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DESCRIPCION
Complejo de antocianidina
La invencion se refiere a un complejo a partir de una antocianidina y una ciclodextrina.

Las antocianidinas son colorantes citocromos, los cuales tienen presencia en la mayoria de las plantas terrestres
mas altas. Las antocianidinas no tienen azucares (aglicona) y estan estrechamente emparentadas con las
antocianinas con contenido de azucares. Las antocianidinas son colorantes y tienen propiedades antioxidantes.

Del documento WO 2013/144297 A1 ya se conoce la complejacion de antocianidinas con sulfoalquiléter-B-
ciclodextrinas.

La invencion se basa en la tarea de poner a disposicion antocianidinas en forma muy manejable, que pueda ser
formulada y estable en almacenamiento y relativamente concentrada.

Esta tarea se soluciona mediante un complejo a partir de una antocianidina y una B-ciclodextrina metilada.
En primer lugar se explican algunos conceptos usados en el marco de la invencion.

Las antocianidinas presentan la estructura basica que se reproduce a continuacion.

Los sustituyentes en esta formula estan elegidos del grupo consistente en hidréogeno, grupo hidroxilo y grupo
metoxilo.

Las ciclodextrinas son oligosacaridos ciclicos de moléculas de glucosa a-1,4-glicosidicamente enlazadas. La B-
ciclodextrina tiene siete unidades de glucosa. En el caso de una B-ciclodextrina metilada los grupos hidroxilo de la
unidad de glucosa estan provistos de grupos metilo. Segun la invencion normalmente solo esta metilada una parte
de los 21 grupos hidroxilo de una B-ciclodextrina.

La preparacion de B-ciclodextrinas metiladas es habitual para el experto, pueden obtenerse productos
correspondientes por ejemplo de la empresa Wacker Chemie bajo la denominaciéon Cavasol®.

La invencién ha puesto de manifiesto que de manera sorprendente con B-ciclodextrinas metiladas las antocianidinas
como la delfinidina pueden complejarse en una concentracion notablemente mas alta que en el estado de la técnica
con otras ciclodextrinas. Esto es sorprendente en particular porque por ejemplo en el documento WO 2013/144297
A1 se llevaron a cabo pruebas de complejacion con una serie de ciclodextrinas, en las cuales la concentracion o la
carga del complejo con antocianidina eran inferiores a razén de magnitudes.

La presente invencion posibilita de esta manera poner a disposicién antocianidinas en alta concentracion y con ello
en altas dosificaciones preferentemente en forma acuosa o soluble en agua y de esta manera hacer accesible de
forma sencilla una administracion in vivo, por ejemplo, una administracion i.v. Es una ventaja particular de la
invencion ademas de ello que las ciclodextrinas metiladas, en particular RAMEB, no son o en todo caso son
minimamente téxicas en las concentraciones usadas, en particular no dan lugar in vivo a ninguna o en todo caso a
minimas e inofensivas hemdlisis.

De manera preferente el grado de substitucion de la B-ciclodextrina con grupos metilo es de 10 a 15,
preferentemente de 11 a 14, de manera mas preferente aun de 12 a 13.

De manera particularmente preferente se usa como B-ciclodextrina metilada RAMEB (randomly methylated -
Cyclodextrin) (B-ciclodextrina metilada aleatoriamente). Se trata de una B-ciclodextrina metilada estadisticamente
con un grado de substitucion de aproximadamente 1,8 grupos metilo por unidad de aztcar o 12,5 grupos metilo por
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anillo de ciclodextrina (DS degree of substituton (grado de substitucion) aproximadamente 12,5). RAMEB puede
obtenerse comercialmente por ejemplo de la empresa Wacker Chemie bajo la denominacion Cavasol® W7 M
Pharma.

Las antocianidinas complejadas segun la invencién estan elegidas de manera preferente del grupo consistente en
aurantinidina, cianidina, delfinidina, europinidina, luteolinidina, pelargonidina, malvidina, peonidina, petunidina y
rosinidina.

La estructura quimica se corresponde con la férmula | reproducida arriba con el siguiente patrén de substitucion

R¥ RY | R¥ R3 RS R R’
Aurantinidina | -H -OH | -H -OH | -OH -OH | -OH
Cianidina -OH -OH | -H -OH | -OH -H | -OH
Delfinidina -OH -OH | -OH -OH | -OH -H -OH
Europinidina | -OCHs | -OH | -OH -OH | -OCH3 | -H | -OH
Luteolinidina | -OH -OH | -H -OH | -OH -H -OH
Pelargonidina | -H -OH | -H -OH | -OH -H -OH
Malvidina -OCH3 | -OH | -OCH3; | -OH | -OH -H -OH
Peonidina -OCH3 | -OH | -H -OH | -OH -H -OH
Petunidina -OH -OH | -OCH3 | -OH | -OH -H | -OH
Rosinidina -OCH3 | -OH | -H -OH | -OH -H -OCHs

Es particularmente preferente en el marco de la invencién un complejo con delfinidina.
Es ademas de ello objeto de la invencion una solucién acuosa de un complejo segun la invencion.

Otro objeto de la invencion es un procedimiento para la preparacion de un complejo segun la invencion, asi como de
una solucién acuosa correspondiente, con los pasos:

a) preparar una solucion acuosa de la B-ciclodextrina metilada,
b) adicion de la antocianidina y mezclar para la preparacion del complejo.

En el paso a) se prepara preferentemente una solucién acuosa, la cual contiene de un 10 a un 60 % en peso, de
manera mas preferente de un 20 a un 50 % en peso, de manera mas preferente aun de un 30 a un 50 % en peso de
la ciclodextrina usada.

Es particularmente preferente en el marco de la invencion cuando el valor de pH de la soluciéon acuosa durante o
tras, preferentemente sin embargo antes de la adicién de la antocianidina, de manera preferente delfinidina, se
ajusta a un valor de pH de 7 o menos, preferentemente de 6 a 7. Ha podido verse que en el caso de este valor de
pH puede ajustarse una concentracion mas alta del complejo en solucién acuosa.

La concentracion de la antocianidina, calculada como cloruro, es de preferentemente al menos 10 mg/ml, de manera
mas preferente de al menos 20 mg/ml, de manera mas preferente ain de al menos 50 mg/ml, de manera mas
preferente de al menos 80 mg/ml. Pueden alcanzarse sin problemas concentraciones de por ejemplo 100 mg/ml.

Es también objeto de la invencidn una sustancia sélida que contiene un complejo a partir de una antocianidina y una
B-ciclodextrina metilada, que puede obtenerse mediante eliminacién del disolvente de una soluciéon acuosa. La
eliminacién del disolvente de la solucién acuosa puede producirse mediante procedimientos habituales para el
experto, como por ejemplo deshidrocongelacion (liofilizacion). Esta sustancia sélida segun la invencion es estable en
almacenamiento a largo plazo y puede mezclarse sin problemas nuevamente con agua dando lugar a una solucién
acuosa y con ello, que puede ser administrada in vivo. Tanto la solucién acuosa segun la invencién, como también la
sustancia sélida, tienen una alta estabilidad de almacenamiento.

En el marco de la preparacion segun la invencion la mezcla de los componentes de la solucion acuosa puede
producirse mediante agitacion, son espacios de tiempo preferentes para la mezcla de 2 a 20 h. De manera
preferente se trabaja en la oscuridad para evitar la oxidacion inducida por la luz.

A continuacion se explican ejemplos de realizacion de la invencion.
1. Materiales usados:

Se obtuvo RAMEB de la empresa Wacker Chemie y cloruro de delfinidina de la empresa Extrasynthese.
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2. Determinacion del contenido de delfinidina

Para la determinacién del contenido de cloruro de delfinidina en los compuestos con contenido de delfinidina se hizo
uso de un procedimiento de HPLC de fase reversa. En este caso se usaron los siguientes reactivos:

Agua purificada

Metanol para la cromatografia

Acido férmico, p. a.

1 M de acido clorhidrico como solucién volumétrica.
Como columna se utilizé una Waters X Bridge™ C18,35 pl, 150 mm x 4,6 mm.
Las fases moviles fueron como se indica a continuacion:

Canal A: agua 950 ml, metanol 50 ml, acido férmico 10 ml
Canal B: agua 50 ml, metanol 950 ml, acido férmico 10 ml

Se utilizo el siguiente programa de gradientes:

Tiempo [min] | Porcentaje canal B
0 0

5 0

25 60

30 100

Tiempo de parada: 35 min

Tiempo de seguimiento (posttime): 8 min

Velocidad de flujo: 1 ml/min

Volumen de inyeccion: 20 pl

Temperatura de columna: 30 °C +/- 2 °C

Detector UV-Vis: 530 ym para el ensayo quimico, 275 pm para la deteccion de ensuciamientos
Integrador: superficie

Soluciones y preparacion de muestras:
Solucion de dilucién 1: mezcla de 100 ml de metanol y 2,6 ml de 1 M HCL
Solucion de dilucion 2: mezcla de 100 ml de metanol al 40 por ciento y 2,6 ml de 1 M HCL

Solucidn de calibracion: se prepard una solucion de referencia de delfinidina mediante la incorporacion de 10 mg de
cloruro de delfinidina en un matraz de 10 ml y disolucion en la solucién de dilucién 1. Tras la disolucion se diluyé
aproximadamente 10 veces con solucién de dilucién 2 para la preparacion de una concentracion aproximada de 0,1
mg/ml.

La solucién de calibracion de control se preparé de la misma manera. Las soluciones de calibracion se analizaron
directamente mediante HPLC, dado que el cloruro de delfinidina no es estable en solucion.

Preparacién de las soluciones de prueba:

Para la determinacioén del contenido de delfinidina de sustancias solidas preparadas segun la invencion (preparacion
véase mas abajo) se incorporaron aproximadamente 50 mg de esta composicion en un matraz de 10 ml. A
continuacion, se disolvié en solucién de dilucion 2 y se continud diluyendo con la misma solucién de dilucion 2 hasta
el ajuste de una concentracion de delfinidina aproximada de 0,1 mg/ml.

La determinacion del contenido de delfinidina en las muestras se calculé con la ayuda de Agilent Chem-Station
Software mediante el uso de la calibracion con el estandar externo descrito.

Ejemplo 1
Complejacion de delfinidina con RAMEB.
Se prepararon soluciones de 40 % en peso de RAMEB en agua.

Se introdujo 1 ml de la solucién de ciclodextrina acuosa en un matraz de vidrio. A continuacion se afiadieron 250 mg
de cloruro de delfinidina.
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La suspension se agitd durante 4 h a 30 °C en la oscuridad. A continuacion se filtr6 a través de un filtro de
membrana con 0,8 um de tamafio de poro.

Ejemplo 2
Preparacion de una sustancia sélida segun la invencion

La solucidon segun el ejemplo 1 se congelé y a continuacion se liofilizd a -48 °C y con una presion de
aproximadamente 10,3 Pa (77 mTorr). Se obtuvieron 0,36 g de una sustancia sélida con un contenido de delfinidina
de 31,1 % en peso.

Esta sustancia solida pone a disposicion delfinidina de alta concentracién en forma almacenable y administrable in
vivo sin mayor problema. El contenido del complejo de delfinidina es mucho mas alto que en el estado de la técnica.
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REIVINDICACIONES
1. Complejo de una antocianidina y una 3-ciclodextrina metilada.

2. Complejo segun las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado porque el grado de substitucion de la B-ciclodextrina
con grupos metilo es de 10 a 15, preferentemente de 11 a 14, de manera mas preferente ain de 12 a 13.

3. Complejo segun la reivindicacion 2, caracterizado porque la B-ciclodextrina metilada es RAMEB (randomly
methylated 3-Cyclodextrin) (B-ciclodextrina metilada aleatoriamente).

4. Complejo segun una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque las antocianidinas estan elegidas del
grupo consistente en aurantinidina, cianidina, delfinidina, europinidina, luteolinidina, pelargonidina, malvidina,
peonidina, petunidina y rosinidina.

5. Complejo segun la reivindicacion 4, caracterizado porque la antocianidina es delfinidina.
6. Solucion acuosa de un complejo segun una de las reivindicaciones 1 a 5.

7. Solucién acuosa segun la reivindicacion 6, caracterizada porque la concentracion de la antocianidina, calculada
como cloruro, es de al menos 10 mg/ml, de manera mas preferente de al menos 20 mg/ml, de manera mas
preferente auin de al menos 50 mg/ml, de manera mas preferente de al menos 80 mg/ml.

8. Sustancia sélida con contenido de un complejo de una antocianidina y una B-ciclodextrina metilada, que puede
obtenerse mediante la eliminacion del disolvente de una solucién acuosa segun una de las reivindicaciones 6 o 7.

9. Procedimiento para la preparacion de un complejo de una antocianidina y una B-ciclodextrina metilada, con los
pasos:

a. Preparacion de una solucion acuosa de la B-ciclodextrina metilada,
b. Adicion de la antocianidina y mezcla para la preparacion del complejo.

10. procedimiento segun la reivindicacion 9, caracterizado porque la solucion preparada en el paso a) contiene de
un 10 a un 60 % en peso, preferentemente de un 20 a un 50 % en peso, de manera mas preferente aun de un 30 a
un 50 % en peso de la B-ciclodextrina metilada.

11. Procedimiento segun las reivindicaciones 9 o 10, caracterizado porque la mezcla en el paso b) se produce en
un espacio de tiempo de 2 a 20 h.
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