezcla de prismas verdes y hexdgonos azul obscuro caracteristicos de alfa-
ciclodextrina, junto con prismas cafés formados por beta-ciclodextrina. Dicha
prueba se consldera ser la mas Gtil directa y simple para medir la cantidad de
la enzima (234).

Método Colorimétrico: fue publicado por Hale y Ramlius quienes con el
conocimiento de que durante la acclén de 1a enzima sobre almidén se presenta
un substancial decremento en la viscosldad; llevan a cabo la lectura de una
mezcla formada de un buffer de acetato de calcio-4cido citrico, agua con la CGT

y almidén, a la cual se adiciona una solucién de yodo-yoduro de potasioy 4cldo
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sulfiirico. Después de tres minutos se lce su luz de transmisién a 660 my. a
intervalos de 5, 10 y 20 min.

% de Transmision.

)
Unidades de Enzimn.

f12.10. % de t is16n vs. Enzi

Dicho método trataba de medir la actividad de la CGT en forma cuanti-
tativa, basadosobre el descensoenlaviscosidad del substrato (almidén)durante
la enzimélisis. Sin embargo carece de especificidad ya que otras amilasas
también causan cafda en la viscosidad.

En el método de Tricloroetileno la solucién de la enzima es dilufda
sucesivamente para obtener diluciones 1:2, 1:4, 1:8, ..... 1:2°, Un mililitro de
cada dilucién de enzima se mezcla con solucién de almidén soluble al 2%
preparada en una solucién buffer de Tris-HCl y después de 24 hrs. se adiclonan
2.5 ml. de tricloroetileno y 1a suspensién resultante es conservada durante toda

la noche a temperatura ambiente .
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La actividad formadora de ciclodextrina es expresada por la dilucién
limite{1:2") capaz de producir cantidades suficientes de complejos de ciclodextrina-
tricloroetileno precipitantes { 164].

La actividad de la enzima CGT puede ser medida por HPLC, método de

glucoamilasa, espectofotométrico o tricloro-etileno,

Parky Col[177]desarrollaron unsimple y rdpido método de selecclén por
medio del cual la CGT puede ser detectada especificamente sobre un medlo de
agar contenlendo una mezcla de colorantes (fenoftaleina-anaranjado de metilo),
el cual después de ser incubado durante 24 hrs. a 35 °C present6 la aparicién
de zonas claras de 1 a 2 cm. alrededor de las colonias de especles bacterianas.
Cuando los didmetros de dichas zonas fueron comparadas con los resultados
obtenidos a través de HPLC y precipitacién con tricloroetileno una fuerte
correlacién fue observada, lo cual indica que el tamafio de la zona transparente
es unabuenamedida para determinar especificay cuantitativamentelaactividad
de 1a CGT para bacterias productoras de B- y y-ciclodextrinas.

3.1.3 Substratos para la produccién de ciclodextrinas por Ia ciclo-

dextringlicosiitrasferasa de Bacillus macerans,

Se Hene conocimiento que diferentes subtratos de almidén difleren en su
comportamiento con laamilasa de Baclllus macerans, en cuanto ala produccién
total de ciclodextrinas asi como a las proporciones relativas de a-,p-y y-
ciclodextrinas.

De tal forma que estudios comparativos de las fracclones de almidén dio
mas altas producclones de ciclodextrinas que las obtenidas por la fraccién de
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amilopectina; modificaciones al almidén o productos de degradacién dieron

producciones reducidas.

Por otra parte Cramer y Stenile emplearon una CGT de Bacillus maceran
altamente purificada con amilosa y otros substratos, encontrando que con
amilosa muy diluida dié enteramente a-ciclodextrina al iniclo de la accién y
conforme procedia 1a enzimélisis f- y y-ciclodextrina fueron preducidas en
cantidades progresivas, junto con pequenas cantidades de oligosacaridos
reducidos. {42]

En presencla de aziicares de bajo peso molecular en cantidades
considerables, el almidén da cantidades facilmente detectables de ciclodextrinas.
142)

Reclentemente se ha reportado el uso de substratos tales como cassava,

taploca etc. teniendo como tinico producto beta ciclodextrina [105,183).

Rajay col. enunclan que la produccién de beta ciclodextrina a partir de
cassava es aproximadamente 10% basado sobre el peso de almidén [183].

Se concluye que para producciones practicas a gran escala de las ciclo-
dextrinas, el mejor recurso es el almidén sin modificar {42].

3.1.4. M i de Accién de la Ciclodextringlicosiitranferasa.
Samec expres6 sobre la acclén de lJa CGT de Baclllus macerans que:
"basdndonos sobre observaciones podemos decir que las ciclodextrinas estan

formadas de productos de degradaci6én de amilosa, cuyas moléculas no contienen
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untones anormales, se atribuye a Bacillus macerans y a su enzima una accién
hidrolftica que permite cerrar el anillo".

Mas adelante Freudenberg expresé que la CGT puede separar una hélice
de almidén (el cual tiene un arreglo en esplral) y unir los dos fragmentos finales
para dar una molécula ciclica lo cual es reconocido como un caso de
transglucosilacién. (21}

Levine estudié la capacldad de la CGT de Bacillus macerans para
efectuar el clerre del anillo con cadenas cortas de amtlosa, encontrando que los
puentes glucosidicos de las ciclodextrinas estuvieron forrnados solo a expensas
de otros puentes de compuestos de cadena ablertas. Asf como tamblén que la
CGT de B. macerans convertia a-ciclodextrina en f-ciclodextrina en presencla

de un co-substrato (maltosa, sucrosa, etc.)[42}

En base a dichas observaciones se concluyé que la accién de la CGT de
" B. macerans es reversible adem4s de compleja debldo a que cataliza tres
reacclones llamadas:

a) ciclizaclén, b) acoplamiento y ¢} desproporcién. {89,106,238]

G—G,
a) Clelizacién : G-G-G-G-G-G- ,,,_g_q;r__,c./ >Gn + -6

—G'

G=Clucosa a, 8, y-CD (n=1,2,3)
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b) Acoplamiento: / CGT
' G + A————»G-G-G-G-G-CG-A
\G— A= aceptor

c) Desproporcionacién: Gm + Gn_CQT, Gm+x + Gn-x

La acclén de la CGT de B. macerans (21] puede actuar de acuerdo a la

sigulente ecuacitn:

ciclizacién
Gn $==—=—=Gn-6 + a- ciclodextrina
Cn IZ==——===2Gn-7 + - ciclodextrina
Gn—=—=——22Gn-8 + Y- ciclodextrina

acoplamiento

Lafig. 11 muestra la transferencia de un puente glucosidico por la
CGT de B. macerans durante la formacién reversible de ciclodextrinas, la
reaccién de transferencia es Inlclada por el rompimientode un puente glucosidico
en una cadena de 1a CGT unida al substrato [42]

Es convenlente sefialar que las reacciones de acoplamiento fueron
conflrmadas por la separacién de los productos acoplados y por numerosos
experimentos cromatograficos. [21]
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fig. 11 Accién reversible de la CGT de B, macerans, el grupo R puede
ser alguno de una variedad de radicales azficar o no azGcar.

Las reacclones de acoplamientollevan alaformacién de cadenas lineales
que a su turno son convertidas a dextrinas cfclicas mas cadenas lineales de
diferente longitud.

Es conveniente senalar que la formacién de los productos a partir de la
accién de la CGT de B. macerans termina cuando la enzima aparece al final de

un substrato de cadena recta o un punto ramificado.

Finalmente la adsorcién de la enzima (CGT) de Bacillus macerans sobre
intercambtador 16nico débllmente bésico, causa la inmobilizacién de dicha
enzima, lo cual es 1itll en la producclén continua de ciclodextrinas (remitirse a
3.4.4) (63,192).
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3.2. Microorganismos que contienen
Ciclodextringlicosiit, { (CGT),

A fin de establecer un proceso de produccién de las ciclodextrinas (-, -
y ¥-) altamente eficlente y seguro, se ha continuado en Ia basqueda de una
ciclodextrin glicosiltransferasa (CGT) que tenga clertas caracterfsticas como son
las sigulentes: ser adecuada para uso industrial, altas producciones de ciclo-
dextrinas y factlidad para obtenerla [61].

Es por ello que existen reportes de diversos microorganismos que ttenen
1a capacidad de producir la CGT. Enseguida se hace referencia a las CGTasas
que han sido examinadas con mas detalle.

Es importante recalcar que todas estas enzimas (CGT) presentan un
mecanismo de accién semejante al descrito en el punto 3.1.3 para la CGT de

Bacillus macerans [180].

La ciclodextrin-glicosiltransferasa producida por Klelbsella pneumoniae
M?5 (9], tiene un peso molecular de 68000 g/moly un pH 6ptimo de 5.2. Cuando
altas concentraciones de la enzima son usadas las ciclodextrinas resultan ser
substratos para la CGT y su capacidad para atacar decrece en el orden:
a-CD< y-CD< B-CD

Nakamura y Horihoshi encontraron que Baclllus alcalémo ATCC 21783
da una CGT en un med!o con un pH altamente alcalino, dicha enzima muestra
un PM de 88 000g/mol {153}, un punto isoeléctrico de 5.4 asf como dos valores
de pH 6ptimo que son 4.5-5.0y de 7.5-8.5 en los cuales cataliz6 la formacién de
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las ciclodextrinas en un 70% (pH 4.7 ) y 75% (pH 8.5) [1511].

Asf mismo Nomotoy col. reportan que otra especle de Baclllus alcaléfllos
No. HA3-3-2 produce cantidades suficlentes de CGT con un PM de 68 000 g/mol
[163], adem4s de una méxima actividad formadora de clclodextrinas en un pH
de 6.5 y 8.0. [164).

Por otra parte Bacillus circulans en un medifo fermentativo conteniendo
2% de almidén como fuente de carbono dio origen a una CGT con una
temperatura éptima de 55 ¢C y dos pH 6ptimos de 5.5-6.1 y 9.0 [249].

Bactllus sp. IT 25 es una bacterla alslada del suelo, forma una CGT’ )
termoestable con un PM de 72 000 g/mol y un pto. isoeléctrico de 4.3. La
termoestabllidad de la enzima puede atribuirse a los restduos de clstina

presentes en su composicién de amino4cidos {6].

Se hareportado también que una CGT termoestable con un PM de 85 000
g/mol se obtiene a partir de Baclillus alcal6filos sp. 1-5: su pH 6ptimo fiie de 6-
8 y la temp. 6ptima de 50°-602C, generalmente da B-ciclodextrina a partir de
almidén {105).

Katoy col. reportan una nueva enzima (CGT) aislada de Bacillus subtilis
No. 313 con un PM de 64 000 g/mol y un pto, isoeléctrico de 7.1. La enzima es
maés activaa un pH de 8.0y una temperatura de 65 2C; su priclpal caracteristica
es la produccién de y-ciclodextrina sin la presencia de a- y f-ciclodextrina en
los hidrolizados enzimaticos [75,97).
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Tamblén hay informes de que Bacillus stearthermophilus da lugar auna
CGT resistente al calor, con un pH 6ptimo de 5.0-5.5 y una temperatura 6ptima
de 75-80°C {77].

A través de una patente Allenza y Morrell reportan una nueva enzima
extracelular (CGT) con amplios rangos de temperatura y pH, lo cual la hacen
adecuada en aplicactones comerciales dando como producto predominante f3-
ciclodextrina [2).

De las enzimas obtenidas de Baclllus alcaléfilos, existe una que ha sido
objeto de diversos reportes, la CGT de B. alcaléfilos No. 38-2, la cual se obtiene
en un medio con alto pH alcalino y es termoestable [74). La CGT cruda es activa
aun amplio rango de pH ademas de que produce més de 40% de ciclodextrinas
de 15% (w/v) de almidén licuado (fig. 12) [74,154).
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fig. 12. Efecto de pH sobre la formaci6n de ciclodextrina.
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Las ciclodextrinas fueron formadas en unrangodepHde 4.5 a9.0enren-
dimtentos satisfactorios. La enzima es estable a temperaturas mayores de 70°9C;
establlizada por la adicién de calcio y produccién preferentemente de beta-
ciclodextrinas [154,190}.

Yu, Ackly Misawa publicaron que una nueva bacteria aislada de Baclllus
amiloloquefaciens AL 35 produjo altos rendimientos de una CGT cuando se
desarrolloen un cultivo sumergido, La estabilidad dela CQT a altas temperaturas
y pH alcalino (709C, pH 8-10) puede convertr substratos de almidén a alfa-
ciclodextrinas predominantemente [262).

Es oportuno citar que existen patentes de una nueva ciclodextrin-
glicosiltranferasa de Micrococus sp.[144]. .

Finalmente, en la tabla V se resumen las propiecdades de diversos
microorganismos que producen la enzima responsable de la produccién de
clclodextrinas.



Tabla V. PROPIEDADES DE ENZIMAS CGT DE DIVERSOS MICROORGANISMOS

MICROORGANISMO . PESO pH pH TEMPE TERMOES PUNTO % CDs
MOLECULAR QPTIMO ESTABLE RATURA TABILIDAD 150
* OPTIMA  +Ca2+ -Ca2+ ELECTRICO
. ) - -
.Blcﬂlul macerans * 145,000 g/mol 5-5.7 8.0-10.0 50°C 80 —_— 48 20-30
Eﬂelbullﬂ preumoniae * 68,000g/mol 5.2 6075  —— — 45 _— 50
Bactllus megaterium * 686000g/mol 5.5.7 7.0-10.0  55%C 55 —_— 6.07.68 62
:Bac.!l.lul stearthermophtlus  * 5-55 5588  70-75%C 65 70 e 62
Bacillus . 685 7590 5859C 50 _— _— 60
Bacilus . [ —  &oC —_ — —.— —
:Bacl.llu: subtils 313 * 64,000g/mol 8.0 B 859C _— - 7.1 —_
Baclllua ATCC 21873 * 88,000 g/moal —_— 85%C _ — 5.4 70
.
.Baclllul HA3-3-2 * 68,000 g/mol 8.0-11.0 S§5°C —_— — —_—
.Baclllus 8p. IT 25 * 72000g/mol ——— 6.0-05 85-700C — —_ 4.3 —_—
.Baclllu! sp. 1-5 ® 85000g/mol 6.0-8.0 —— 50.60°C — B — —_— —
.Baclllul ap. 38-2 ¢ 85.88,000g/m 4.5-9 6-10.0 45-50°C 85 85 54 es
Bacillus amyloliquefactens  * —— 80100 70°C — ——  —— %5
Micrococcus varians M-848 ¢ — . 8.0 _— 50-60°C —_— _— —— —
.

CD's:ciclodextrinas,

——=valor no reportado.
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3.3. Purificacién de la Enzima (CGT).

La enzima ha sido efectivamente purificada mediante adsorcién de
almidén, de acuerdo a lo reportado por Kobayashi y col. quienes también lievan
a cabo una cromatografia en columna obteniendo una gran cantidad de enzima
purificada [106].

Por otra parte, Nakamura y Horlhoshi mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida y ultracentrifugacién puriflcan la ciclodextrin glicosiltransferasa
[153].

3.4 Pr de Prod {6n de Ciclodextrinas.

La produccién de ciclodextrinas a grosso modo puede ser divididaen las
siguientes fases principales:

- cultivo de un microorganismo productor de la enzima
ciclodextrin-glicosiltransferasa. )

- separacién de la enzima del medio, concentrarla y purificarla.

- conversién enzimatica de almidén prehtdrolizado para dar una
mezcla de dextrinas Uneares y ciclicas.

- separacién de ciclodextrinas de la mezcla de conversién, su
purificacién y cristalizacién [224).

3.4.1. Condiciones para la preparacién de ciclodextrinas.

La produccién de ciclodextrinas a partir de almidén de papa porla acclén
dela ciclodextrin-glicosiltransferasa est4 mas afectada por la coﬁcentraclén de
almidén que por la cantidad de enzima, de tal forma que una baja concentracién
de almidén favorece altas producclones de ciclodextrinas [62).
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De los factores que deben de tenerse en cuenta en un proceso industrial
de ciclodextrinas, estan la concentraci6n de azdcares reducidos debido a que si
hay un Incremento en su concentraclén, se inhibe la formacién de las mismas.
Y la temperatura, la cual puede aumentar la formacién de ciclodextrinas si
después dela desnaturalizacién dela enzima se origina unascensode ésta[260].

Una maxima producclén de ciclodextrinas depende del substrato, asf
como también de la especificidad de la enzima y de ajustes en el Hempo de
reacci6én; puesto que el tlempo de Incubacién 6ptimo para lograr una alta
produccién de clerta ciclodextrina no puede ser igual al empo requerido para
1a obtencién de ciclodextrinas totales (-, -, y-CD )[82]. Debido a que muchas
enzimas (CGT)iniclalmente forman alfa-ciclodextrina, mientras que la formacién
de ciclodextrinas superiores (8- y y-) es mas lenta {224].

Como resultado de un reclente estudto cinético sobre la produccién de
ciclodextrinas, serevel6 quela glucosa no soloeferce un efecto inhibitorio similar
alos aziicares reducidos, sino que se combina con la enzima (CGT) para destruir
1a ciclodextrina producida. De tal forma ﬁue elusode almidén es preferidodebido

a una menor produccién de glucosa durante la reaccién. [24]

3.4.2 Produccién basada sobre el uso de CGT de B. macerans.

La principal caracteristica en la produccién de ciclodextrinas por el uso
de CGT de Baclllus macerans es la necesidad de emplear algan precipitante
organico para mejorar la produccién, debido a las caracteristicas de la enzima
con respecto a pH y temperatura. (89}
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Un proceso de produccién convencional para 3-ciclodextrina, se muestra
enelfigura 13, en el casode a-clclodextrina dicho método se reallza en ausencia
del precipitante al igual que para Y-ciclodextrina la diferencia es que la

enzimélisis necesita ser méas extensa y preciplitar con acetona {42,154].

fig. 13 Pr de Produccién Convencional para f-ciclodextrina,

Suspensién de Almidén

Gelatinizado por cal o licuefacclé
(4cldo ox4lico, o- amilasa bacteriana).

Enfriado 302 - 502 C, pH 5 -6
CGT de Bacillus macerans.

iclor
-decanocl, tolueno, ete.
b
Agltacién por 2 - 3 dlas (formacién de CD)
\ Filtracién o Centrifugacién
v E J
Filgado Pr dos { CD c/sol 3
Descarta Sisterna de Destilacién
¢ 1
Solvente Soln. de CD cruda.
Decoloracién con -
carbén activado/flitrar.
.
Rechaza Concentracién
Cristalizactén
Centrifugacién
Filtrados CDer
% __ Rechaza Secado
4
Producto

CD: Ciclodextrina.
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Mediante este esquema se obtiene una mezcla de ciclodextrinas (-, f§-
Yy Y-) Junto con una serle de dextrinas lineares las cuales se convierten

rapidamente a glucosa por €l uso de glucoamilasa.

Bajo condiciones técnicas blen establecidas, una alta produccién y bajos

costos pueden ser logrados para la conversi6n enzimética controlada.

3.4.3. Produccién de Ciclodextrinas .por CGT de B. alcaléfilos.

La preparaci6n de ciclodextrinas a escala industrial por el usode la CGT
de Bacillus macerans fué intentado en el pasado por Corporacién de Productos
de Mafz Int. y una compaiiia en Japén, pero ellos tuvieron muchos problemas
enla produccién, ya quela CGT de B. macerans no es muy conveniente para uso
industrial debido a la dificultad de producirla, asi como el no ser termoestable.
[154]

Por ofra parte el uso de disolventes (tolueno, trocloroetileno, etc) para
precipitar ciclodextrinas presentan el inconventente de ser caro ademés de

prohibitivo para su empleo en alimentos.

La enzima de Bacillus 38-2 forma muy altas cantidades de ciclodextrina
a partir de almidén, el cual por ser un material crudo barato tiene ventajas
econémicas para minimizar el volumen de reacclén y como consecuencia
factlitar la concentracién del hidrolizado. La principal caracteriztica de CGT de
Baclllus 38-2 es la ausencia de disolventes organicos ( a diferencia dela CGT de
Bacillus macerans ) para la formaclién de ciclodextrinas obtenidas por este
método, como puede ap.reclarse enla fig. 14 [154).
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fig. 14 Produccién de CD's ¢/CGT de Bacillus alcaléfilos sp.

14 Al idé

de

|

cclén GT Bacillus 38-2

Licuef:

Formacién de llclodexu'lnas
Decoloracién
Delonozacién '

b
Concentracién

Crlsta]llzaclén

-
B -CD cristalina Licor madre

2a delonizacién Filtrar gel

concentracién
—
a-CD -CD
il Y
concentrar
cristalizar

a-CD _ yXD

cristalinas.

CD: ciclodextrina,

3.4.4 Produccién Continua de Ciclodextrinas.

Hashimoto y col. reportan un proceso de produccién continua de
ciclodextrinas empleando ultrafiltracién con un sistema de membrana equipado
con nodulos. Asi, una mezcla de ciclodextirinas producidas por la accién de CGT
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de B. macerans es introduclda al reactor para separar las ciclodextrinas,

tentendo que la produccién total de ciclodextrinas fué de 65.5% {65].

Otro método de producctén continua en columna hace usode una CGT
inmovilizada sobre una resina de fntercambio t16nico débilmente bésica o
fuertemente Aclda. Examinando la relacién de la velocidad de formacién de
ciclodextrinas a la cantidad de enzima inmovilizada y la velocidad de flujo; Se
encontro que la formacién de ciclodextrinas puede ser controlada al grado de
incrementar o disminuir el valor de la velocldad de flujo. Si la cantidad de CGT
inmovilizada es mayor, la produccién de ciclodextrinas decrece. Este proceso

requiere de aproximadamente 21 dias para inmoblilizar la enzima [63].

La produccién continua de ciclodextrinas tamblién puede lograrse por el
empleo de enzimas glucoamilsa y a-amilasa especificas inmovilizadas y combi-
nadas con CGT inmovilizada de acuerdo a lo reportado por Su y Young [204],
obteniendo que un 70% de produccién puede ser lograda a partir de almidén al 1%.

3.4.5 Optimizando 1a Produccién de Ciclodextrinas.

La pr‘oducclén de ciclodextrinas es mejorada porla adiclén de compuestos
alifaticos alcallno (1-8 carbonos), ésteres, éteres y cetonas (de 2-4 carbonos)
[237]). La incorporacién de solutos orgénicos, asf como la adicién de C1-6
alcalinos, aumento la producclén de B-ciclodextrina de 18.6 a 35.8 % en pesc
[188].

También puede ser promovida por €l uso de mas de dos especles de
CGT'asas obtenidas de diferentes microorganismos, en este caso el % de
ciclodextrinas fué de 30.8% contra 25 6 23.8% usando solo una enzima [8).
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Hay reportes de que almidén o dertvados de almidén tratados conla CGT
de B. macerans en la presencia de 4cldo butirico o sus sales da origen a una

mayor produccién de alfa-ciclodextrina principalmente {61].

La adicién de lauril sulfato de sodlo (STS) incremento la produccién de
ciclodextrinas de un 51 a un 60%, sin modificar el modelo de reaccién de la
enzima CGT {27,89].

Sila conversién enzimética de almidén es llevada a cabo en la presencla
de un terpenolde tetra o pentaciclico se presenta un aumento en la produccién
de fB-ciclodexirina principalmente con un 99% de pureza de acuerdo a lo In-
formado por Sato y col.[195].

3.4.6 Sintesis Enzimiticas de Cicl rinas.

Sintesis enziméticas de ciclodextrinas se han dado por el uso de una
enzima ciclodextrin-glicostitransferasa iInmovilizada que convierte 3-glucopira-
nosil fluoruro en altas producciones de a-CD, B-CD y oligémeros de maltosa
(233].

Detalforma que unacantidad determinada det substrato (a-glucopiranosil
fluoruro) y enzima inmovilizada son incubados durante 20 min. a 45°C en un
buffer de acetato de sodio a un pH de 6.0. Las producciones fueron 30% de &-CD,
38% de B-CD y 32% de maltoologosacéridos.

Reclentemente, Lee y Kim llevan a cabo la produccién enzimatica de
ciclodextrinas a partir de almidén de mafz sinlicuar en un biorreactor de friccién,
en el cual ocurren simultaneamente bajo condiclones optimizadas la hidrolisis
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de almidén y sintesis de ciclodextrinas. Ellos hicleron uso de Bacillus sp BE101
para obtener una enzima CGT la cual dio respectivamente las sigulentes
proporclones para &-, B- y Y-ciclodextrinas 1.7 : 6.6 : 1.7 [116]. Dicho método
presenta las ventajas de no producir azticares reducldos a partir de almidén sin
licuar en el biorreactor, ademés de que las ciclodextrinas pueden ser producidas

aan a altas concentraclones de almidén.

3.4.7 Sintesis Quimica de Ciclodextrinas.
Ogaway Takahashilogran unasintesls total controlada de @-clclodextrina
mediante el usode 3-glucosli-fluoruro con un pase intermedio para la ciclizacién

intramolecular y una produccién de 0.3% [166].

Asimismo Takahashl y Ogawa describen recientemente la primera
sintesis total de y-ciclodextrina en 21 pasos a partir de maltosa con una
produccién total de 0.02% (227].

Finalmente Takahashi y Ogawa recientemente reportan una sintésis
total de ciclodextrinas por el uso de fluoruros malto-oligosil protegidos para la
sintesis sucesiva de a-, - y y-ciclodextrinas {228].
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METABOLISMO Y TOXICIDAD

Estudios de Metabolismo y Toxicidad detallados son necesarios para
aquellos compuestos que se pretende utilizar en industrias farmacéuticas y
alimenticla como es al caso de ciclodextrinas { 1 79), las cuales noson hidrolizadas
por enzimas del ipo “exo”, que atacan grupos terminales, pero estdn sometidas
a la descomposicién por amilasas del tipo “endo”, {éstas causan hidrélisls
casual) (89, 144].

4.1 Estudios de Metabolismo.

Von Hoesslin y Pringshelm (1923) fueron de los primeros en publicar
sobre el metabolismo de ciclodextrinas. Ellos reportaron que glucégeno no pudo
ser detectado en los higados de conejoy cuyos 6 cobayos, tres horas después de

ser alimentados con ciclodextrinas {4].

Por otra parte, French (1957) reporté que un grupo de ratas alimentadas
con $-ciclodextrina purificada murleron una semana después de estar sometidos
a dicha dieta {42].

Sin embargo, estos experimentos estuvieron limitados en cuanto el
numero de animales o el iempo de duracién de las pruebas, para productr datos

significativos concernientes a el empleo de las ciclodextrinas en animales-[4].
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Los estudios comparativos reportados hasta ahora fueron emprendidos
para clarificar el metabolismo de las ciclodextrinas y han sido evaluados
empleando substratos radloactivos.

Andersen y col. (1963} altmentaron ratas de la especie Wistar tanto con
almid6n como con clclodextrinas marcadas con carbono 14 (**C) y midieron la
radioactividad del diéxido de carbono (“COZ) exhalado como una funclén del
tempo {4).

Con un margen de 17 a 23 horas después de la administracién oral, ia
radioactividad exhalada fue de 58 a 62% con o.-ciclodextrina, 49 a 69% con §-
ciclodextrina y de 59 a 64% en el caso de almidén.

El dtéxido de carbono (*“CQ,) total exhalado fue aproximadamente el
mismo para los tres compuestos, pero existieron diferencias significativas en la

dlstrlbucléﬁ de esta cantidad como una funcién del tiempo.

Con almidén, el maximo de diéxido de carbono radioactivo (1%CO,)
exhalado, se present6 una hora después dela administracién; mientras que con
B-ciclodextrina dicho maximo fue alcanzado entre 8 y 9 horas después de la
administracién como se muestra en la fig.15.

Los resultados muestran que las ciclodextrinas son metabolizadas de
manera similar al almidén, pero a velocidades lentas. Sin embargo, después de
24 horas la cantidad metabolizada total es casi igual [4).
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Por otra parte Szejtli y col. alilmentaron ratas con glucosay B-ciclodextrina

uniformemente marcadas con '%C y midieron los niveles de radioactividad en

sangre [217).

En el caso de glucosa cerca del 20% de la radloactividad administrada,
afin a 10 ml de sangre fue encontraday se manlifestéenlos 10 minutos sigulentes

a su admtnistracién oral.

“C-Almidén.

N

2 4 6 8 1 12 % 16h

Radioactividad Exhalada

Fig. 15 Radiactividad exhalada sigutendo la administracién
de almidén y B-ciclodextrina marcados con '*C por ratas.

Enel casode f-ciclodextrina un méaximo de 5% de laactividad administrada
puede serencontrada en sangre entrela 4ayla 10a hora sigulentes ala adminis-

tracién (fig. 16).

Sobre la administracién de ciclodextrinas marcadas, la meseta en el nivel
radioactivo de sangre es cercano sélo a 1/4 parte del que pudo ser obtentdo con

glucosa.
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Después de 96 horas lamisma radloactividad restidual fue encontradaen
sangre. tanto en glucosa como en f-ciclodextrina. Debldo a esto se pudo obtener
la conclusién de que tamblén las ciclodextrinas son metabolizadas en forma de
glucosa {217).

\{ ,‘C-Glucosa

',
os] “C--CD Nhi‘“k***? ! {

0z e 1 2 s w 20 50 W00Ar

L2

]

Radioactividad en Sangre

Fig.16 Radloactividad en sangre siguiendo la administracién
de glucosa y f-ciclodextrina marcadas.

Otros resultados obtenidos del uso de oxigeno por el homogeneizado
intestinal de rata, empleando aparatos de Warburg, revelaron que el substrato
que se metaboliza més rapldamente es la glucosa mientras que con maltosa y
almidén es menor y en el caso de f$-ciclodextrina, ésta es completamente
resistente (fig. 17)[179,219)

Con respecto a la absorclén de ciclodextrinas intactas, los experimentos
llevan a la hip6tesis de que ésta no puede tener lugar en el estémago o intestino,
lo cual frecuentemente se observa en ensayos “in vitro", empleando sacos
intestinales de rata [217,219).



47

Se estableclé que en caso de utillzar substratos radioactivos, 1a fuente de
dicharadioactividad puede surgir delos metabolitos de glucosa presumiblemente
formados a partir de las ciclodextrinas por la acclén en parte de las proplas
amilasas Intestinales de la rata y en parte por amilasas producldas por la flora
bacterial del colon (44,219,246},

Sinembargo, existen discrepancias concernientes alaabsorclén intestinal
de ciclodextrinas ya que reclentes estudlos fueron realizados por Szabé y col.
(1983) quienes demostraron que fueron lentamente absorbidas por difusién

pasiva a través de las membranas Intestinales {210).

0yt
100 mg 5
150
100 - 4
¥
Substrato &2
50
§/§/§
20 40 60 min

Fig. 17 Consumo de 02 {1: control, 2: B-ciclodextrina,
3: almidé6n, 4: maltosa y 5:glucosa).

Por otra parte Irle y col. (1988) encontraron que las ciclodextrinas son
significativamente absorbldas en los intestinos de rata en la presencia de biils,

usando una técnica de perfusién “in situ” para a-ciclodextrina [78).
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En dicha técnica se mide el tempo de desaparicién de a-ciclodextrina a
una concentracién determinada en Intestino de rata, cuando el conducto biliar
est4 ligado e Intacto: en el primer caso se observé que la absorcién de a-
ciclodextrina fueinsignificantey fue significativamente absorblda en la presencia
de bilis {(ig. 18).

JN r i____._.—f\. 100 r'—.-—f\..—-‘
&
g §\§'—§\§-
Seof 80 -
H \§
E '\{‘ﬁo
500 I et
30 60 90 12 30 60 90 120 i
a) bj min.

Fig. 18. a) (e) c/ligadura y (o) s/ligadura a-CD=0.1mM
b) (@) c/ligadura y (o) s/ligadura a-CD= 10mM.

La absorcién de a-ciclodextrina bajo las condiclones del conducto billar
Hgado, fue promovida por la presencla de una sal biliar (colato de sodio) asf como
también por etilendiaminotetracetato dis6dico (EDTA 2 Na): y sus efectos fueron
totalmente tnhibidos por la adicién de cloruro de calcto (tabla VI)

Los resultados indican que la a-ciclodextrina puede ser absorbida

en el intestino de rata en la presencia de promotores endégenos de la absorclén
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como son las sales biliares; y que ésta se ve afectada por cambios en la

concentracién de tones (Ca 2+) [78].

Tabla VI. Efecto de algunos aditivos sobre la absorcién de

a-ciclodextrina en intestino de rata con ligadura del conducto biliar.

Aditivos % absorbido en 110min.
0.1 mMde a-CD 10 mM de a-CD.
Ninguno 3.12  1.70 0.88 + 2,45
0.1 mM Colato de Na. 19.28 + 3.43 15.55 = 6.34
" 0.1 mM EDTA 2 Na. 24.31 + 3.57 16.57 = 5.08
0.1 mM Colato de Na
con CaCl, (0.1 M) 0.07 £ 2.95

Nakanishi y col. a través de datos obtenidos de un estudlo en lumen del
intestino delgado de rata con el complejo de farmaco-$-ciclodextrina, aseveran
que las sales billares actitan como un agente competitivo en el tracto
gastrointestinal con lo cual se observa un realce en la biodisponibilidad. De tal
forma que la interaccién del complejo de B-ciclodextrina con sales billares en el
lumen intestinal juega un papel importante en la absorcién de fArmacos

[78,157).

Se ha visto que a- y fi-ciclodextrina pueden ser absorbidas, pero solo

escasamente en el Intestino delgado [44).

Nakanishly col. al investigar el efecto de ciclodextrinas sobre laabsorcién

de un farmaco no-absorbible en intestino delgadoy recto de rata empleando una
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técnica de perfusién in-situ, encontraron que la f-ciclodextrina mejoré la
absorci6n del farmaco después de un pretratamiento con adyuvantes como son

deoxycolato de sodlo y laurll sulfato de sodlo [158].

Ahorablen, se sabe quelas amilasas pancreiticas microblanas dealguna
especle alofadas naturalmente en la boca y salivales son aslmismo capaces de
hidrolizar las clclod.extrlnas, en donde se observa una gran tendencia al ataque
de uniones glucosidicas Internas, as{ como la extensién en el tamaito de la
cavidad de las ciclodextrinas {246].

Lavelocidad de hidrélists por dichas amilasas (46,126] es en el orden que

se muestra a continuacién:
¥-CD >> 3-CD > a-CD

En un estudio hecho por Marshall y col. (1981) se encontré que y-ciclo-
dextrina es hidrolizada a velocldades apreclables por a-amilasas de saliva
humana y pancreas, a un pH 6ptimo para ambas de 5.0 (fig.19)[126].

Ladistribucién de maitodextrinas producidas por la accién de o.-amilasa
pancredtica sobre y-ciclodextrina fue dependiente de la concentracién de sus-

trato, mientras que para a-amilasa salival fué independiente.

Las ciclodextrinas son metabolizadas por glucanotransferasade Kletbsella
pneumoniae, ciclodextrinas de Taka diastasay por amtlasas de Aspergillus niger
y oryzae asf como de Baclillus polymyxa [126,144]. ’
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Fig.19 Efecto de pH sobre la actividad de

a-amilasas salivar (o) y pancreética (e).

4.2 Estudios de Toxicidad.

Los primeros reportes sobre la toxicidad de ciclodextrinas reflejaron la

escasa pureza de las preparaciones originales, que probablemente estuvieron
contaminadas con disclventes orgénicos {219].

En todos los estudlos posteriores en los cuales las preparaciones usadas

fueron puras, los efectos de toxicidad de las ciclodextrinas fueron muy bajos.

De acuerdoareportes de la FAO: Nutrition Meeting Report, Series NO. 46
A WHO/FOOD AD/ 70.386, en el caso de almidones modificados - esto incluye a
1as ciclodextrinas-no son necesarias pruebas toxicolégicas [83,176).

Todos los estudios de toxicidad han_mostrado que las ciclodextrinas

administradas oralmente son inofensivas [190).
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Thoma y col. al igual que French y col.[74], emplearon ratas albinas de
1a clase Sprone-Dawely con un rango en peso de 150 a 200 grs. para determinar

Ia toxicldad aguda de B-ciclodextrina siendo sus resultados los sigulentes:

Dosts letal 1/2 (LDg,)
+ Desviacién Standar (g/Kg).

Oral 18.1 £ 1.0
Subcutinea 3.7+ 0.2
Intraperitoneal 0.7+ 0.1

Estudios semefantes fueron realizados por Nifune {190] sobre ratas y

ratones para establecer un valor de LD, con B-clclodextrina.

Valor de LD, ( g / Kg).
Ratén (dy ) Rata(dy @)

Oral > 12.5 > 12,0
Subcutanea > 0.9 > 1.5
Intraperitoneal > 0.9 > 1.2

Szjetll publicé los subsecuentes resultados para B-ciclodextrina [176].

Toxicidad Intravenosa LD;, 0.788 g/Kg (ratas).
Toxicidad Intraperitonal LD, 0.438 g/Kg (ratas).
Toxicldad Subcutanea LD, 0.535 g/Kg (ratas).
Toxicldad Per os LD,, 12.5 g/Kg (ratones)

LDg, 12.0 g/Kg (ratas).
LDg, 5.0 g/Kg (perros).
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Matsuday col.[129])llevaron a cabo pruebas para determinarla toxicldad
aguda (LD50) de ciclodextrinas sobre ratas y ratones: obteniendo valores muy
altos en varias vias de administracion [129,248], como puede verse enla tabla V1.

Tabla VII. Resultados de Prueba de Toxicidad Aguda de Ciclodextrinas (LD50)

Via de a-Clclodextrina p-Ciclodextrina y-Ciclodextrina
Administracién Rata Ratén Rata Ratén Rata Ratén
Hembra | >10,000 8.032.4 >10,000 >10,000 >8,000 >16,000 ~
mg/kg. .mg/kg. mg/kg. mg/kg. mg/kg. mg/kg.
Oral
Macho >10,000 9,235.1 >10,000 >10.000 >8,000 >16,000
mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg
" Hembra 842 921.2 453.3 215.8 2,400 >4,000
mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg
Intravencsa .
Macho 1470 1,014.8 499.5 279.4 >2,400 >4.000
mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg
Hembra — — —_— —— >2,400 >4,000
mg/Kg mg/Kg
Subcutdinea
Macho _— —_— _— —_ >2,400 >4,000
mg/Kg mg/Kg

———- Valor no reportado

El efecto de a- y B-ciclodextrina en la dleta de animales por largos
periodos de iempo fue evaluada, indicando que ratas alimentadas durante tres
meses con una dieta contenlendo 1% de a- y B-ciclodextrina mostraron curvas
de crecimiento y eflciencia en la allmentacién igual a la dieta control no
conteniendo ciclodextrinas [4).



54

Se ha reportado que B-ciclodextrina dada a ratas en dosis de 0.1, 0.4 y
1.6 g/Kg dlarlamente durante sels meses no tuvo efectos adversos sobre el peso

del cuerpo y los componentes en sangre y orina (125].

Susuki al estudiar el efecto de ciclodextrinas sobre el peso de cuerpo y
érganos de ratas, reemplazo almidén pregelatinizado en la dieta por un jarabe
contentendo 30% de a-, 15% de B-, 5% de y-ciclodextrinas y 50% de almidén
hidrolizado. Concluyé que no hubo efectos significativos sobre el desarrollo de

6rganos y tejidos en ratas con la dlaria administracién de ciclodextrinas [89].

Gergelyy col. realizaron un estudio de toxicidad crénica de B-ciclodextrina
durante 6 meses, reportando que efectos téxicos no fueron observados asi como

los sigulentes valores de LD, [53]).

B-clclodextrina ratas ratones
oral >5000 mg/Kg > 3000
subcutinea >1000 ~ 415
intraperitoneal ~ 365 ~ 350

Durante 6 meses fue estudlada la toxicidad oral crénlca de B-ciclodextrina
en forma cristalina o como una mezcla ( 38% de 3-CD, 28% dc a-CD y el resto
de almidén parcialmente descompuesto) con dosis dlarias cercanas a 1.6 g/Kg

de peso en ratas [125), y cerca de 0.6 g/Kg de peso en perro [216].

Efectos t6xicos no fueron ohservados con respecto al incremento en peso
consymo de comida o valores bioquimicos de significado clinico.



55

Investigaciones patoléglcas e histopatolégicas sigutendo los 6 meses de
tratamlento no revelaron algin signe de toxicidad en los érganos digestivos
sistema nervioso central, sistema cardiovascular o en algin otro érgano
probado; B-ciclodextrina fue ademés carente de efectos embrlotéxicos vy
teratogénicos [83,179,219).

Pruebas cromosomales llevadas a cabo en ratas tratadas durante 6
meses nopudieronrevelar incremento en laincidencia de aberracién espontanea

y/o mutacién de gene {83).

Clclodextrinas administradas subcutdneamente, intraperitoneal ointrave-
nosamente en altas dosis (> 300mg/Kg) puede Inducir dafio renal en rata [41].

La aplicacién parenteral de a-ciclodextrina tuvo como consecuencla
daifio renal a dosis altas, pero a bajas dosts multiples {100mg/Kg inyectadas
diariamente por cerca de 7 dias), se encontr6 que es segura al no presentar

efectos noctvos [179].

La administracién parenteral de f-ciclodextrina produce una serie de
cambios en la apariencia vacuolar de los tiibulos préximos del rifién, las cuales

estan asocladas con degeneracién mitocondrial y nefrosis [41).

Ciclodextrinas intactas pueden ser acumuladas en el riiién y debido a
que no son hidrollzadas faclimente, eventualmente sobrecargan el sistema a el
punto de toxictdad renal {246].
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Frijlink y col. observaron un Incremento en las cantlidades de colesterol
en ratas Inyectadas con B-clclodextrina. Cuando son administradas intraveno-
samente las ciclodextrinas forman complejos con colesterol en el torrente
sanguineo. Los relativamente pequefios complejos de colesterol-ciclodextrina
después de abandonar el torrente sanguineo medlante la via captilar de poros y
disoclacién del complejo en €l compartimiento extravascular finalmente causa

redistribucién del colesterol desde sangre hacta tejidos [43].

Es por ello que los efectos observados de ciclodextrinas sobre niveles de
colesterol en plasma puede consecuentemente ser descrito como un fenémeno
de redistribucién, en el cual las ciclodextrinas actian como un acarreador de

colesterol [43).

Se considera que las ciclodextrinas son méas eficlentes acarreadores de
farmacos hacla membranas que las proteinas, por lo que la concentracién en
tejidos puede Incrementarse generalmente. Es por ello que el impacto de la
complejacién de ciclodextrinas con clertos fArmacos consecuentemente puede
depender tanto de su relativa afinidad hacla proteinas de plasma asi como su
afinidad de tejido [44].

También se sabe que ciclodextrinas a concentraciones suflcientemente
altas, causan hemdlisis y cambios enlaforma de eritrocitos humanos en el orden

de: B-> a-> y-ciclodextrina en solucién isoténica (fig.20) (8).
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Fig.20 Efectos Hemoliticos de Ciclodextrinas sobre eritrocitos
humanos (0.25%) en un buffer de fosfato isoténico a pH 7.4
y 37¢C. @, a-CD, O, §-CDy O, y-CD.

La hem6lisis inducida por ciclodextrinas es probablemente unresultado
secundario, del rompimientodelamembranadelos eritrocitos. (Posible alteraclén
de Ja estructura mesoféisica de la membrana del eritrocito (absorcién poros

rompimiento)) [246].

Ohtant y col.[169] Informaron que las ciclodextrinas tlenen diferentes
efectos sobre los eritrocltos humanos de tal forma que:

a) enlainduccién de camblo de forma de disocito a esferocitola potencia
observada fué de a>Yy: pero con B-ciclodextrina la hemdlisis ocurrié
antes de que el cambio fuera completo.
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b) en el aumento en la intensidad de fluorescencla de un colorante en
membranas con ciclodextrinas pretratadas, la potencla observada
fue:

B->>v >a.
c) en la liberacién de potasio y hemoglobina, la potencia fue:

B->a >y.

La potencla de ciclodextrinas para solubllizar varios componentes de
eritrocitos fueron:

d) para fosfolipidos a> B > y-ciclodextrina.

e) para protefnas B >>y>a.

Por lo tanto desde un punto de vista seguro, de acuerdo a los estudios
expuestos con anterforidad se puede concluir que las ciclodextrinas son
toxicolégicamente inofensivas si se administran en forma oral [ 1901 Y en casode
adoptar otra via, debe tenerse un mayor cuidado y control en la cantidad
dosificada.

Si la via es cualquier otra que no sea la oral, el farmaco para formar el
complejo de inclusién debera ser potente, cuya actividad farmacolégica sea
maniflesta a una muy baja concentractén, como son las prostaglandinas y la
nitroglicerina por ejemplo [83].
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SEPARACION Y ANALISIS DE CICLODEXTRINAS.

En vista de que las ciclodextrinas son cada vez mas empleadas para
mejorar la calldad, estabilidad y propledades funcionales de productos farma-
céuticos, alimenticlos, agricolas, etc., métodos de separacién y anélisis con una

metodologia actual son necesarios.

Es por ello que en este capitulo se hace referencla a los procedimientos

més frecuentemente empleados.

5.1 Métodos Cromatogrificos.

Schardinger report6 ¢l primer método de separacién de ciclodextrinas, el
cual dependi6 de la baja solubilidad y facil cristalizacién de B-ciclodextrina en
agua; asf como el tratamiento de las aguas madres con alcohol para obtener -

ciclodextrina (ver esquema 1) (42},

Por otra parte, Freudenberg y Jacobi desarrollaron un método para
obtener a- y B-ciclodextrinas puras, y en el proceso también aislaron otra
dextrina cristalina, a la cual ellos llamaron gama-dextrina.[ 21]
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Esquema 1. Separaclién de Schardinger.

Mezcla de Dextrinas
1) agua callente

2} enfrlar
B-ciclodextrina a-ciclodextrina
(cristales fuertes) (finas placas hexagonales)
recristallz6 en agua a-CD recristaliza con
adicién de alcohol en H,0.
f-ciclodextrina a-ciclodextrina
pura pura

Ahora bten Freudenberg, Levine, Pazur y Norberg, llevaron a cabo la
separacién sin acetilacién de las ciclodextrinas (aminorando la complejldad de
procesos anteriores) basando ésto en que la enzimélisis puede ser ajustada
dependlendo del tipo de ciclodextrina deseada.

De tal forma que si la enzimdlisis se realiza en la presencla de un
precipitante (vgr: tolueno o tricloroetanol) se cbtiene a-ciclodextrina. En el caso
de y-ciclodextrina, dicha enzimélisis necesita ser més extensiva y en ausencia
del precipitante (Esquema 2) [42).
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Esquema 2. Fraccionacién de Cliclodextrinas hecha por Freudenberg.
Enzimélisls extensiva Enzimélisis en au- Mezla de CD’s
en presencia de tolueno sencia de preclpitante
Centrifugar o preclpitar con
tricloroetileno
I eftuente se acscarta
< L4
B-cD + ¥-CD a-CD descartar la
—_— T soluclén
remover el to- concentrar a .
lueno p/calen- 25% de sélidos. recristalizar en
tamiento con enfriar 1-prapanol
agua.
a-CD-1-propanol complejo.
1) c/agua.
s 2} enfriar.
B-CD
a-CD pura.
<
recristalizar 1] diluir a 3% sélidos.
enagua A 2) ppt. con bromobenceno.
$-CD pura
solucién {descarta)
disolver en calentar para remover
agua A bromobenceno + 1.5 vol
de 1-propancl al 60%
o
Complejo de y-CD-1-propanol
repetir la cristalizacién
en 1-propanol al 60%.
v 3
Complejo de y-CD-pura-1-propanol lquido madre
(8-CD + y-CD)
1) calentar c/agua remover 1-propanol
2) concentrar de 40-50% sdlidos y se tienen
3) enfriar. B-CD y y-CD crudas.

y-CD pura.
cD d A 1
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Puley y French desarrollaron un método de fraccionaclén para la sepa-
racién de homoélogos superiores de ciclodextrinas después de la digestion
extensiva de -amilasa hasta maltooligosacéaridos [89].

Las ciclodextrinas han sido también separadas por medio de columnas
de celulosa, dando buenos resultados. Sin embargo, no siempre se encontraron
condiciones de separacién adecuadas a pesar de las debldas medidas de
proteccién.

Posteriormente se encontré que resultados reproducibles para o.- y p-
ciclodextrina pueden ser obtenidos usando un gradiente de eluclén con 1-
butanol (I-BuOH) sobre una columna empacada con carbén vegetal, (el cual es
Hiberado previamente de pequerias particulas) la cual puede ser usada varlas
veces si es regenerada después de cada separacién con agua hasta quedar libre
del I-BuOH { 115 1.

Experimentos inlclales con carbén sin estar libre de particulas no fueron
reproducibles cuando se efectuaron con la misma columna (regenerada); ya que
gradualmente la separacién fué peor y la velocidad de flujo se increment6 {como
puede apreclarse en la fig.21), lo cual se atribuye a que las pequeiias particulas
son conducidas a lo largo de la fase moévil.

Si carb6n exentode particulas es usado la velocidad de flujo es casi cons-
tante y eluclones reproducibles se pueden lograr. La fig.22 muestra una mar-

cada separaci6n de glucosa, maltosa, a-ciclodextrina y B-ciclodextrina {1151,
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=columna usada 20 veces, con

velocldad de flujo de 47ml/h

B=columna usada once veces,
la veloctdad de flujo de 42mi/h.

A=columna fresca con una

Rotaclén 0<ptvl_ca.

velocidad de flujo de 40mi/h

Fig. 21 Separacién de a- y f-ciclodextrinas.

Una correcta regeneracién de la columna es importante ya que si l-BuOH
est4 atin presente la completa absorcién de ciclodextrinas no puede realizarse.
chhb meétodo se emple6 como un criterlo de pureza para a.- y f-cictodextrina con
respecto a ellas mismas, asf mismo para determinar la composicién de mezclas

de ciclodextrinas.

] Malit

o ‘Maltosa

‘e

(o)

5 a

E Gluc7\sa . /\ £

-t : | ' / .

- AN A YA
10 20 .3 - a9 &C ) 7c 30 .

Fig.22 Separacién de Glucosa, Maltosa y &- y 8-clclodextrina
con una velocidad de flujo de 132mi/h.
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Por otra parte, Zsadon y col. aislaron a-, - y y-ciclodextrina sobre
columnas conteniendo un gel de dextran denominada Molselect como fase

estaclonaria y empleando agua para la elucién.[265]

La secuencla fué idéntica a la solubilldad por lo que gama-ciclodextrina
estuvo segulda de a- y de B-ciclodextrina. En contraste a y-CD, la retencién de
a- y B-CD., dependi6 significativamente de la temperatura.

Asimismo, Szllasst y col. efectuaron una cromatografia en un gel dextran
Sephadex G15-G25 para una mezcla de clclodextrinas obteniendo tres picos
diferentes. También realizaron cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
sobre columnas de M Bondapak-carbohidrato (M= sflica con un grupo funcional
amino) a 25%C con una mezcla de disolventes de acetontitrilo:agua, separando
répldamente muestras conteniendo a-, - y y-ciclodextrina, ademas de glucosa
y maltosa.[227 | ’

De igual forma, Kitahata y col. separaron y determinaron ciclodextrinas
mediante HPLC con las condiclones anterlormente citadas. En este caso se
report6 que el limite de deteccién fué de 5Smg con un error de 10%.[104)

Zsadony col.[266] publicaron un métodode HPLC tanto paralaéepa.raclén
como anélists de a-, B- y y-ciclodextrinas, en el cual también emplean una
columna empacada de manera simllar a las anteriores: la muestra problema
contentendo a-, f- y y-CD (cada 10mg/ml) y glucosa como un estandar interno
(Smg/ml) en agua destilada. Mezcla de acetonitrilo: agua (25-35% vol. agua)
fueron usados para la elucién. Qlan y col. determinaron las ciclodextrinas{70:30)
con el uso de glucosa como estandar internoy el empleo de MeCN:H20{70:30)[ 182],
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Lafig.23 muestra un cromatograma de alta resoluctén yrapida separacién
de ciclodextrinas y glucosa. Los cromatogramas pueden ser evaluados

cuantitativamente en base a el 4rea de los picos {266].

La selectividad puede ser alterada (incrementada o reducida) cambiando

la composicién del eluyente acetonltrilo-agua.

La aplicacién de HPLC facilita el anAlisis de cerca de 10 muestras por dfa

y son atiles para la cuantificacién de ciclodextrinas.

No obstante Hokse manifesté que el método de HPLC referide antes de
ahora, no puede ser muy adecuado para el analisis directo de ciclodextrinas
procedentes de la conversién enzimética de almidén, ya que la baja solubilidad
del mismo en el eluyente (acetonitrilo:agua) puede causar problemas durante el

- corrimlento de la cromatografia [72].

‘Glucosa

IJ-C D
0 z L 6 B 10 12 IL 16 -
Tlempo {(min)

Fig.23 Cromatografia de la Separacién de CD's y Glucosa mediante HPLC,
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Hokse realiz6 la separacién y anallsls de ciclodextrinas sobre columnas
empacadas con resinas de Intercamblo catiénico (Aminex 50w-X4 (Ca2+)) a
elevadas temperaturas con agua como eluente, encontrando que o-, B- y y-
ciclodextrina estuvleron més tiempo retenidos en la columna que sus analogos

lineares como puede apreciarse en la fig.24 [72].

)

_20 30 _ 40

Tiempo (min)

Fig.24 Separactén Cromatografica de Gluco-oligosacéridos
lineares y ciclodextrinas.

Aqui se reconoce claramente que las interacciones de las ciclodextrinas
con la resina de intercamblo catiénico es diferente a los gluco-oligosacaridos
lineares, lo cual se atribuye a la formacién de complejos entre los iones calclo de
1a resina y los grupos hidroxilo de las moléculas de glucosa que constituyen a

las ciclodextrinas.
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El sistema cromatografico descrito proporclona un método para el
anélisis de ciclodextrinas en la presencia de muchos otros gluco-oligosacéaridos

y puede ser usado cuantitativamente. por la relaclén entre el pico del dreay la
concentracién de ciclodextrinas (fig.25) [72].

:

Pico del Area (x 107%)
g
T

L 1
L) n 1

{5-CD (mg/mt)
Fig 25. Relaci6n del pico del 4rea vs concentracién de §-CD.

Sin embargo, con el conocimiento de que agua pura a elevadas tempera-
turas es altamente corrosivo en su uso comofase mévil enresinas deintercambio
catiénicoy frecuentemente modificala eficiencla dela columna por contaminacién

con trazas de metales provenientes de parte del equipo de HPLC.

Brunt realiz6 una separacién de ciclodextrinas sobre dichas resinas
empleando una solucién diluida (50 p.p.m) de etilendiamonitetracetato de calclo

(CaEDTA) como fase mévil para eliminar la interferencia de metales.{17)

La adictén de una pequeiia cantidad de CaEDTA es ventajosa por que

reduce €l empo de separacién de una mezcla de ciclodextrinas de 36 min.
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{cuando se recurre a agua como fase mévil, de acuerdo a lo citado por Hokse) a
23min.(fig.26).

Asi como la desaparicién de trazas de metales pesados, que tienden a
formar 6xidos Insolubles ocaslonando una pérdida en la separacién; ademas de
que el CAEDTA y las trazas de lones calclo libres en la fase mévil continuamente
regenera la resina, mantentendo la columna en 6ptimas condictones logrando
con ello una mejoria en la forma del pico de la muestra y un alto Incremento en

la sensttividad del sistema [17].

0 0 20 min
Flg.26 Cromatograma de una mezcla de CD's elufdas con

CaEDTA, Picos: 1= a-CD, 2=y-CD y 3=fp-CD

Hashimotoy col. reportan unaseparacién cromatografica de a-clclodextri-
nay glucosa, empleando resina de intercambio cati6énico fuertemente acida en
1a forma sé6dica (Amberlite HFS-47 1X) comprimida con divinilbenceno; encon-
traron que es adecuado para la separacién de los solutos sobre una escala

preparativa [66).
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Ciclodextrinas fueron sucesivamente separadasy purificadas empleando
una resina similar a la anterlormente descrita pero en forma de Bario (Ba2+)de

acuerdo a lo reportado por Fujita y col. [49].

Entre los procedimientos de separacién reportados, la cromatografia

sobre geles de poliacrilamida han sido aplicados para clclodextrinas.

Kainuma y col. {88] obtuvieron una clara desunién de ciclodextrinas
mediante una columna empacada con Blo-Gel P-2 (gel de pollacrilamida) fig. 27.
Junto con un gran pico debido a la glucosa formada por la acclén de la gluco-

amilasa.

La separacién de substanctas sobre columnas de Blo-Gel se considera
que estd basada sobre el Principlo de Exclusién, en donde solo pequeiias

moléculas pueden difundirse dentro del gel {881,

G

300 400 - 500 ‘600 700 800
Volumen de Elucién (ml)

Fig.27 Perfll de la Elucién de CD's y Glucosa.
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Khanolbar y Hosagandi optimizaron un método sobregel de poliacrilamida,
permitiendo una estimaclién semi-cuantitativa de las ciclodextrinas individuales
en los hidrollzados de almidén; ademas de comparar el efecto de inclusién de
huéspedes sobre la movilidad de las ciclodextrinas {103).

Por otra parte Mattson y col.[ 134] describen un procedimiento especifico

" para la cuantificacién de ciclodextrinas Individuales, basado en un mecanismo
de afinidad cromatografica einpleando un gel previamente benzoilatado (Bio-Gel
P-6); dicho gel puede ser utillzado para el andlisis de ciclodextrinas sin una

preparacién espectal de la muestra.

Un sistema de aflnidad blo-especifica de ciclodextrinas involucrando
4ctdo naftoxtacético unido a Bio-Gel P-6 aminado o a celulosa es descrito por
Maikela y col.[122] La separacién completa de ciclodextrinas fué lograda sobfe
Bio-Gel P-6 naftil derivado, el cual fué éptimo para la mixima absorcién de
ciclodextrinas, a diferencia de la celulosa debido a su microcristalinidad.

Por otra parte un estudio sobre adsorbentes especificos en la separacién
y purificacién de ciclodextrinas mostré que cada una de ellas puede ser separada
més o menos especificamente sobre clertos soportes sintetizados de tal forma
que:
a) a-clclodextrina fué adsorbida especificamente sobre soportes
derivatizados con funclones alqutlo,
b} B-ciclodextrina sobre soportes con funciones fenil o fenil substituidas
y sobre funciones naftil unidas através de la posicién 2 y
c)y-ciclodextrina fué especificamente adsorblda sobre un gelderivadode

un compuesto naftil [ 124]
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A pesar de ello, el uso de geles no es muy adecuado para su aplicacién

a escala industrial debldo a que son relativamente costosos.

Hashimotoy col. reportan lafracclonacién de ciclodextrinas obtenidas de
digeridos de almidén, a través de la ultraflltracién de membrana encontrando
que la recuperaclén de ciclodextrina fué de 93.3% [64]

La penetracién a través de fibras huecas hechas de una membrana tipo
Naflon, mostré ser un camino efectivo para separar a-CD de 3-CD y de y-CD.De
tal forma que a-CD con una pureza de 95% fué obtenida después de que una
solucién equimolar de 0.02M de las tres ciclodextrinas fué hecha pasar a través
de las fibras huecas de Naflon. A elevadas temperaturas se aumenta la veloctidad

de penetracién pero se disminuye la selectividad {10}

De entre los métodos més sencillos rectentemente publicados esta el
elaborado por Dou Yongze y col. quienes realizan una cromatografla en papel y
localizaci6én de manchas para calcular el contenido de ciclodextrinas. En el caso
particular de B-ciclodextrina ésta fué localizada sobre papel Whatman y desa-
rrollada con unamezclade n-butanol-etanol-agua(4:3:3),secada y posteriormente

rociada con yoduro de potasio. Este método es simple, rapido y confiable [30].

Un método conveniente para la determinacién de ciclodextrinas por
cromatografia de capa fina [224] puede ser como sigue:una solucién de 5-10 p;l
conteniendo de 30-70ug de ciclodextrinas es aplicado sobre una placa de silica
gel y secada. El cromatograma es desarrollado durante 3.5-4 hr., hasta una

altura de 15-18 cm. con una mezcla de n-butanol-etanol-agua(4:3:3). Después



72

de secadala placa es expuesta a vapor de lodo durante 1 a 2 min. obtenfendose

los sigulentes resultados:

Ciclodextrina Rf Color de Reacclén.
alfa 0.35 Amarillo-naranja
beta 0.39 Verde-amarillento
gama 5-.7 Café

5.2 Métodos Espectofotométricos.

Es importante sefalar que las ciclodexirinas han sido analizadas en
forma directa por complejacién con colores especificos, como lo reporta Kondo
ycol. [109] quienes realizan el anélisis de mezclas de ciclodextrinas empleando
colorantes fluorescentes tales como 2-p-tolutdininaftaleno-G-sulfanato (TNS) y
o-antsaldehfdo. Encontraron que la adicién de ciclodextrinas causa un cambto

en la Intenstdad de fluorescencia de los colorantes.

Enel casode TNS seregistraun incremento a diferencia de o-anisaldehido
queregistraun decrementoapreciableasu fluorescencia, siendo éste proporcfonal

a la concentraclién de ciclodextrinas.

Dicho método es adecuado para aplicaciones de rutina en donde la

composicién de la muestra se mantiene relativamente constante.

Por otra parte Mikel4 y'col.[123) reportan que los ensayos realizados con
anaranjado de metilo, verde de bromocresol y fenoftalefna fueron especialmente
atles en el andlisis de ciclodextrinas, '
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La complejacién de anaranjado de metilo con CD's se caracteriza por un
cambiode color estable a pH neutro durante vartas horas, lo cual evidentemente
contribuye a unaaltareproducibilidad del anélisis adem4s de estar relativamente
libre de Interferencias; en el caso de fenoftalefna est4 fué relativamente especifica

para f-ciclodextrina,

Un método para la separacién de ciclodextrinas por electroforesis capllar
de zona con deteccién indirecta es descrito por Nardl y col. [160]. Puesto que las
ciclodextrinas son compuestos neutros, su electromigracién es medida por la
formacién de complejos de Inclustén con 4cido benzolco, el cual sirve como un
componente que absorbe en U.V. de el electrélito de fondo. La detecctén Indirecta
en UV de ciclodextrinas es posible probablemente debido a la desviacién de el

espectro de absorbarcia de las especies complejadas.

Elmétodo de electroforesis capllar de zona es para unarapiday eficiente
separacién tantode componentes i6nicos y no i6nicos en laquimica farmacéuttca
experimental [160].
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PROCESO DE ENCAPSULACION.

Freudenberg y Cramer fueron los primeros en reconocer una de las
proptedades més relevantes de las Ciclodextrinas: su habllidad para formar
complejos de inclusién con una extensa variedad de moléculas, tanto en medto

sélido como liquido [8,83,246]. asi como con algunos gases raros (22].

Generalmente la formac!én del complejo de incluslén involucra el
entrampamtento de una molécula huésped en la cavidad de una molécula anfl-
trién (representada por ciclodextrinas), sin tener lugar algin enlace covalente
entre ambos. Esta es la escencia de la llamada “Encapsulaclén Molecular™

[21,190,225,246}, primordial objetivo de esta recopilactén bibliografica.

La proporcién molar de la molécula huésped Inclufda en la ciclodextrina
es equimolar en muchos casos, aunque frecuentemente varia con el tamano

molecular, forma y tipo de ciclodextrina {21,144,219].

Los complejos de inclusién con clclodextrinas actiian como st fuera una
solamolécula, porlo cual tanto la fisicoquimica como las proptedades blolégicas

de la molécula huésped se ven alteradas [32).

El compuesto huésped puede ser aislado de la inclusién cuando es
necesario, dicha propiedad difiere de los adsorbentes de sflica y la microen-

capsulacién que han stdo usados por varios afos [1441.
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Lamicroencapsulacién es unmétodo similar ala Encapsulacién Molecular

Yya que en algunos casos se obtlenen los mismos efectos [219]. Sin embargo.

existen diferenclas esenclales entre ambas, las cuales se enunclan en la tabla

VIIL

La encapsulacién con cliclodextrinas se constdera un procedimiento

simple, barato y de gran valor en la tecnologia.

Tabla Vill. Comparacién entre Mi

1, &

Microencapsulacién Encapsulacién Melecular. I
Aplicacién Industrial Desde 1960 Después de 1982.

Escencia de la Tecnologia.

Material de Ia Capsula.

% de la Subst. Encapsulada.
No. de Moleculas en la Capsula
Senaitividad a presién.

Interacci6n entre la pared
de la capsula y la subs-

Aplicacién de una cublerta
s/ia Kt de los

Formacién de complejoa de
basado

granulos o gotas de la subst.
a ser encapsulada
(Proc. Fisico)

Polimeros.

50-95%

10%. 10
Microcapsulas conteniendo
liquido son fragiles.

Insignificante

sobre tnteracclones de
Inclusién (Proc.Qufmico)
Clclodextrinas,
5-25%
0.5-2.0 (generalmente 1}
No Sensitivo.

La clclodextrina en estado
cristalino inhibe la descompo-

tancia encapsulada. sicién de la aubstancia.

Efecto de la disolucién de Disoluctén R d La velt de 1 yla

la subsatancia encapsulada. 1 d son

Liberacténde la Por difusién, disoluctén, En medlo acuoao el equilibrio
E devrad: Py de d )

Accibn Férmaco-cinética,

o rompimiento de la pared.

Efectos colaterales son redu-
cldos, 1a absorcién es retar-
dada y puede ser

e es
de Inmediato.

La absorcién es usualmente
mejornda debido a el disperso
estado molecular.
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6.1 C tejos de Inclusi6n en Soluci A

Los complejos de Inclusién son preparados usualmente en un medio
liquido, los métodos dependen esencialmente de las proptedades de la molécula
huésped (31,219].

En general, moléculas hidrof6bicas o residuos hidrofilicos tienen una
alta afintdad por la cavidad de clclodextrinas en presencia de agua. debidoa que
ésta proporciona una matriz microheterogénea semejante a un disolvente polar

(31,246).

En solucién acuosa, la cavidad altamente apolar de la ciclodextrina es
ocupada por moléculas de agua que estan en un estado energéticamente des-
favorable(repulsién polar-apolar}y son por consiguiente rapidamente substituidas
por moléculas “huésped” menos polares que el agua generando unaalta entalpia
del sistema (fig.28) [21,225].

Los complejos en solucién no son especles estaticas, por el contrario,
continuamente se intercambjan con las moléculas de substrato libre generando
un equilibrio termodindmico y cinético: son relativamente estables ya que son
facllmente separables de la soluctén en forma cristalina a temperaturaambiente
131,246].

En solucién acuosa la molécula “huéped” se encuentra dentro de la
cavidad delaciclodextrina, porlo cualel complejo es rodeado completamente por
una multicapa de moléculas de agua (83,179).
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En Agua b Farmaco

CD disuelta

)
¥)Complejo de Inclusién

y

- Complejo cristalino

Fig.28 Nlustracién esquematica del Proceso de Complejacién
de clclodextrina y huésped por asociacién reversible.

La proporclén molar de las moléculas anfitrién y huésped son usualmente
I:1 en complejos de Inclusién formados en soluclén acuosa, excepto para
complefos con moléculas huésped de larga cadena o bifunclonales {(anaranjado
de metilo, acldo cindmico, etc) en donde las moléculas de ciclodextrina se unen

a una molécula del substrato (70].

Si existe en solucién otro componente huésped con mayor capacidad de
inclusién que el compuesto deseado, la inclusién se lleva a cabo con el primero;
debido a que la ciclodextrina presenta un comportamiento similar a unaenzima.

Es declr, se basa en afinidades polares, formas y tamarios {144].
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La solubilidad de la molécula huésped usualmente se incrementa incre-

mentando la concentracién de ciclodextrina (1g.29) [219].

La interaccién entre una molécula huésped y ciclodextrina en solucién
puede ser estudiada completamente por numerosos métodos fisicoquimicos
(remitirse a 6.6.2) [179].

K, mmol/l
[ 34)

25°C

5. w0 ]
mmoal/i 8-CD
Fig.29 Solubilidad de Menadiona (vit, K3) como una funcién
de la concentracién de $-CD.

Ahora bien la relaclén espacial entre huésped y anfitrién es esencial en
la complejacién: debido a que diferentes comportamientos pueden presentarse
con c/u de las ciclodextrinas, como lo informan Uekama y col.[240) al realizar
un estudio con complejos en soluclén acuosa de tolbutamida en donde la
orientacién del substrato es distinta con «- y B-ciclodextrina,

Aboutaleb y col. afirman que la adicién de clertos acarreadores solubles
en agua (poltetilenglicol, propilenglicol) en una concentracién de 5% (w/v)
reducen laconcentracién de ciclodextrina usadaen la formulaciénde clorafenicol

en solucién.[1)
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8.2 C lcjos de Inclusién en Estado Sélido.

En clertos casos la formacién del complejo en fase sélida es termodt-
namicamente espontdneo, sin embargo, no todas las substancias y no todas las
condictones son adecuadas para la formacién de un complejo de Inclusién [31].
Ademas de que la existencla de un complejo de inclusién en solucién acuosa no

garantiza la existencla del mismo en estado sélido [219].

Desde un punto de vista farmacéutico, sl un complejo de inclusién es
logrado en forma sélida o polvo, este puede ser méas extensamente usado stendo

especlalmente conveniente para admintstracién oral [(113).

El método mas frecuente para la preparacién de complejos en estado
sélido es por agltacién de la solucién acuosa {fria o callente, neutra o 4cida) de
la ciclodextrina con la molécula huésped. Cuando se ha logrado el equilibrio, el
agua es eliminada y el producto es separado en forma sdélida [31,219). No
obstante. este método no es adecuado para la obtencién a escala industrial, ya

que presenta el inconveniente de un alto consumo de agua y ttempo {144},

Para preparacién a gran escala es recomendable usar otros procedimien-

tos, los cuales se enuncian a continuacién.

6.2.1. Método de Coprecipitacién:

Se caracteriza por que la ciclodextrinaen aguay un farmaco en un disolvente
orgénico (etl eter, cloroformo, benceno) son mezclados con una proporcién molar de
1:1(como se muestra en el esquema 3) es importante sefialar que el tipo de disolvente
puede afectar la formacién del complejo de Inclusién {34,113, 148,190].
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Esquema 3. Método de Coprecipitacién.
Farmaco en el sqlvente orgénico.

1) adicién de CD en agua.

2) agltacién p/24hrs a temp. amb.
3) dejar enfriar a 2°C

4} dejar preclpitar y separar.

Solulclén Crl;!a]es

5) lavar c/etileter.
6) secar a 50°C

Muestra

6.2.2 Método de Secado por Congelamiento (Freeze-drying):

Es utll para farmacos solubles en agua, ya que tanto Ia ciclodextrina
como el substrato pueden ser disueltos en agua. Los complejos de inclustén
obtenldos son amorfos generalmente, stendo por ello muy solubles y presentando

una alta biodisponibilidad (esquema 4) [8.48,113].

6.2.3 Método de Amasado:

Se caracteriza por que el compuesto huésped es adicionadoa una mezcla
lechosa de ciclodextrinas y de 2 a § veces més cantidad de agua. Es amasadoen
un mezclador de forma total para obtener una pasta que posteriormente es
secada. El s6ltdo asi obtentdo es lavado con una pequeiia cantidad de disolvente
como éter 6 etanol, para remover los compuestos huésped libres adsorbtdos en

el complejo.[8.33,34,144,190)
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Esquema 4. Método de Secado por Congelamliento.
F: aco

1) adiclonar la ciclodextrina.

2) disolver €n agua c/gotas de NH4.
3) mezclar

4) secado a[50°C

5} lavar conf etileter.

solucién ' Reslduo
B)secar al vaclojtemp. amblente

Muestra

6.2.4 Método de Co-pulverizado:

Dicho procedimiento es puesto de manifiesto por Fujloka y col. y consiste
en someter al farméco a una pulverizacién conalumina y adicionar ciclodextrina
paracbtener un complejo de farméco-ciclodextrina co-pulverizado. Los resultados
de solubilidad son muy similares a los que se obtienen con el de secado por

congelamiento. La formacién del complejo es reversible {48].
Esquema 5. Método de Co-pulverizado

Farmaco en pulverizador con varas de adicién de CD
alimina

co-pulverizado a ( 10 G x 10)
complejo co-lpulvenzado
farmaco-ciclodextrina ( 1:1)
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6.2.5 Calentamiento en un Envase Sellado:

Uno de los met6dos més reclentemente publicados para la preparacién
de complejos de inclusién sélidos, es el expuesto por Nakal y col.[148] quienes
Intentan obtener los complejos por calentamiento de mezclas de ciclodextrinas

'y un farmaco, sin que se requlera de algiin proceso de disoluclén.[34,148)

A grossomado, dicho procedimiento consiste en que unamezcla fisicadel
farmaco y ciclodextrina es sellada en un contenedor después de absorber una
cantidad definida de vapor de agua. Después es calentada a una temperatura

que va desde 43 a 1422C.
El compuesto de Inclusién cristalino es producido cuando el contenedor
es calentado por arriba de 702C. La proporelén molar de combinacién es mayor

que la obtenida por el método de coprecipitactén.[148}

6.2.6 Prep 16n con Ultr ido:

Este procedimiento es expuesto por Nippon, y consiste en que unamezcla
de ciclodextrina y un compuesto son agitados mecédnfcamente y sujeto a
ultrasonido para producir el complejo de inclustén. Una cantidad especifica de
ciclodextrina en agua es calentada a 402C y sujeta a ultrasonido, mientras es
agitada se adiclona el compuesto huésped deseado en forma gradual paraformar
el complejo de inclusién. La produccién fué de 60.7% comparada con 51.3%

cuando el complejo es obtenido por el método convencional [161].

6.2.7 Preparacién de Complejos con Compuestos Organometélicos.
Harada y takahash! reportan la formacién de complejos de inclusién

sélidos de compuestos organometalicos y clclodextrinas, ellos encuentran que
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la adlcién directa de finos cristales de ferroclanuro a una soluclén acuosa de
ciclodextrinas a 60°C da altas producciones de complejos de Inclusién con a-,
B- y y-ciclodextrina en proporclones molares diferentes, ya que en el caso de f3-
¥ Y-ciclodextrina el complejo presenta una relacién 1:1 a diferencia de a-

ciclodextrina que es de 2:1 {58].

Durante la sintesis de complejos de Inclusién con ciclodextrina el
componente huésped puede ser encerrado dentro de la cavidad o simplemente

agregarse a la molécula de ciclodextrina [190].

Los complejos cristalinos practicamente nunca son de una composicién
estrictamente estequiométrica. Sin embargo, son estables si las cavidades del
anillo de ciclodextrina son sélo parclalmente saturadas por moléculas huésped

apolares [219).

6.3 Proceso de Inclusién de los Complejos.

Laformaclén de complejos entre ciclodextrinas y sus moléculas huésped
es descrito de acuerdo a la ecuactén:
Kd
CD + 5 ~——» CD-S Kd= [CD] - [S] mol/1
[CD-S]

y puede ser cuantitativamente descrito por la constante de disoclacién (Kd)
[187,190]. Dependliendo de la naturaleza del substrato Kd puede ser determinada

por el empleo de un substrato que compita con la ciclodextrina, generalmente
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Kd es obtenlda utilizando la graflca de camblo de absorcién del substrato contra

1a concentractén de ciclodextrina { 190].

En el caso de la formacién de un complejo de Inclusién 2:1 el esquema seria:
kd, kd,
2CD+5 ==+ CD:S +CD === CD, S

y es caracteristico para anaranjado de metllo en solucién acuosa(23]. Ahora
bien, sl dos diferentes moléculas de sustrato S1 y S2 son simultdneamente

presentadas ala ciclodextrina, ellas complten y presentan el sigulente esquema:

+S1 +82
/ X

CD- Sl+82._—-—....___—_¢CD 52 + Sl

el cuales Gtil para obtener una constante de equilibrio que no puede ser obtenida
directamente, la unién preferenclal de uno de los componentes es determinada

por las constantes de disoclacién [23,142].

Es importante citar que no existe una correlacién obvia entre las
propledades quimicas (grupos funcionales) de las moléculas huésped y las
constantes de disoclacién.{190] De tal forma que la inclusién no puede

considerarse que depende primariamente del caracter del “huésped”.

Con respecto a los parAmetros termodinamicos como son Entalpia (AH)
y Entropia (AS) pueden ser obtentdos de la dependencia de la temperaturadela

constante de disoclacién. AH stempre es negativa y AS puede ser negativa o
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positivadependiendode lamolécula huésped: loqueindica queel proceso es mas

estable en el estado final que el Inicial [190].

Valores muy exactos de entalpia y entropia pueden ser obtenidos de

mediclones calorimetricas (109,

Finalmente la formacién del complejo puede ser subdividida en varios
pasos (8,23):

a) aproximacién del sustrato y ciclodextrina,

b) eliminaclén de moléculas de agua de la cavidad de
ciclodextrina y la vecindad inmedlata de los grupos hidroxi-fentlo.

c) asimilacién de estas moléculas de agua por ¢l agua circundante
(ganancia en entropfa).

d) interaccién de ciclodextrina-sustrato.

€} posible formacién de puentes de hidrégeno entre ciclodextrina
¥ huésped.

f) reconstitucién de la estructura hidratada alrededor del complejo
terminado.

6.4 Estr de 1os Complejos de Inclusié

La estructura de complejos de ciclodextrina cristalinos no es necesaria-

mente idéntlca con la estructura de los complejos en soluctén [79].

Dependtendo de el tamaiio y caracter i6nico 6 molecular del sustrato en
el estado cristalino las moléculas anfitrién son envueltas dentro de un enrejado
cristalino que puede ser de dos tipos: a) de Jaula y enrejado y b) de canal (fig.30)
1190,246).



Fig.30 Representaclén del arreglo de ciclodextrinas en cristales.
Las cavidades estan sombreadas.

En la estructura de Jaula la cavidad de ciclodextrina es encerrada en
ambos lados por moléculas de clclodextrina adyacentes para formar pequenas
cavidades aisladas, este tipo de estructura para moléculas huésped pequenas

tal como agua y metanol.

Enlaestructurade canal. las moléculas de ciclodextrina son coaxialmente
amonotonadas formando un canal continuo de la cavidad de ciclodextrina,
dentro de las cuales moléculas relativamente grandes o compuestos 1énicos

pueden ser incluidos.

En pocos casos las moléculas huésped son incorporadas dentro de los
intersticlos externos entre las moléculas de ciclodextrina como Inclusiones

enrejadas.
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Cuandolos complejos de ciclodextrina son cristalizados fuera de soluclones
acuosas, muchas moléculas de agua son acomodadas dentro del enrefado como
hidratos cristalinos.[246]

6.6 F jadas p/la for i6n del C lejo de Inclusié

J P1c)

Los complejos de inclusién son estabillzados por diversas fuerzas
Intermoleculares aunque el mecanismode unién es atin materia de controversia,
y han sido discutidos en términos de tnteracclones hidrofébicas, fuerzas de
dlﬁperslén van der Waals o London y uniones de hidrégeno. Es decir, slempre son
enlaces débilles, lo que permite la formacién del complejo en formareversible. En
el caso de sustratos polares las interacciones de Van der Waals y puentes de
hidrogéno. supuestamente tlenen lugar entre los grupos hidroxilo de las

moléculas anfitrién y huésped|56].

Generalmente, la formacién de los complejos de Inclusién de ciclodextrina
estAn asociados con un camblo de entalpia favorable y un desfavorable camblo
de entropfa, por lo tanto, no puede atribuirse a interacclones de solvatacién
clasica.[219]

S1AH? es graficada vs AS?, unarelacién linear es observada enlacual AH?
y AS? estan compensados. La pendiente de la graflca es llamada la “temperatura

de compensacién” 6 “temperatura de iso-equilibrio” y e¢s denotada por Tc. [21]

Menard y col. asumen quela entropia esta probablemente més relaclonada

a la participacién del disolvente en el fenoméno de complejacién.|140)



Es por ello que las slgulentes explicaclones han sido propuestas para
explcar dicho camblo:

a) interacclones electrostaticas de van der Waals entre huésped y
ciclodextrina. Las fuerzas de Van der Waals Incluyen fuerza de
dispersién de London e interacclones dipolo-dipolo permanente.

b) puentes de hidrogéno entre huésped y anfitrién.

c) liberacién de alta energia de moléculas de agua en la formacién del
complejo.

d) liberaci6n de energia en el anillo macromolecular de la ciclodextrina.

Todos estos factores pueden estar Involucrados, pero las relativas con-

tribuciones de cada uno pueden variar de acuerdo a las circunstanclas [83.201].

Varios intentos se han hecho para determinar el alcance de la contribucién
de cada fenémenode los 4 tipos de intersecci6n en la formaclén del complejo pero
a pesar de muchos esfuerzos. no hay un acuerdo general en cuanto a la fuerza

principal qu estabiliza el complejo.(8]

6.6 Métodos de Estudlo para detectar la For i6n de Comp
y la Constante de Estabilidad del Complejo.

6.6.1 Estudios de Solubilidad.
El método de andlis{s de solubilidad de Higuchi y Connors es una téenica
de gran valor, en el campo farmacéutico para valorar la estabilizactén y la

capacidad de solubilizacién de las ciclodextrinas(246], Este procedimiento
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revela que la complejacién no es un simple fenémeno de inclusién ya que

Involucra fuerzas Intermoleculares [83).

El método de estudio conslste en adicionar cantidades en exceso de la
molécula huésped a una soluctén acuosa de ciclodextrina a varias concentraclo-
nes, agitandoa temperatura constante. Después de que el equilibrio es alcanzado
se evalilan los cambios en la solubilidad de Ja molécula huésped. los cuales son

graficados como una funcién de la concentracién de clclodextrina [34).

Sl la solubilidad de un huésped potencial se Incrementa, aumentando la
concentracién de ciclodextrinas, la formacién del complejo en soluclén es

Indlcada [8).

Los diagramas de solubllidad de fase asi obtenidos son generalmente
clasificados en los tipos: A {complejo de incluslén soluble es formado)} y B (complejo
con una Umitada y deflnida solubilidad es formado) como lo muestra la fig. 31.
Ap

A
An

pedseny ejnogion "usuog

Bs

B,
Concn. de CD
Fig.31 Diagrama de Solubilidad de Fases.

[«
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En tipo A varlas posiblliidades pueden ser observadas, el tipo AL es el mas
simpleya que el compuestode Inclusténes solubley presenta una estequiometria
1:1. El tipo Ap es caracteristico de la fermaclén de compuestos de Inclusién de
alto grado, y el tipo An es observado en el caso de soluto/solvente o interaccién

soluto/soluto {34].

En tipo B existen dos postbilldades: Bs y B, para el primero todo el
huésped sélido es consumido y el huésped en solucién es convertido a el
compuesto de Inclusién sélido por la adiclén posterlor de ciclodextrinas. Y en el

tipo Bl el compuesto es practicamente insoluble [32,34].

A partir de dicho dlagrama puede obtenerse la constante de estabilidad
que se deflne como el estado de equilibrio entre la molécula huésped y la
ciclodextrina en agua. El célculo seria a partir de lainclinacién e Intersecclén de
la linea recta Inictal del dlagrama de solubilidad de fases (fig.32) (31.144,246).

- Conen. Molécula Huésped

K = Pendiente
Intersecclén (1- pendiente)

Conc. Molécula Anfitiién

Fig. 32



91

La constante de establlidad puede ser descrita por la ecuaclén 1, donde
X es la concentracién molar del complejo. ay b son las concentraciones molares
iniciales de la ciclodextrina y la molécula huésped respectivamente y m, n son

el numero de méleculas unidas de clclodextrina y huésped en el complejo.

K= (X) eq. 1

{a-mx)m - ( b-nx n

Dichos parametros son significativamente afectados por condiclones
ambientales como son temperatura, pH, polaridad del disolvente. concentracién
por lo cual es Importante controlarlos, ya que cuando esto es logrado, el

comportamiento del sistema es cuantitativamente reproductble {137.140].

La estabilidad del complefo y también las fuerzas manejadas en la
complejacién estan Influencladas por el tamafo molecular del huésped y el
tamaiio de la cavidad de la ciclodextrina [34,150).

Esto proporciona una ventaja adiclonal para usar la complejacién con
clclodextrinas en el campo farmacéutico. Lo cuial ha sido reportado por Uekama
(240] empleando hormonas esteroidales. Este método también ha sido aplicado
por Cohen yLach [83], Hedge [68], por Mazzi y col. [135) empleando un farmaco
anti-inflamatorio no esteroldal. Aboutaleb y col. [ 1] en la formacién de complejos
con clorafenicol, asi como también por Muray col. [143), Erdeny Celebi [38] para
el estudio de complejos de Naproxen, Menard [139) y Deponti [28] solo por citar

algunos.
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Para determinar la constante de estabilidad se han propuesto varios
métodos. entre ellos el uso de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
sugerido por Uekama y col. [242] qulenes afirman que es adecuado para
substancias quimicamente inestables y para sistemas que van acompafiados de

cambios espectrales.

Camblos en el tiempo de retenclén como una funcién de la concentracién
de clclodextrina fueron cuantlitativamente tratados para conseguir la constante
de establlidad.

Pendergasty Connors hacen usode una técnicaexperimental denominada
“Indicador Competitivo™, la cual se caracteriza por que un equilibrioes establecido
entre la ciclodextrina y un Indicador cuyo espectro de absorcidn difiere

significativamente en su forma complejada y sin complejar.

Dicho equilibrio es perturbado por la accién de una molécula huésped
que complite por la ciclodextrina y puede ser aplicable a sustratos altamente
solubles asf como en medio alcalino. La constante de estabilidad se obtiene
midlendo el cambio espectral producido por la alteracién con la molécula
huésped [178],

Asi mismo Hersey y col. hacen uso de métodos de competicién para
investigar la inclusién de tres clases de substratos de diferente tamaiio, tipo de

carga e hidrofobicidad.[70]

De lo més reclente para el célculo de la constante es lo publicado por

Susuki y col., quienes hacen uso del método osmético, el cual examina la
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aplicabilidad de la medida de la presién osmética en términos de descenso del
punto de congelamiento. De tal forma que cuando el complejo fué formado en

solucién acuosa se presento un descenso en la preslén osmética [(209].

6.6.2 Deteccién de Complejos de Inclusién en Solucién.

La interaccién entre una molécula huésped y ciclodextrina puede ser
estudlada por varlos métodos, slendo los més comunes los que se citan a

continuacién [21].

La prueba mas simple de la formacién del complejo es la cristalizacién
inmedlata de el complejo de Inclusién en adiclén de una substancia huésped a
una solucién de ciclodextrina acuosa. Este procedimiento tan simple puede ser
estandarizado: la substancia huésped es agregada a una solucién callente de
clclodextrina de concentraclén elegida apropiada y su luz de transmitancia es
continuamente mediday registrada con una agitacién constante a unavelocidad
de enfriado constante. Bajo condiciones estandarizadas tales curvas de
estandarizacién son muy reproducibles, y ¢/u es caracteristica de 1a substancia

huésped.

6.6.2.1 Espectroscopia Ultravioleta (U.V)

Camblos espectrales han sldo observados y usados para investigar
cuantitativamente la formaclén de complejos de £-ciclodextrina con bencilano
[150], colorantes(201], fenitoin {137), fenotiazidas [173] con un agente
inmunomodulador sintético [28]. Generalmente dichos cambtos espectrales son
similares a los efectos causadaos por camblos en el disolvente. Estos cambios
pueden ser debidos a una perturbacién de los niveles electronicos de energia del

huésped, causados ya sea por Interaccién directa con la ciclodextrina, o por la
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exclusién de moléculas de agua de solvatacién o por una comblnacién de estos

dos efectos [21).

6.6.2.2 Dicroismo Circular (DSC)

Este método consiste en que uno de los componentes de un haz
polarizado en un plano se absorbe més Intensamente que otro, Da pruebas
concluyentes de la formaclén del complejo a concentraciones muy bajas. Este
método ha sido empleado por Uekama, Nakajlma, Fujloka, Mazzl, etc.
[48,135,150,240].

6.6.2.3 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Ha contribuildo grandemente a el entendimiento de las Interacclones
atémicas entre huésped y ciclodextrina, ya que permite identificar una molécula
por laposicién de sus protones y muestra la evldencia més directade la inclusién
de un huésped dentro de la cavidad apolar de la ciclodextrina en soluctén
[21,31,83].

6.6.2.4 Microcalorimetria.

Este método ha sido empleado por Hardee y col. y se basa en medir
directamente las propledades termodinamicas de la formacién del complejo
como son entalpfay entropia. Para pequeiias constantes de unlén, dicha téenica

puede ser mds segura que los espectofotémetricos [60.83].

Giordanoy col. confirman tantolainteraccién como la estequiometria del
complejo de Inclusién entre paracetamol y 8-ciclodextrina por microcalorimetria
[55).
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6.6.2.5 Potenciometria

Moléculas huésped 4dcidas obasicas frecuentemente muestran aparentes
camblos en su acldez o basicldad con la inclusién; camblos en pKa son
observados. Dependiendo de la molécula huésped estos camblos pueden ser
monitoreados potenclométricamente. Es aplicable a los sistemas Involucrados

en el equilibrio 4cldo-base en la complejacién.{21]

6.6.2.6 Polarografia

El uso de polarografia para determinar la constante de establilidad de
complejos de B-clclodextrina ha sido reportado por De Pontl y col. [28]al estudiar
fos cambios polarograficos de un agente Inmunomodulador sintético y 8-
ciclodextrina. El método fué especialmente til debido a la poca cantidad de 8-
ciclodextrina adiclonada para lograr el equilibrio.

6.6.3 Estudios de C jos de Inclusién en Estado Sélido.

P&y

6.6.3.1 Espectros de Infra-Rojo ({IR)

La formacién de complejos puede ser probada en algunos casos por
estudios de infrarojo, pero este método es de uso limitado; debido a que las
bandas de ciclodextrina que representan la mayoria del complejo es dificilmente
influenciada (83,113,135).

Nakalycol. ienen reportadosobre el espectrodeinfrarojode medicamentos

en grandes mezclas [149].

6.6.3.2 Difraccién de Rayos X.
Es el mejor método para detectar la formacién del complejo, ademas de

las precisas relaciones geometricas entre la molécula huésped y ciclodextrina
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pueden ser establecidas y las Interacclones pueden ser identlficadas [31,83). Si
el patrén de difraccién no puede corresponder a el de los componentes puros, se

consldera que la formacién del complejo estd asegurada.

6.6.3.3 Métodos de Anilisis Térmico (TAS)
Son los medlos preferidos para asegurar la formacién del complejo como

también para estudiar la estabilidad del complejo en estado cristalino [(31]).

6.6.3.4 Sistema Térmico Analitico

Es un método bueno para aceites volatiles que pueden formar complejos
deinclusién con ciclodextrina. Asegura quelas moléculas huéspedacomplejadas
no puede aparecer en la atmésfera hasta que una temperatura de 160°C es
establecida (83].

6.6.3.5 Cromatografia de Capa Fina.
Puede ser empleada si un disolvente puede ser encontrado en un
complejo siendo suficlentemente estable. El valor de Rf que presenta el complejo

es menor que el exhibldo por el componente huésped [83].

6.7 Procedimiento General para disoctar ¢l Complejo.

La inclusién es muy usada practicamente, pero si se desea dejar libre al
componente huésped hay varias formas [74,144].

1) Calentamiento: muchos complejos son disociados cuando la solucién
es enfrlada. Complejantes volatiles son removidos por evaporacién o
sistema de destilacién.
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2) Extracclén: los complejantes pueden ser removidos por extracclén con
solventes adecuados como son metil alcohol a altas temperaturas.
Para anélisis por cromatografia llquida dimetil sulfoxido puede ser
empleado para disolver el complejo.

3) Hidrélisis aclda: descomposiclén de ciclodextrina por varlos acidos
pueden llberar la molécula huésped.

4} Hidrdélisls enzimatica: la ciclodextrina es hidrolizada por enzimas
microblanas, perrnitiendo la liberacién de la molécula huésped
(remitirse al Cap. 2).
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APLICACIONES DE CICLODEXTRINAS

La aplicactén practica de ciclodextrinas se ha acrecentado durante los
Gltimos afos debido a que la encapsulacién molecular ha sido introducida en
industrias que manufacturan formas farmacéuticas, productos allmenticios,

articulos de tocador, agroquimicos y otros [8].

Estudlios extensivos han mostrado que pueden emplearse como
catalizadores, en reacctones de fotocontrol, separaci6n de isémeros o produccién

selectiva, asf como en electréntca molecular [190).

7.1 Ciclodextrinas en ¢l Area Farmacéutica.

Freudenberg, Cramer y Plieninger (1953) fueronlos primeros endescribir
a través de una patente, los efectos especificos que pueden lograrse en la
complejacién inclusiva de farmacos con ciclodextrinas [219,224,225).

El uso de clclodextrinas para mejorar proptedades de formacos, ha sido
amplltamente analizado y la primera aplicacién comerclal reglstrada fué la
prostaglandina E2 complejada con §-ciclodextrina bajo el nombre de Prostramon
en el mercado japonés [32,179] y en Hungrfa ;os complejos de ciclodextrinas-

saborizantes para alimentos (5,224}
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La Bundesgesundheltsant alemana consldera a f§-ciclodextrina como

una substancla auxlliar no téxica en formulaciones de fArmacos. pero demandé

que cada formulacién en la cual se haga uso de $-clclodextrina, el efecto y papel

de la misma dentro de dicha formulaclén debe estar documentada,

La tabla IX llustra algunos de los productos farmacéuticos conteniendo

complejos con ciclodextrina que ya se encuentran en el mercado {226].

TABLA IX
FORMAS FARMACEUTICAS CON COMPLEJOS FARMACO-CICLODEXTRINA

Complejo Nombre Forma dicacié C. fd, Pais
C P 1
PGEl- a-CD Pr Infi Vasodllatad Ono Japén
Arterial Schwartz  Alemanla
PGE2-B-CD. Prostarmon-E. Tableta Iniclacién Ono Japén
sublingual de Labor
Plroxicam- Brexin Clclado! Tabletas y Andlgeslco- Chlesi Italia
-§-CcD fos A io Master-
-Pharma Italia
Aceite Xund, Chochos Anti- Biopharm  Alemania
Gérlico-f-CD Allldex. -ateroesclérotico  Gyogyszert Hungria
Benexato-f-CD. Ulgut. Cépsula Antlulcerante Teikoku Japén
Lonmiel Shionogl. Japén
lodo-§-CD. Menagargle. Solucién Auxiltar en Kyushin Japén
Antlséptica amolestias de
Bucofaringea la garganta

Diversos beneficios en las diferentes formas farmacéuticas pueden

abtenerse por el empleo de las ciclodextrinas {8,84,219,224,246).
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Preparaciones Sélidas.

. la biodisponibilidad de fAirmacos escasamente solubles en agua puede
ser Incrementada por el aumento de la velocidad de disolucién.

. la untformidad de contenido de una pequeiia cantidad de un fArmaco
en diluentes voluminosos puede ser asegurada por el incremento en
la dispersi6n y fluldez.

. fArmacos Incompatbles pueden ser mezclados juntos cuando uno de
ellos est# protegldo por ciclodextrinas.

. ]a volatilidad del fArmaco es diminufda a perdida minima a través dela
evaporacién.

. un farmaco liqutdo puede ser transformado en forma de polvo que es
muy adecuada para manejo y manufactura.

. Incremento de establlidad por menor inferacclén con el oxigeno
atmosférico en muchos casos ( oxldacién atenuada).

Preparaciones Liquidas.

. la solubllidad y estabilldad de algunos farmacos en agua puede ser
meforada.

. sabores y olores desagradables pueden ser enmascarados.

. fArmacos y excipientes incompatibles pueden ser mezclados.

Suspensiones y Emulsiones.

. fases de transicién (cremado y poleado) pueden ser disminuidas pbrla
cublerta protectora de las ciclodextrinas.

. naturaleza trixotréplca de suspensiones puede ser controlada.

. la establlidad fisica del sistema dispersado puede ser mejorada.
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Preparaciones Semisoélidas.

. las propledades reolégicas, como son la conslstencia de un ungiiento
puede ser modificada.

. 1a blodisponibilidad tépica puede ser mejorada por modificacién en la
liberacién de un fArmaco en ungiiento o base de supositorios.

. la capacldad de absorci6n de agua de oleaginosas y bases tipo agua en
acelte pueden ser mejoradas por ciclodextrinas hidrofilicas.

. propledades de hidratacién fuerte y sinéresls de geles pueden ser
modificadas.

Preparaciones Inyectables.

. hémolisis y daiio de tejido muscular provocado por un firmaco pueden
ser reducidos.

. preductos ficllmente solubles pueden ser preparados comoun complejo.

. suspensiones para uso parenteral pueden ser preparadas por reduccién
del farmaco a un fino polvo de complejo con ciclodextrina.

. Incremento en el tiempo de circulacién sanguinea, disminucién del
tempo de bio-transformacién.

Entre estas aplicaciones comprobadas, algunas de las mas importantes
propledades de farmacos que pueden ser modificadas por la complejacién con
ciclodextrinas se citan a continuacién.

7.1.1 Solubilizacién de Fér

El problerna de una escasa solubilidad es blen conocido en la préactica

farmacéutica, a pesar de que una répida solubilidad clertamente no siempre es

requerido, en algunos casos esto es necesario.
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La solubllidad puede ser Incrementada por modiflcaclones fisicas o
quimicas de el farmaco alternativamente (vgr: sales, formas amorfas/
metaestables), Otra posibilidad es el cambiar las caracteristicas del solvente por

la adici6n de agentes solubilizantes o complejantes.

Hoy en dia, el uso de ciclodextrinas para mejorar la solubllidad de
farmacos escasamente solubles recibe todala atencién enlaliteratura y practica
farmacéutica (254).

Usualmente la solubilidad de un foirmaco se incrementa con la cantidad
de ciclodextrina adiclonada, aunque en algunos casos con un incremento en la
concentracién iniclal de ciclodextrina, la solubllidad iniclal se eleva y después
disminuye (fig.33) [190,246].

El incremento de la solubilidad de un farmaco se ha visto que esta
relacionada con la solubilidad Intrinseca y la habilldad de !nclusién de la
ciclodextrina en agua [246].

c xN‘IO‘ (mol/l)

~
<3

0 8 16 2 k13
€D x 10° (mol/l)
Fig. 33 Incremento en la Solubllidad de Aspirina
cona:(e) y B-ciclodextrina(o) a 30°C.
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Los complejos en forma de polvo no solo se disuelven més ficllmente sino
ademé4s mas rapldamente que €l componente huésped, lo cual se atrilbuye a un
incremento de la solubllidad o el descenso en la cristalinidad del farmaco (84,1901

Hay muchos ejemplos para demostrar el efecto de las ciclodextrinas

sobre l1a solubllidad de substanclas escasamente solubles en agua.

Como son los esteroldes [ 179), fairmacos anti-Inflamatorios no esteroldales
{172]), menadiona [47), 4cldo retinofco (3], carbamezapina [15], tolbutamida [100),
furosemida [96), benzodlazepinas y dlazepam [101] solo por citar algunos.

Para moléculas como morfina, tetraclclina y esteroldes que son grandes
para ser Incluidos en la cavidad de clclodextrinas, puentes de hidrégeno son

probablemente la mayor interacclén en la sclubllizacién (84].

Tabla X. Efecto de 8-ciclodextrina sobre 1a solubilidad
de barbituratos en 0.1N de HCI a 37°C (1:1)

Solubilidad
M. 10%)

Farmaco Libre Complejado
Fenobarbital 0.8 7.0
Pentobarbital 0.7 5.4
Amobarbital 0.4 1.4
Alobarbltal 1.2 1.9
Barbital 5.3 9.5

Aboutaleb ycol. enunclan quelasolubilidad de clorafenicol se incrementé
por la complejacién con B-ciclodextrina [1].
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Ichimuro reporta que oryzanol, il como anttoxidante y firmaco, forma
un compuesto de inclusién con a-ciclodextrina, slendo con esto méas soluble en

agua [76).

Katay Kedvessysefialanlas caracteristicas deincrementoenlasolubllidad

de furosemida y esplironolactona en la presencia de f-ciclodextrina [94).

Pitha y col.[180) encuentran un efecto similar de Incremento en la

solubllidad en el complejo de testosterona- y-ciclodextrina.

Vikmon y col. maniflestan que amfotericina B forma un complejo de
inclusién soluble con y-ciclodextrina y la solubilidad puede ser mejorada casi
200 veces maés [250]

Antioxtdantes son también solubilizados con f-ciclodextrina de acuerdo
a lo informado por Enmanj! y col.[39].

Entre las diferentes clclodextrinas usadas, y-ciclodextrina incrementé la

solubilidad de griseofulvin a el m4s alto grado {95].

La escasa solubllldad en agua de alfaxalone (<5g/ml) un 1itll agente
anestésico esteroldal, fue considerablemente incrementada por complejacién
con ciclodextrinas, con lo cual se obtlenen importantes ventajas en nuevas

formulaciones {14].

De igual forma la solubllidad de clobazam, ampllamente usado como
agente antiansledad, mostré un incremento con la adicién de clclodextrina de

acuerdo a lo manifestado por Nakat y col.[149].
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Erden y Celebi en un estudio de la complejacién de Naproxen con f3-
ciclodextrina, reportan que la solubilidad del fArmaco se incrementa como una
funcién de la concentracién de ciclodextrina (fig. 34) {38}

Naproxén en Soln. x 10° M

* g S
$-CD x 10° M

Fig.34 Solubllidad de Naproxen como una funcién
de la concentracién de B-clclodextrina

Martini y col. hacen uso de B-ciclodextrina deshidratada para mejorar la
solubilidad. De tal forma que cuando se empleo f-ciclodextrina hidratada el
valor de disoluctén fué de 28.91% y cuando fué deshidratada su valor camblé a
32.19% [1271.

Enocasloneslos compuestos delInclusién de ciclodextrinas son débllmente
solubles. Satoy col. sugleren que con la adicién de sales de sodio de &ctdos grasos
saturados o insaturados, asi como laurilsulfato de sodlo o benzoato de sodio la

solubiiidad de dichos complejos puede ser iIncrementada [196].
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7.1.2 Velocidad de Disoluci6én y Biodisponibiiidad.
La veloctdad de disolucién de fArmacos complejados con ciclodextrinas,

por regla es mucho mayor que la que presenta el farmaco sin complejar

[8,179,246].

Ellimite de disolucién de complejos farmaco-ciclodextrina es usualmente
alcanzado dentro de un limite de 5 minutos, en contraste con la disolucién de

substancias débllmente solubles que usualmente requieren més de 1 hora.

Ja constante de velocidad de disolucién de pseudo-ler-orden por
encapsiitacién molecular se encontré que en casos especificos es incrementada

de 7 a 60'veces [179,219].
Hamada y col.[57] encontraron que la presencia de B-ciclodextrina en

agua Incrementé la velocidad de disolucién en el caso de endometacina,

mientras que con glucosa no tuvo efecto (fig.35).

o Solubilidad (x 10%)

|

i «0-CD » §-CD *Glucosa

° 1 ? 1 4 [

Conc. de Aditivos (x 10°M)

F1g.35 Efectos de a- y f-ciclodextrina en la solubilidad de indometacina a 35°C,
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El perfii de disolucién de un complejo frecuentemente muestra una
curvatura negativa con el ttempo, deblido a que éste se disocia casl totalmente

después de la disoluctén.

El efecto de la temperatura es importante en la disclucién de los
complejos ya que de ésta depende la constante de estabilldad y la solubilidad

stendo diferente en cada caso [2486],

Uekama y col. [245] reportan la formacién de un complejo de
prostaglandina El-y-ciclodextrina en forma s6lida en donde la velocidad de
disolucién del complejo fue extremadamente mayor comparada con la
prostaglandina sola (10 veces), el complejo es menos cristalino que la molécula

original y presenta buenas propledades de almacenaje (fig.36}.
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Fig.36 Perfiles de Disoluctén de PGE1 y su complejo con
Y-ciclodextrina en agua a 25°C, PGE1 (o) y PGEI- y-CD (e)
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Celebl y Nagal reportan que las propledades de disolucién de 4cldo
nalldixico son mejoradas por la mezcla con y-ciclodextrina [20]. Muray col.[ 143]

hacen lo propio con respecto a picotamida (fig. 37).

El uso de ciclodextrinas realza la velocldad de disolucién de Acldo
sallcilico, fenobarbital, prednisolona e ibuprofen, no solo comoresultado de una
solubtilidad incrementada sino que tamblén fenémenos como humedad, incre-
mento en la superficie de 4rea, el cardcter de la dispersién molecular etc,, tienen

que ser considerados [254).
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Fig.37 Perflles de Disoluclén de Picotamlda y sus complejos con
ciclodextrinas en agua a 372C ({picotamida,
(8} P-y-CD, (*) P-a-CD y (s)P-B-CD.
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La velocidad de disolucién y permeacién de clorafenicol fueron significa-
tivamente incrementadas por la formacién del complejo de inclusién con §-

ciclodextrina {184].

Unincrementoenlavelocidad de disolucién puede debersea el incremento

en la solubilidad y disminucién en la cristalinidad del fairmaco [19,52).

En el caso del Acldo piromidico (un congénere de! Acido nalidixico), la
veloctdad de disolucién de los complejos con ciclodextrinas modiflcadas fue més

rapida que la presentada por el 4cido Intacto {19].

Ladisolucténde tolbutamida en un buffer con pH 1.2 fuésignificativamente
mejorada por la formacién del complejo de inclusién con B-ciclodextrina, el % de
farmaco liberado después de 20 min. fue 12 y 93 para el farmaco solo y el
complejo respectivamente (01g.38) [52).

o Tolbutamida - § - CD COMPLEJO
& Tolbutamida - p - CD MEZCLA FISICA
8 Talhutamida

% de Tolbutamida Disuelta

Tiempo (min)
Fig.38 Disolucién de Tolbutamida y 3-CD.
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La complejacién con ciclodextrinas mejora la absorclén de farmacos, por
lo cual las dosis requeridas de ingredlentes actlvos frecuentemente disminuye.
Con fArmacos de alto peso molecular su contenldo en un complejo es aproxima-
damente de 15-25%, con moléculas de bajo peso molecular es alrededor de 15%

y en algunos casos menos del 5% [219].

Cuando los complejos son administrados oralmente presentan una
rapida disolucién y pueden disoclarse después de la absorcién, ya que solo la
forma libre del fArmaco puede atravesar la barrera de lipldos de el tracto
gastrolntestinal. Por otra parte la ciclodextrina y el complejo pueden difundirse
a través de la barrera lipidica con una considerable dificultad por el tamaiio de

el complejo polar {33].

Sin embargo, sl el efecto de complejactén sobre la absorcién de farmacos
es en gran parte dependiente de el valor de la constante de establilidad, asfcomo
tamblén de la velocldad de disolucién del complejo, este proceso puede ser

ilustrado por el esquema 6 {246].

Tracto Gl Biomembrana Sistema Circulatorio

Forma Sélida Solucién

pPomcccanaa e

Kd
Complejo e=——mtpcomplejo |

Férmaco

Esquema.6. Absorcién de Farmacos.
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El proceso de disolucién-absorcién puede ser expresado por el sigulente
modelo cinético:
Kd Ka
F » Gl > B
farmaco sélido farmaco disuelto farmaco absorbido.

F= farmaco en la dosis oralmente administrada.

Gl= concentracién del fairmaco disuelto en el tracto gastrointestinal.
B= concentracién del firmaco en sangre.

Kd= constante de la velecidad de disolucién.

Ka= constante de la velocidad de absorctén.

St Kd » Ka (cuando el farmaco es muy soluble), entonces la absorcién es
el pasolimitante delavelocidad. En tales casos la complejacién con ciclodextrina
no puede promover la absorcién y puede aun decrecer la concentracién del

farmaco total en el jugo gastrointenstinal.

Esto puede ocurrir con firmacos cristalinos oliquidos que son facilmente
dispersados y solubles en agua: con fairmacoes que forman complejos muy fuertes
con las ciclodextrinas o en casos en donde un gran exceso de ciclodextrina es

administrada junto con el firmaco sin complejar.

Cuando Kd < Ka (farmaco es escasamente soluble en agua), entonces la
velocidad de disolucién es el paso determinante en la absorcién del fArmaco. En
tales casos Kd puede ser Incrementada ventajosamente por la complejactén con
ciclodextrinas. S1 Ka permanece constante la concentracién del nivel sanguineo
del farmaco tiende a Incrementarse. Sigutendo la aplicacién oral, sélo el fairmaco
es absorbido y no la ciclodextrina [8,226).
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Las reacciones de asoclactén-disociaclén de complejos en solucién son
muy réapldas y el equilibrio del formaco libre y complejado es establecido Inme-
diatamente [225].

Orlenteycol. alrealizar un estudiosobre la difusién de naproxen en presencia
de B-ciclodextrina, encuentran que ésta tiltima aparece como un posltivo agente
auxiliar, sigulendo una réplda y continua liberacién de el formaco disponible para
absorcién y transporte en el tracto gastrointestinal intacto [171].

Szezaki y col. Indican que es importante incrementar la absorcién
selectiva de un fArmaco a fin de hacerlo méas efectivo asf como disminulr sus
efectos colaterales. Ambas cosas se logran debido a que el farmaco complejado

al ser més soluble, requlere de una dosis menor {246).

Con respecto a la blodisponibllidad diremos que ésta puede definirse
como el alcance dela velocidad de absorclén de un farmaco dosificado dentro del

sistema circulatorio (246).

Hay varlos factores fisicoquimicos que afectan la biedisponibllidad de un
farmacoincluyendosolubllidad, estabilidad, tamaiio de particula, pKa, polaridad,
puentes de hidrégeno, polimorfismo, coeficlente de particién, ete.{8).

Elmejoramiento dela btodisponibilidad por medio dela complejacién con
ciclodextrinas esta generalmente basada sobre el Incremento en la velocidad de
disolucién de el farmaco el cual esta finamente dispersado en los fluidos
gastrointestinales. El primer estudio de absorcién IN VITRO fue demostrado por
Frémming y Weyerman [224).
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Lablodisponibilidad de naproxén administrado como complejo de inclusién
con B-ciclodextrina (1:1) fué evaluada usando un método de HPLC, a fin de
determinar el farmaco y su conjugado glucorénido en orina. La absorclén de
naproxén administrade oralmente se inicta en el estémago, pero ocurre

principalmente en el Intestino delgado [175).

Nakanishi, indica que la absorcién de farmacos anti-inflamatorios para
la elaboracién de supositorios es promovida por ciclodextrinas [ 156). Nara y col.

aseveran que las ciclodextrinas realzan la biodisponibilidad [159)

Elefectode ciclodextrinas sobrelaliberactén de farmacos en supositorios
fueinvestigada por Frijlinky col., quienes encuentran unaaltaliberacién a partir
de los complejos farmaco-ciclodextrina, ademés de sefialar un mecanismo para
dicha liberacién, la cual esta influenciada por la velocidad de disoluclén de los
complejos [45) '

Vila-Jato y col.{252] describen la preparacién de un complejo de
espironolactona-f-ciclodextrina y reallzan un estudio de blodisponibilidad (12
voluntarios). Encuentran que la cantidad media de un metabolito (canrenona)
excretado después de 48 horas fue mayor que la espironolactona sola con lo cual
es posible usar una dosis baja con pocos efectos colaterales en la terapta del
farmaco {fig. 39).

Tokumuray col.[235] exponen un método concerniente a un incremento
en la concentracién de fairmaco libre (cinarizina) de un complejo en el tracto
gastrointestinal por administracién simultinea de un agente competitivo (DL-
fenilalanina) como un medio it de incrementar la blodisponibilidad de farmaco
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Fig.39 Curvas de Excrecién Media Urinaria de Canrenona.

Veloeldad de Excrecién Canrenona(u@ /h)

y obtener niveles sanguineos elevados (f1g.40). El uso del agente competitivo
puedeaplicarse nosoloa unaadministractén oral de complejos de ciclodextrinas,
sino que puede ser usado como una metodologia avanzada para estudiar la

liberacién controlada de un farmaco.

Conc. de Plasma 1 mg/mi

0 1 2 4, ] 8
Tiempo (horas)

Fig.40 Concentracién de Cinarizina en Plasma.
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Loftson y col. encontraron que las soluciones acuosas de ciclodextrinas
son efectivos vehiculos para la iberacién transdérmica de farmacos, A pesar de
que la concentracién del fArmaco en el vehiculo fue baja, las moléculas del
farmaco dentro del complejo estdn en un rapido equilibrio con las moléculas
libres del fArmaco en soluclén dando como resultado una efectiva liberacién de

farmaco hacla la superficie de la plel {119).

Uekama y col. informan que una mejoria en la biodisponibilidad oral de

glicésidos digitalls es obtenida por la complejacién con ciclodextrinas [244]

7.1.3 Establlidad de Férmacos.

La Inclustén del centro quimicamente reactivo de la molécula de un
farmaco 14bil t;.n‘ la cavidad de ciclodextrinas ofrece estabilidad al mismo.
Dependiendo del tamaiio de la cavidad se ha observado que tienen diferente
grado estabilizador [84].

Elmejoramientodelaestabillidad puede tener cuatro objetivos esenclales:
estabilidad al calor, estabilidad a la radiacién UV, resistencia a la oxidaclén y
resistencla a la hidrélisis (6 estabilidad en solucién acuosa} [34].

7.1.3.1 Reduccién de Volatilidad
La reduccién de la volatilidad puede ser demostrado por una elevactén
en el punto de ebullicién o condiclones de evaporacién de los liquidos o de

sublimaci6n para sélidos [34).

El valor de estas inclusiones es para permitir un mejoramiento en la

calidad de las formas farmacéuticas en las que son incorporadas, especlalmente



116

supositorios enlos cuales su puntode fusién y dureza frecuentemente bajan por
adicién de substancias volatlles, que sometidas a lainclusién disminuyen estas
desventajas [32]).

La reduccién de volatilidad puede ser examinada por andlisis térmico

diferencial o por termogravimetrfa.

7.1.3.2 Resistencia al Calor.

La inclusién con ciclodextrinas puede elevar también el punto de fusién
y temperatura de sublimaclén de un farmaco, lo cual fue observado para prosta-
glandina F2 [34].

En el caso de ]a esencla de mejorana, por elemplo, compuestos voléatiles
son liberados arriba de 100°C y pueden Identificarse medlante cromatografia de

capa flna.

S1 el complejo de inclusién es formado, las substanclas volatiles solo

aparecen arriba de 1602C y su descomposicién tiene lugar arriba de 300°C [32].

7.1.3.3 Resi la a la Oxidacié

Uno de los mayores intereses de la Inclustén es la posibilidad de mejorar

la resistencia a la oxidaclén {33},

Compuestos insaturados sensibles al oxigeno. tales como 4cldos grasos,
vitaminas, aldehfdos, etc. pueden ser protegidos contra el oxigeno atmosférico
casi perfectamente por complejactén con ciclodextrinas. Esto es importante ya
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que alguncs de estos compuestos son dificlles para procesarse dentro de una

preparacién farmacéutica (219].

Vitaminas solubles en grasas forman complejos sélidos con ciclodextrinas,
con lo cual sus componentes son estabilizados contra la acclén de oxigeno,luz,

sales minerales, etc. [179).

La vitamina D3 (colecalclferol) extremadamente 14bll forma un complejo
con f-ciclodextrina cuya establlidad térmica es conslderablemente mayor que

la substancia sola (fig.41) [34].

%
160

Vit. 0,-5.C0

0
vin, oy

o 2 L0
Tlempo (dias)

Fig.41 Descomposicién de Vit.D3 a 80°C en forma libre y complejada.

7.1.3.4 Resistencia a la Hidrélisis y Degradacién.

Muchas moléculas han sido investigadas con respecto a la estabilidad
impartida por la inclusién con clclodextrinas, encontrando que los resultados
varfan constderablemente dependiendo del tipo de molécula huésped y el ipo de
ciclodextrina empleada [33).
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Aspartame, un endulzante artificlal empleado como aditivo en algunas
formulaclones farmacéuticas, es estabillzado por ciclodextrinas en solucién

acuosa, incrementando su tiempo de vida medla de un 13 a casl 50% [16).

Low y col.{ 120] informan la preparacién de un complejo de isosorbide-2,
5-dinitrato ciclodextrina con actividad de vasodilatador coronario estable.

Glicéstdos cardfacos como son digoxina y digitoxina son susceptibles a
hidrélisis en un medio 4cido con lo cual puede presentarse un descenso en la
eflciencla terapéutica, asf como también sublodisponibllidad oral. La formacién
de complejos de Inclusién de digitoxina y §-ciclodextrina retard6 1a velocidad de
hidrélists de la digitoxina asf{ como la aparicién de digitoxigenina, un producto
final de la hidrélists fue casi inhibldo completamente [260].

Saltoy col. estabilizan prostaglandinas por 1alnclusién con ciclodextrinas
yobtienen una preparacién antishock para el tratamlento de hemorragias, enve-
nenamientoy desérdenes en la circulacién sanguinea (191). Lin. enunciaquela
degradacién de acetoaminofen fué de pseudo-ler-orden en la presencia y
ausenclade a- y §-ciclodextrina, Incrementandola concentracién de ciclodextri-
na disminuyé la degradaclén del acetoaminofen en medlo alcalino [117).

Formulaclones farmacéuticas acuosas, tales como gotas para los ojos
son estabilizadas por la presencia de ciclodextrinas {80.91},

Takahoshi y col. mencionan que la desintegracién de supositorios em-
pleados en el tratamiento de la Inflamacién es prevenida por el entrampamiento
con f-ciclodextrina (230}
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La formaclén de un compuesto de tnclusién de B-Uinolein-B-ciclodextrina
previene la conversién de B-monolinolein a ¢-monolinoletin inactivo, ya que este

compuesto es Ut en el tratamiento de hipercolesteronemia [121).

Szemany col. reallzaron un estudio para mejorar la establlidad de Metil
éster de Prostaciclina, un potente inhibidor de agregacién de plaquetas y
vasedilatador, yaque su extremada inestabllidad reduce su potencial terapéutico,
La descomposicién del fArmaco fue seguida por HPLC, la inclustén con B-
ciclodextirina estabiliza al fAirmaco en estado sélido y un efecto de hidrélisis
disminuldo con f-ciclodextrina puede observarse en solucién acuosa [211).

El efecto establilizador de B-ciclodextrina es mas pronunclado a valores
de pH bajos (fig.42). Szeman tamblén reporta el estudio de furosemida en forma
sélida y en solucién acuosa, asf como también en forma llbre y complejada. La
degradacién (hidrélisis induclda por luz) fue determinada por HPLC y el efecto
estabilizador de $-ciclodextrina sobre el formaco fue establecido [210].
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Fig.42 Descomposicién de PGI2Me en la ausencia (----) y
presencia {(—) de f-ciclodextrina.
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Hibino y col. logran la estabilizacién del 4cldo gama-linoleico, un
compuesto iImportante para preparaciones farmacéuticas, por la formacién del
compuesto de inclusién con B-ctclodextrina en forma de polvo, el cual permane-

c16 intacto en un 75% después de ser almacenado a 40°C durante 1 mes.[71]

Ahora blen, la degradaci6n de carmofur en el estado sélido fué significa-
tivamente acelerado por la complejacién con f-ciclodextrina. Sin embargo,
acldos organtcos teniendo un bajo valor de pKa y alta solublilidad son particu-
larmente iitiles para prevenir la hidr6lisis del carmofur. [247]

Algunas sustancias naturales activas como acelte de camomilay prépolls
son un ejemplo de la formacién de extractos naturales que complejados con f-

ciclodextrina obtienen un Incremento en su estabilidad.[214]

Vincerl y col. reportan un original sistema de estabillzacién de los
principales activos de tinturas por medlo de ciclodextrinas, puesto que la
estabilidad es uno de los requisitos importantes para la homogeneidad y certeza
de su respuesta terapéutica. En el caso particular de la tintura hecha de
oenanthe aquatica que se emplea en el tratamlento de la dispesia, bronqultis y
asma.,[253) ‘

Vikmon y col.[25 1] enuncian la establlizactén de Mydenton una sustan-
cialiqulda que se descompone facilmente, porla formactén de un complejosélido
con B-ciclodextrina (tabla XI).
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Tabla XI. Estabilidad al calor det complejo de Mydenton--CD

% de Contenido de Mydenton Restante.
1d) 2(d) 7(d) 14(d) 21(d)
Complejo de mydenton-8-CD 100 98 96.8 953 92.1

Mezcla de sacarosa-mydenton 27 3

El mydenton es un suave relajante muscular que al ser complejado con
B-ciclodextrina y almacenado a temperatura amblente durante més de dos afos
en contenedores cerrados no mostré pérdida del contentdo o camblios organo-

1épticos importantes {251].

Uekama (245) mostré que la deshidratacién de prostaglandina E1 a
prostaglandina Al fué significativamente retardada por la formacién del comple-
Jocony-ciclodextrina atindespués de 12 horas presentandobuenas propiedades

de almacenaje (ig.43).
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Fig.43 Degradacién de PGE1 y Produccién de PGA1 a 90°C.
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7.1.4 Enmascarador de Sabor.

El sabor u olor desagradable de algunos fArmacos puede ser reduclido o
casl perfectamente distmulado por la formacién de complejos de inclusién. Estos
productos son facilmente aceptados como tabletas.

Kagaway Shinoda{87]a través de una patente indican que 8-ciclodextrina

es efectiva enmascarando el sabor amargo de plantas o extractos de hongos.

7.1.5. Desintegrante

Miseta y col. estudiaron el efecto de exciptentes y tecnologfa sobre el
tableteado de fArmacos con dificultad de compresién, empleando fenilbutazona
y tres desintegrantes, encontrando que cerca del 15% de ciclodextrina propor-
ctoné un tlempo de desintegracién adecuado y 8% di6 una buena liberaclién del
fArmaco (141).

Sekulovicy Zajic Informan que tabletas contentendo ciclodextrina como
desintegrante mostraron un tlempo de desintegracién mayor respecto a prunogel
[197}.

Fenyves! y col. manifiestan que un polimero de ciclodextrina, un
desintegrante reclentemente descublerto, es directamente compresible en forma
pura para obtener tabletas con una dureza mayor de 5 Kg. y unabaja friabilidad.
Dicho polimero de ciclodextrina puede ser considerado un desintegrante cinco

veces mas efectivo que almidén de papay diez veces méas que lactosa (fig. 44)[40).
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Fig. 44 Tiempo de desintegracién de Tabletas ¢/ {o) almidén de papa,
(e} lactosa y polimero de ciclodextrina{aq)

Tiempo de Desintegracién (min)

Ademas presenta la ventaja de disminuir altamente la friabllldad de
tabletas de celulosa microcristalina mientras que almidén de papa y especial-
mente lactosa incrementan la friabilidad. Asi como también acelerar la velocidad

de disoluctén de fAirmacos escasamente solubles fﬂg. 45).
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Fig. 45 Perill de Disolucién de Tabletas de Furosemida sin desintegrante.
{t)c/2.5% del polimero de ciclodextrina (0) y 12.5% de almidén de papase;
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Estudios para evaluar la aplicacién de B-ciclodextrina como exclplente
en forma farmacéuticas orales, asi como realizar una comparacién con el uso de
exciplentes no complejantes como maltosa, han sido realizados por Bootsma y
col. [12] y cuyos resultados mostraron una mayor velocidad de disolucién de
diazepam de la c4psula contentendo el complejo farmaco-§-ciclodextrina que

aquélla conteniendo diazepam-lactosa.

También Gala y col. llevaron a cabo un estudio para caracterizar las
propledades esenclales de f-ciclodextrina para la manufactura de formas
farmacéuticas principalmente tabletas, encontrando que una formulacién de
compresién directa de progesterona con f-ciclodextrina como exclplente, exhi-
bi6 una disolucién maés rapida que una conteniendo celulosa microcristalina o

fosfato dicéleico [S1]).

La evaluaciénde f-ciclodextrina como un vehiculo de compresién directa
ya sea Indlvidualmente en mezcla con otro exclplente (lactosa), parala prepara-
cién de tabletas conteniendo farmacos altamente solubles {fenobarbital, diazepam,
prednisolona o espironolactona) fué realizado por ElShaboury [37].

Las propledades valoradas en tabletas fueron: uniformidad de contenido,

dureza, friabilidad, ttempo de desintegracién y disolucién.

Los resultados mostraron que tabletas contenlendo cerca de 60% de f3-
ciclodextrina, cumplieron con los requerimientos farmacopelcos de tal forma
que un buen grado de uniformidad de peso y contenido fueron logrados para

todas las formulaciones.
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Ademés de que la velocidad de disolucién de los farmacos selecclonados
fué mejorada alrededor de 6-10 veces por la presencla de §-ciclodextrina en las

formulactones.

Tales resultados tndican que p-ciclodextrina puede ser un til vehiculo
de compresién directa para preparar tabletas con buenas caracteristicas de
disolucién, lo cual a su vez puede mejorar la blodisponibilidad y estabilidad de
fArmacos (37).

Es Importante sefialar que de acuerdo a lo reportado por Nakai y col. la
cristalinidad es un parAmetro importante que contribuye alas caracteristicas de
una tableta que Incluye clclodextrinas [145]. Asi como también el proceso de
secado el cual es un paso critico en la compresién directa de tabletas con 8-
ctclodextrina.[54]

7.1.6 Red i6n de la Toxicidad
Laencapsulacién molecular de un fAirmacodentro dela cavidad hidrofébica

de las ciclodextrinas puede llevar a el descenso de la penetracién de agentes
daninos a componentes, con lo cual se puede lograr un descenso en la toxicidad
de un farmaco.

Afortunadamente la complejacién con ciclodextrinas actia como un
acarreador de dispositivo para disminuir la toxicidad de un fArmaco sin pérdidas
drasticas de sus beneficlos terapéuticos. Lo cual es princlpalmente atribuido a

1a disociacién del complejo antes o después de alcanzar el sitio de accién [246].
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Uekama y col. reportan que las ciclodextrinas también protegen los eri-
trocitos de los camblos morfoléglcos y subsecuentemente hemélists inducida por
varios farmacos perturbadores de membrana, dependiendo de la magnitud de
la constante estabilidad del complejo (que depende de las constantes de

disociacién del complejo fArmaco-ciclodextrina y eritrocitos-fArmaco).

Se encontré que las ciclodextrinas inhiben la hemélisis causada por la
cloropromazinay 4cido flufenamico en el orden de 3->y->a-ciclodextrina, lo cual
se atribuye a un descenso efectlvo en la concentracién del fAirmaco, antes de que
alguna accién directa de las ciclodextrinas se presente sobre la membrana de
eritrocitos {243).

Szejtll y col. afirman que polvos contenlendo ciclodextrinas como vehfcu-
los son muy estables, de tal forma que pueden ser empleados para el tratamiento
de la frritacién de la plel (224},

Establen establecidoquelas ciclodextrinas reducen la potencta ulcerogénica
devarios firmacos anti-inflamatorios 4cidos. La ulceracién en el estomago puede ser
causada por una lenta disolucién de los farmacos, lo cual proporciona altas
concentraciones locales del farmaco; originando daiio en la mucosa gastrica [38].

Para investigar el efecto de inclusién de B-clclodextrina sobre latrritacién
en el estémago causada por Naproxen, el farmaco y su complejo (freeze-driying)
fueron administrados a tres grupos de ocho ratas, en donde uno de los cuales
permanecié como control. Al evaluar los daios macroscépicamente una signi-
ficativa disminucién en la toxicldad local de naproxén a nivel de tracto
gastrointestinal fué observada [174]. ’



7.1.7 Otros Usos.
Sunami reporta una formulacién transdérmica de un gel con propleda-
des analgésicas incluyendo B-ciclodextrina [206].

Anttusivos y expectorantes conteniendo citrato de tipedina incluyen -
ciclodextrina en su formulacién {1 12]. Kamikawa y col. reportan la formacién de
un compuesto de inclusién de vitamina K2 {90].

Pitha y col. Informan con respecto a la formacién de un complejo de
testosterona-y-ciclodextrina que permite la preparacién de unaformafarmacéu-

tica adecuada parala administracién sublingual de hormonas ahumanos{181].

La intensidad de la fluorescencla de 4cido a-naftiloxiacético en solucién
acuosaes altamente mejorada porlaadicién dey-ciclodextrina, peromarcadamen-
te realzada en la presencia de y-ciclodextrina y ciclohexanol, mostrando a este
altimo como un regulador de espaclo con lo cual se reduce la cavidad de
ciclodextrina para permitir la inclusi{én de fluoréforo {248).

Kawachl hace alusién a la formacién de un complejo de Inclusién con 8-
ciclodextrina y a-halocinamaldehidos como un microbicida en accién controla-
da. El producto Umité el desarrollo de Staphylococcus aureaus sobre un medio
de agar nutritivo.[98]

Las propledades expuestas con anterioridad varfan con el tipo de ci-
clodextrina y componente huesped y muy pocas de todas las funciones son

impartidas al mismo tlempo, como se puede observar en la tabla X1I.



TABLA XII. EJEMPLOS DE LOS EFECTOS DE LA COMPLEJACION DE FARMACOS POR CICLODEXTRINAS

FARMACO INCREMENTO REALCE DE LA REDUCCION
DE LA DISOLUCION Y ESTABILIDAD DELA REFERENCIA
SOLUBILIDAD  BIODISPONIBILIDAD TOXICIDAD
Tolbutamida. + + 52.100
Menadiona. + 47
Barbituratos. + 84
Clorafenicol. + + 184
Furosemida + + + 94.96,210
Espironolactona. + + 94,252,263
Testosterona, + 180
Anfotericina-B. + + 250
Clobazam. + 149
Naproxen. + + + 38,171,175
Indometacina + + + + 57
Prostaglandina + + + 245,181
El yE2.
Acido Nalldixico. + 20
Picotamida. + 143
Ac. Salleilico. + + 254
Fenobarbital + + 254
Prednisolona. + ¥ 254
Tbuprofen. + + 254
Digoxina, T+ + 244,260
Digitoxina. L+ + 244,261
Acldos Grasos. - + 219
Aldehidos. ; + 219
Vitamina D3. + 34,219
Acetoaminofén. + 117
Mydenton. + 251
Grisseofulvin. + 95
Benzodlazepinas. + + 101
Vitamina A. +
Prostaciciin. + 211.212
Ciclosporin. + 91
Hidroclorotiazida. + 84
Acido y-Linolelco. + 71
Acldo Retinoico. + + 3
Ipriflavon. + 256

8Z1
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7.2 Ciclodextrinas en cl Area de Alimentos,

Los elementos bésicos de allmentos y bebidas son gusto, color, olor y
textura. Reclentemente sin embargo, la conservacién, diversificacién, conve-
niencia y tpo han stdo observados como importantes debido a los camblos de

condlciones y problemas de distribucién para su consumo.

Los efectos positivos que se encuentra de las ciclodextrinas dentrodela
industria allmentaria son: enmascaramlento de olores y sabores indeseables,
higroscopicidad, para controlar la estabilidad de los aromas, en reacciones de

separacién de sustancias y en reacciones de bloconversién y fermentacién [5}.

Las funciones de ciclodextrinas son efectivas para el mejoramiento de
estos factores. Cerca del 90% de las ciclodextrinas en Japén son consumidas en
alimentos procesados durante los tltimos diez aiios {5]. En Hungria esta
permitido su uso en alimentos. La Secretaria de Salud y Asistencla Piiblica en

Japén se reflere a B-ciclodextrina como un aditivo natural de allmentos [176].

En 1986, el gobierno holandés, aprobé el uso de la §-ciclodextrina en
cualquier producto alimenticlo en el que los almidones modificados estén
permitidos. El ejemplo holandés fué rapldamente seguldo por bastantes paises
europeos y otros estan en este momento considerando aplicaclones similares[5].
Los proyectos parala aprobacién por 1a FDA estin progresando, la tabla XI1i nos
muestra en que pafses estd ya autorizado el uso de las ciclodextrinas en
allmentos.
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Tabla XIII. Uso Alimentario de las Ciclodextrinas.

Pafs . Alimento (§-CD)
Japé6n Aditivo natural
Hungrfa Permitidas

Holanda Almidén medificado
Bélgica Almidén modificado
Luxemburgo Almidén modificado
Francia Permtitidas

RFA Almidén modificado
Espaia Permitidas

Gran Bretaiia Aplicactén

Italla Permitidas

7.2.1 Estabilizacién de Color y Sabor.

Muchas especles pueden ser inclufdas facllmente en ciclodextrinas para
estabilizarse. ﬁclnecclus encapsula saborizantes artificlales con §-ciclodextrina,
encontrando que laretencién del saborizante se Incrementa [186]. Por otra parte

Zhangy col. muestran que 3-clclodextrina reducela higroscopicidad de dulces [264).

Ahora bien existen informes de Juhaz y col. [86]) con respecto a que la
adicién de ciclodextrinas mejoran las caracteristicas de productos de carne,
tales como adherencia, flexibllldad y mejoramiento del sabor de tal forma que

una preparacién de ciclodextrinas al 1% es adecuada.

La estabilizaclén de materiales saborizantes por compuestos de inclu-
sién ha sido evaluada con respecto a la volatilizaclén por calentamiento,
aceleracién y establilidad del tiempo de almacenaje, oxidacién, estabilidad ala
1luz e higroscopicidad, de acuerdo a lo reportado por Szente y col. [215].
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Por otra parte, vitarninas encapsuladas con ciclodextrinas son estables
contra el tratamiento de calor y procesos de fermentacién, siendo admisibles
como aditivos de allmentos [ 114). A través de una patente Ofuji [ 165] mostré que
un material de arroz mezclado con ciclodextrinas, aceltes, acldos grasos y
lecitina es gelatintzadoincrementando marcadamente las cualidades organolép-

ticas del arroz para la produccién de galletas y otros alimentos basados en arroz.

Dentro de las aplicaclones reportadas, 1a expuesta por Susukl con res-
pecto a alimentos contentendo clclodextrinas como antlcolesterémicos nos pue-

dedar unaideadel empleo que pueden tener las ciclodextrinas en el futuro [208].

7.2.2 Mejorando el Sabor y Olor.
Se ha visto que las ciclodextrinas son efectivas para reducir la amargura

de clertos allmentos, realzando el sabor de las mismas.

Yagl y col. [259] Informan que ciclodextrinas controla el olor desagrada-
ble de algas marinas durante el procesado en alimentos, sin alterar su sabor
natural. Sauraku, enuncla que el sabor amargo de endulzantes estenosidos es
controlado por la formacién de complejo de inclusién con y-ciclodextrina [193).
Kasorl afirma que las caracterfsticas de sabor y endulzante de gliclrrina son

marcadamente Incrementadas con clclodextrinas [99].

7.2.3 Adivitos de Polvo DSeco.
Las ciclodextrinas no solo Incluyen varias especies de sabores y olores,
sino también son adecuadas como un aditivo en polvo debido a su baja

higroscopicidad.
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En polvos como té y extractos de café es posible prevenir la evaporacién
de pequeiilas cantidades de componentes de alta calidad, logrando con ello

mejorar las propiedades e importancia de los productos [144].

Kotan! enuncia que granulos de té instantdneo con una baja higrosco-
picidad y alta solubilidad son obtenidos al mezclar de 18-58% de ciclodextrina *
con extracto de té [110].

Al realizar la aromatizacién de té con saborizantes complejados con 8-
ciclodextrina (hierbabuena, jazmin y cinamén) mostraron que el empleo de
dichos saborizantes mejoraron la establlidad, ttempo de almacenado y valor

sensitivo [215].

Ahorabien, el sabor de té empacado en pequeiias bolsas es enriquecldo,
st el material envolvente est4 impregnado con complejos de inclusién de ciclo-
dextrina-saborizante [73).

Saborizantes de café sintético y natural fueron establlizados con B-
ciclodextrina. En contacto con agua el complejo con substanctas aromatizantes
unidas fueron liberadas inmediatamente. La complejacién con $-ciclodextrina
de café tiene como ventajas: una formulacién no higréscopica, reduccién en la
volatilldad y un largo tiempo de almacenaje con una insignificante pérdida de

compuestn volatiles [213].
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7.3 Uso de Ciclodextrinas en Cosmetologia.

Un raptdo desarrollo es esperado en el uso de ciclodextrinas en la
manufactura de cosméticos y productos de tocador, para desarrollar funciones

de emulsificacién, aromatizacxién y estabilidad.

La tabla XIV da algunos ejemplos, este campo muestra una versatilidad
{ltmitada sin alguna lmitacién toxdcolégica [218].

Tabla XIV, Ejemplos de el Empleo de Ciclodextrinas en
C éticos y Articulos de Tocad

En Preparaciones Cosméticas. Dentrificos
Desodorantes Antisépticos.
Bases Emulsificantes.
Establlizacién de J.Real.
Tratamiento de Acné.

En Lavanderia Complejos o Fraganclas en polvo
Spray de Almidén.

En inclenso

Articulos de Tocador Perfumes Sélidos.
Préparaclones de Baiio.
En velas aromatizadas
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El principal uso de ciclodextrinas en cosméticos es para la encapsulaclén
molecular de fraganclas, conslderando quelas clclodextrinas no son higroscéplcas

y por ende pueden mejorar el aroma de las substancias puras [224}].

Fraganclas y otros complejos de f-ciclodextrina pueden liberar su
tngrediente activo en la presencia de agua callente {176]. Chikahlsa y col. [26]
hacen alusién a que fragancias més duraderas son obtenidas por la formacién

de complejos con ciclodextrinas.

Un compuesto de Incluslén perfume-B-ciclodextrina en forma de polvo es
obtentdo por el mezclado de perfume y ciclodextrina en la presencla de agua,
surfactante y subsecuente secado de la mezcla, con lo cual se logra conservalo

por un largo periodo de tlempo [67).

El anéllsis de termogravimetria diferencial {DTA) es Gtll para mostrar los
pérfiles de fraganclas complejadas con $-clclodextrina (18), exhiblendo pronun-
cladas diferenclas al compararse con mezclas fisicas del mismo perfume y
ciclodextrina.

La mayoria de los polvos especialmente en cosméticos contienen perfumes
(tabla XV). La volatilidad y escasa establlldad de las fragancias cuando son
adicionadas alos polvos puede dar comoresultado un tiempo de vida media limitado.

Cosméticos comerclalmente adecuados en forma de polve para liberar
sus fragancias en un rango de temperatura de 60° a 80°C (67). Bajo condiciones
usuales de almacenamiento, la complejacién de perfumes con ciclodextrinas
logra una buena estabilidad (218).
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Tabla XV. C Ido de frag: fa de Algunos Complejos de
p-ciclodextrina usados en Cosméticos en Polvo.

Fragancla Complejada % Contenido de Fragancia en Complejo
de B-clclodextrina (peso/peso).

Acite de Lavanda 9.2
Acite de Salvia 105
Acelte de Pino 9.0
Colorete Savon* 7.0
Fougere G-22* 7.1
Savon Fougere® 9.0
Savon Rose 08¢ 9.0
Lucida 78¢ 8.5
I-Mentol 12.0
Alcanfor

*substancias comerctales.

En aplicaciones para cosméticos Szejtll y col. enunclan que el reemplazo
total o parcial de almidén por B-ciclodextrina o complejos de fragancias-f-
ciclodextrina aparentemente da claras ventajas en preparaciones para la piel
tales como talcos. Las fraganclas complejadas fueron estables a pérdidas por
volatilizacién, descompostcién y oxidacién por un largo tiempo. Adema4s de que los
complejos de B-ciclodextrina no fueron un medio adecuado para el desarrollo de
microorganismos, mejorando asf{ la eficacta antimicroblana de talcos en polvo (222).

Oishi y col. {170) Informan que tintes para cabello en forma de polvo
conteniendo un colorante complejado con ciclodextrinas, tiene una mayor vida

de almacenamiento y firmeza en el color que aquellas de tintes convenclonales,
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ademas de mostrar faclildad en el control de su manufactura, almacenado y

transporte.

Deuray col. (29) al igual que Matsudayy col. (132) enunclan la obtencién
de cosméticos para la plel contenlendo complejos de inclusién de componentes

escasamente solubles en agua y ciclodextrinas,

Una locién humectante conteniendo compuestos de Inclusién con
parabenos escasamente solubles (o alcanfor 6 mentol) e hidroxipropii-f-ciclo-
dextrina mostré una buena establlidad {131]). Al igual que una emulsién con
buenas propledades cosméticas, la cual fué estable durante 2 meses a 40°C de

acuerdo a lo expuesto por Masudal128].

Asimismo, un cosmético contenlendo un producto de inclustén de un
componente escasamente soluble en agua (vgr: aceites, grasas y 4cldos grasos
de alto peso molecular) con ciclodextrinas hidroxialquiladas, presenté un alto
grado de segurldad, solubilidad, estabilidad y es efectlvo para prevenir la
resequedad de la plel (130).

Existen informes sobre loctones de bafio contenlendo compuestos de
fnclusién estables de productos de leche con ciclodextrinas (199), asf como
también la preparacién de cosméticos nutritivos para la plel con vitaminas

estabilizadas por la presencla de clclodextrinas (200).

También hay patentes para jabones de tocador en donde las fragancias
y pigmentos son estabilizados por la formacién de compuestos de Inclusién con
clclodextrinas (232).
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Ogino e Hirata enunclan la preparaclén de shampoo liquido contenlendo
mentol y B-ciclodextrina, en donde la adicién de esta Gitima es para enmascarar
el desagradable olor de mentol (167). También hacen mencién de que una

refrescante sensacién es obtenida después de su aplicaclén (168).

Un excelente acondicionador para el cabello es obtenldo al mezclar 4cido
14ansico con P-ciclodextrina (162).

Iwao, hace referencla a el empleo de ciclodextrinas para inhibir ¢l olor
desagradable de un polimero catiénico que constituye un shampoo para el
cabello (79).

Yagl ycol, Informan que una cremalimptadora conteniendo ciclodextrinas
parcialmente metiladas en combinacién con aceites que se emplean como
substitutos de surfactantes. los cuales frecuentemente causan irritacién en la
plel (258). Por otra parte Watanabe reporta la produccién de limptadores

conteniendo un compuesto de incluslén de esqualeno-ciclodextrina (255).

Limpladores en forma de polvo, conteniendo compuestos de tnclusién
acelte-ciclodextrina, compuestos medicinales (polvos de Aloe seco) y caseina
muestran una buena acctén limpiadora (231).

7.4 Ciclodextrinas en Agroquimica.

En agroquimica el uso de ciclodextrinas es el de mejorar la estabilidad y

laliberacién controlada, reduccién de toxicidad, inhiblendo el emmascaramiento,
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mejorando la solubilizacién y emulsificaclén de agroquimicos insolubles en agua
(144).

Allerthin y piretroldes naturales como componente principal de insecti-
cldas, son excelentes agroquimicos de alta seguridad, pero son inferiores en
estabillidad e Involucran diflcultad en cuanto a liberaclén controlada ya que se
presenta en forma de emulsién. Sin embargo, por Inclusién con ciclodextrinas
pueden convertirse en polvo estable y mejorar su liberaci6n controlada (fig. 46).
(144, 190).

W00 b

Allerthin-CD
Allethrin-Dextrina

Remanente(%)

Dias .
Fig. 46 Fotodescomposicién de Allerthin,

Szejtll, reporta la complejacién de pesticldas sintéticos (herbiclidas,
insecticidas, funglcldas, etc.) con ciclodextrinas y los efectos ventajosos sobre
sus propledades, por ejemplo hidrofobicidad. volatibilidad, compatibilidad y
blodisponibiildad (220).

Nakamuray col(155), reportan que pesticidas conteniendo ciclodextrinas

aumentan su solubilidad en cerca de un 10%, de igual forma, Salithion 1itil como
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insecticlda fué establilizado por la formaclén de un compuesto de tnclusién con
B-ciclodextrina (205).

Furakazaway col, Informan sobrelaformacién de bactericidas consituidos
de complejos de hinokitol-ciclodextrina (50). Con respecto a insecticidas de
liberacién controlada, existen los reportes de Toth y col., Chikahisa & Cho (25, 236).

Ahora bien Shibanal, a través de una patente expone un método de
manufactura de papel conteniendo substancias insecticidas, inhibidores de
moho, funglcldas y bactericldas para formar compuestos de inclusién con ciclo-

dextrinas e Incrementar el tiempo de retenctén de los agentes en el papel (198}.

7.5 Diversos Usos de Cicl tinas en la I ria Quimica.

7.5.1 Blotecnologia.

Szejtlt reporta que las ciclodextrinas se usan en la conversién de
esteroides microblanocs, produccién de vacunas, hidrélisis de gicéridos, cultivos
de tejido y en tratamiento de aguas negras. Por lo cual estdn consideradas como
blo-materiales importantes en la actualldad [221,223].

7.5.2 Cromatografia y Purificacién.
Tsukahara comunica en una patente que un flltro para deodorizar el aire

esta constituido por una resina sintética y f-ciclodextrina (239).

Por otra parte la complejacién con ciclodextrinas tiene una aplicacién
adiclonal en cromatografia, y ha sido descrita por Krysl-Smolkava (111).
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Separaciones selectlvas por cromatografia también han sido descritas (102,
108).

Las ciclodextrinas pueden ser empleadas como fase mévil o fase estaclo-

naria, dentro del campo de la cromatografia de inclusién.

La introducclén hecha por Armstrong de la fase estacionarla, ahora
llamada “Ciclobond” esta tenlendo un conslderable impacto ya que esto afiade
una nueva dimensién -el fenémeno de fnclusién molecular- a la cromatografia
de absorcién (202).

7.56.3 Separaclén de Isémeros.
Hay un gran niimero de eJemplos en quelacomplejacién con ciclodextrinas
puede ser usada para separar compuestos de estructura molecular semejante,

asi como en la produccién selectiva funglendo como catalizador (107).

Uekamay col. Informan que tanto a- como f3-ciclodextrina incrementaron
la velocidad de Isomerizacién de prostaglandinas del po A en condiciones
alcallnas, donde el efecto catalizador de a-ciclodextrina fué diferente al de 8-

ciclodextrina, lo cual se asocia a una diferencla de entalpia {241).

Sato y Susukl desarrollaron un método de resolucién éptica de farmacos
racémicos por una combinacién de complejacién con ciclodextrina y una subse-
cuente cromatografia en gel, obtenlendo una pureza éptica de los enantiémeros

de warfarina y 4cido mandélico de 40% y 30% respectivamente (194).



Vi
DISCUSION Y CONCLUSIONES

Deacuerdo con lainvestigacién bibliograficarealizada, se puede apreclar
que las ciclodextrinas se han consolidado como uno de los principales recursos

de interés técnico para numerosas industrias.

Sinembargo, es importante hacer notarque fué necesarioque transcurriera
un amplio pericdo de tlempo, para llevar a cabo el empleo préctico de las
ciclodextrinas, el cual estuvo restringldo debido a diversas razones tales como:
la falta de un proceso de produccién a escala industrial y por ende elevados
costos de las mismas, asf como el apoyo de estudios de metabolismo y toxicidad

detallados.

Conrespectoala produccién de ciclodextrinas, es pertinente seialar que
atin cuando existen testimonios de sintesis quimicas de las mismas, a nlvel
industrial siguen slendo producidas solo por la conversién enzimética del

almidén utilizando la enzima clclndcxtringllcosll-transfera.sa (CGT).

Deblido a que la enzima (CGT) es de primordial importancia en la pro-
duccién de ciclodextrinas, se han encontrado diversos microorganismos que

ttenen la hablilidad de producirla, como se cité oportunamente.

Las enzimas de dos variedades de una especte son las que principalmente
se utilizan para la produccién industrial de ciclodextrinas, me reflero a Bacillus

macerans y Baclllus alcaléfllos No. 38-2,
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Los microorganismos del género Bacillus son grandes bastones grampo-
sitlvos caracterizados por encontrarse en muchas muestras de sueloy agua. Por
lo cual muchas de sus propledades se atribuyen a su necesidad de sobrevivir en

las condiciones adversas presentes en su habitat natural.

La cantidad de cliclodextrinas fcrmadas es manipulada en los procesos
industriales por la continua ellminacién de la ciclodextrina deseada através de

1a formacién de un complejo especifico Insoluble 6 por diélisis {218].

Actualmente 3-ciclodextrina esta slendo producida en escala industrial
por 4 compaiitas en Japén, 2 en Francia, 1 en Hungriay 1 en E,U.A. En Finlan-
dia, Brasil, Corea del Norte y Corea del Sur han sido reportados laboratorios a

escala para la producclén de ciclodextrinas.

Ahora bien, cuando en 1957 se publicé que las ciclodextrinas adminis-
tradas oralmente fueron altamente téxicas, extensivos estudios de metabolismo

y toxicidad detallados fueron emprendidos para clarificar tal hecho.

Como consecuencladetales estudlos, hoyendiasesabe que administradas
oralmente las ciclodextrinas son inofensivas, ya que cantidades insignificantes
son absorbidas Intactas através de la regl6n Intestinal y la mayor cantidad de

ciclodextrinas es metabolizada por la miclofora del colén.

Cuando son administradas parenteralmente las ciclodextrinas pueden
causar una severa nefrotoxicidad, ast como también camblos en la forma y

hemé6lisis de eritrocitos humanos.
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Desde un punto de vista de seguridad, la administracién parenteral de
una gran dosls de ciclodextrinas, debe estar totalmente restringlda para a- y -
ciclodextrinas. Y en casode ser indispensable el usode alguna ciclodextrinaden-
tro de una formulactén, solo podria considerarse y-ciclodextrina por ser lamas

-soluble y por ende la menos téxica. En esto no consideramos los derivados por

no ser parte de esta fnvestigacién.

En relacién a los métodos de separacién y anélisis de clclodextrinas
pertinentemente expuestos, se puede concluir que los métodos cromatograficos
son los que mejor cumplen con dicho objetivo. Siendo la cromatografia de
liquidos de alta resolucién (HPLC) el mas recomendado por la rdpida y exacta

determinacién de ciclodextrinas en un corto lapso de tiempo (10-15 min).

En caso de no contar con el equipo adecuado de HPLC, también es
recomendable una cromatografia de capa fina 6 en su defecto se puede recurrir
a los metédos fotométricos, los cuales son rapldos de reallzar pero presentan el
inconveniente denoser especificos, puestoque unincrementoenlaconcentracién
deciclodextrina, asi comola presencia de otra substancla en solucién interfleren

en los resultados.

En virtud de que la Encapsulacién Molecular puede ocurrir tanto en
medio sélido como en solucién y las propledades de las moléculas huespéd son
meodificadas por la complejacién con ciclodextrinas, tales alteraclones pueden

ser detectadas por diversos metédos (remitirse a 6.6).

Con el conocimiento de las diversas formas para preparar complejos de

inclusién, considero que el mejor método para obtenerlos en estado sélido es el



144

Secado por Congelamitento(Freeze-Drying), puesto que los complejos se obtienen
en una forma amorfay esto presenta ventajas enlasolubilidad y por consigulente
en la blodisponibilidad. Es importante hacer mencién de que el método de
amasljo, es muy utll parala preparacién de complejos de Inclusién de sustancias

escasamente solubles en agua.

El complejo fArmaco-ciclodextrina generalmente es formado fuera del
cuerpo y después de la administracién este se disocta, llberando el fArmaco

dentro del organismo en una forma répida y uniforme.

Las ciclodextrinas que han sido sucesivamente utilizadas para mejorar
varias propiedades de firmacos, tales como solubilidad, disolucién y velocidad
de liberacién, estabilidad, bicdisponiblilidad. En adictén el realce de la actividad
de fArmacos, transferencla selectiva o la reduccién de efectos colaterales han

sido logrados por medio de la complejacién de inclusién.

El incremento en el mimero de reportes tecnol6gicos de ciclodextrinas
registrados en el Chemical Abstracts hasta 1992 se muestra en la figura 47. Los
reportes sobre ciclodextrinas se Incrementaron rapidamente de 1965-1970,
sobre todo por que se encontré que eran inofenslvas por via oraly en aplicaciones
tépicas, lo que daba a las Industrias Farmacéutica, Alimenticia y Cosmetol6glca
un recurso nuevo renovable y con grandes posibilidades de mejoramiento,
independientemente del grandfsimo campo de aplicaclones comerciales q u e

se encontraban en ese momento y a futuro.

En el perlodo de 1980-1985 se registraron cerca de 80 documentos

relacionados a aplicaclones de ciclodextrinas por afio. Hacia fines de 1986 cerca
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de 750 publicaclones concernientes a aplicaclones de ciclodextrinas fueron
publicadas. Y el nimero de documentos clentificos, patentes, libros, lecturasen

conferencias en 1987 fué superior de 400.

Elmercadomundial para f3-ciclodextrinaya sea cristalinayen conversién
mixta fué de 1 millén de kgs. en 1990, el precio de la ciclodextrina cristalina
dependiendo de la calldad y el productor es de 7-25 délares por kg.

En el caso de a-ciclodextrina su demanda es pequefna y en 1990 la
cantidad comerclalizada fué probablemente de 3000 kgs a un costo de 16-24
délares por kg. Para y-ciclodextrina el costo es de 200-1200 délares por kg,
stendo con esto la mas cara de las ciclodextrinas naturales. Sin embargo, st
existe un Incremento en la demanda de y-ciclodextrina probablemente exista un

descenso en el precio.

Finalmente, debo agregar que en base a la Investigacién realizada, se
puede concluir que salvola via de administracién que es recomendable sea sélo
oral o tépica por la nefrotoxicidad que puede causar no hay barreras para la
aplicacién practica de las ciclodextrinas, en diversas Industrias de tal forma que
un futuro no muy lejano seran consideradas como materiales basicos para la

elaboracién de farmacos, alimentos, cosméticos entre otros.
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