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Quitina

~ Componente estructural de exoesqueleto
de crustaceos

— Polimero natural mas comun aparte de la
celulosa

- Biodegradable. No toxico

Quitosano

— Alto peso molecular

- Soluble a pH<6.5

— Poliamina

- Biodegradable. No toxico

Quitosano catiénico

— Elevada densicad de carga

_ Propiedades como agente formador de
peliculas

- Forma complejos con aniones.
Compatible con cationes

- Biodegradable. No toxico

Trimetilquitosano

— Elevada densidad de carga
* —Soluble a pH< 9
- Propiedades como promotor de |a
absorcion intestinal
- Biodegradable. No toxico

Fig. 1. Estructuras quimicas de la quitina (A), quitosano (B), quitosano cationico (C) y N-trimetilquitosano

(TMC) (D) .

por un enlace B(1:4). Se obtiene a partir de una
fuente natural, concretamente, a partir de la
desacetilacion parcial de la quitina, principal
componente del exoesgueleto de inveriebra-
dos como crustaceos e insectos, también pre-
sente en algunos microorganismos y hongos,
como las levaduras (1) (Fig. 1). Visto que la
quitina es un polimero de N-acetilglucosamina,

y el quitosano es un producto de su desacetila-
cion parcial, es dificil determinar su composi-
cién quimica exacta. Por ello, el término quito-
sano se emplea de modo genérico para desig-
nar a toda la serie de polimeros obtenidos con
distintos pesos moleculares (50 kDa-2000 kDa)
y grado de desacetilacion (40%-98%). Se ha
demostrado gue tanto el numero de unidades
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de GlcNac (grado de desacetilacién) como el
peso molecular del polimero influyen en sus
propiedades fisicas y biolégicas (2-5).

El quitosano nativo es un polication a valores
de pH acido, con un pKa intrinseco de 6.5 (1).
Es un compuesto insoluble a pH neutro y alca-
lino, pero forma sales con acidos organicos e
inorganicos como los 4cidos lactico, aceético,
glutdmico y clorhidrico. Estas sales son mas 0
menos solubles en agua, dependiendo de su
grado de desacetilacion (y por tanto del pKa
del polimero) y el pH del medio. Quitosanos
con un grado bajo de desacetilacion (40%) son
solubles hasta pH 9, mientras que guitosanos
con un grado de desacetilacion aproximado
del 85 % solo son solubles hasta pH 6.5. Es
decir, cuanto menor es el grado de desacetila-
cion del polimero, mayor es el ambito de valo-
res de pH a los gue es saoluble.

Por otro lado, la viscosidad de una solucion
de quitosano aumenta a medida gue se incre-
menta su grado de desacetilacion. Esta carac-
teristica parece ser debida a las diferentes
conformaciones que puede adoptar la molécu-
la en funcion del mayor o menor grado de de-
sacetilacion. Cuando el grado de desacetila-
cion es alto, la molécula se encuentra altamen-
te cargada y adopta una conformacion exten-
dida, mientras que si el grado de desacetila-
cion es beajo. adopta una conformacion mas
arrollada debido a su menor carga (6).

Usos generales del quitosano

Actualmente sus usos y propiedades son
numerosos lo que conlleva a aplicaciones de
indole diversa. Sus propiedades como flocu-
lante se han empleado para la clarificacion de
las aguas de desecho en Japon (7), o de bebi-
das como cervezas y zumos de frutas (8). Sin
embargo, también destaca su uso Como agen-
te quelante de metales, hecho que se ha apro-
vechado para la detoxificacion de residucs pe-
ligrosos (9). Por sus propiedades como gelifi-
cante y agente formador de peliculas ha sido
empleado por la industria cosmeética (10), de fi-
jador de colorantes en |a industria textil, aditivo
reforzante en la industria papelera (11), o inclu-
so cabe destacar sus aplicaciones oftaimicas
como recubrimiento o material propio de las
lentes de contacto (12).

En el campo de la agricultura, se ha adicio-
nado a fertilizantes liquidos por sus propieda-
des antifungicas. La posible interaccion entre
la carga positiva del quitosano y los acidos
grasos libres y sales biliares (13), ha potencia-
do su empleo, a nivel dietético, en dietas adel-
gazantes y reductoras del colesterol.
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Por ultimo, también cabe resaltar su uso co-
mo componente de materiales biomédicos, es-
pecialmente de materiales empleados a nivel
de cirugia, debido a sus caracteristicas antico-
agulantes (14), antifingicas (15) y su accion
estimuladora de la cicatrizacion (16). Sus apli-
caciones a nivel farmacéutico se comentaran
mas ampliamente a continuacion.

Usos en la industria farmacéutica

Diversos grupos de investigacion han cen-
trado, en los ultimos anos, sus esfuerzos en el
intimo conocimiento de las caracteristicas fisi-
co-quimicas de este polimero. Fruto de estos
trabajos se le han ido atribuyendo al quitosano
multitud de propiedades de gran interés para
la industria farmacéutica y gue se exponen se-
guidamente.

Formas de liberacion controlada

El quitosano ha sido ampliamente estudiado
por la industria farmacéutica por su potencial
uso en el desarrollo de sistemas de trangporte
y liberacion controlada. Ello se debe a su com-
portamiento como polimero catiénico, asi como
a sus caracteristicas como agente formador de
peliculas y geles. Ambos sistemas pueden per-
mitir el control de la tasa de farmaco liberado y
la prolongacion de la duracioén del efecto tera-
péutico, asf como tal vez el transporte y libera-
cién a lugares especificos. A continuacion, se
detallan los estudios mas relevantes en este
campo.

Lehr y col. (17) demaostraron, in vitro, las pro-
piedades mucoadhesivas del guitosano, el
cual presentaba un mejor comportamiento que
otros agentes mucoadhesivos COMO la hidroxi-
propilmetilcelulosa o la carboximetilcelulosa. El
empleo de formas de dosificaciéon mucoadhe-
sivas puede mejorar la biodisponibilidad de
muchos farmacos ya que pueden prolongar el
tiempo de residencia frente a sus transportado-
res especificos y/o conseguir una liberacion
sostenida (18).

En 1984, Nagai y col. (19) pusieron de mani-
fiesto que distintos guitosanos en combinacion
con otros excipientes, podian utilizarse para la
elaboracion de comprimidos con propiedades
de liberacion controlada. El estudio concluia
que los comprimidos formulados presentaban
una cinética de liberacién del farmaco de or-
den cero, cuya tasa de liberacion dependia di-
rectamente del tipo y cantidad de guitosano
empleado. Estudios posteriores abordaron la
claboracién de comprimidos de liberacion sos-
tenida de diclofenaco soédico, utilizando el gui-









el

=Y

ok

it

an
Jjor,
co:
tice
asf
cicy
mec
apli
com
Cune
Plan,
fiestc
bilide
exce,
CEutic
formu

" Bec
rio ¢

™ Bee,
- terip
" Profe
gia f
de V:

cibigo:
cotado:

de una monocapa de células intestinales (Ca-
co-2). El incremento observado era dependien-
te del pH. Esto sugiere qué la densidad de car-
ga podria ser un factor importante en el feno-
meno estudiado. Pero, ademas de por el pH, la
densidad de carga del quitosano puede ser
controlada variando el grado de desacetilacion
de la molécula, puesto gue sélo es la unidad
GIcN, la gue se encuentra cargada positiva-
mente. Por ello, en los siguientes trabajos, €s-
tos autores estudiaron y confirmaron que la
composicion guimica (grado de desacetila-
cion) y el peso molecular de los distintos quito-
sanos es crucial en su efecto sobre la permea-
bilidad epitelial y toxicidad, usando como mo-
delo epitelial in vitro, una monocapa de celulas
intestinales de carcinoma humano (Caco-2) (5.
48). Algunos de los quitosanos ensayados in-
crementaron la cantidad de manitol absorbida
hasta en 15 veces con respecto al grupo con-
trol (5). También los citados autores compro-
paron que el efecto promotor de este polimero
es concentracion y tiempo-dependiente. Sin
embargo. a partir de aqui, existe una gran con-
troversia en torno a cual es el idoneo. Investi-
gaciones posteriores han 1do identificando
Auevos derivados del quitosano como el gluta-
mato de quitosano (49), clorhidrato de quitosa-
no (49) o el clorato de N-trimetil quitosano (50),
siendo éstos iguales o mas efectivos que los
primeros derivados acetilados, pero mucho
mas solubles, io gue hace mas facil su incor-
poracion a formas tarmacéuticas en forma de
polvo (49, 50).

El mecanismo de accion del quitosano en el
incremento del transporte de moléculas a tra-
vés de membranas mucosas esta siendo estu-
diado por distinfos grupos de investigacion, vy
todos ellos parecen coincidir en gue €s una
combinacién de su efecto mucoadhesivo y de
la capacidad de dilatar las uniones intercelula-
res o uniones estrechas (tight junction en termi-
nologia anglosajona) (48). En el estudio realiza-
do por Dodane y col. (51) se confirm6 que el
incremento de 1a permeabilidad celular a nivel
intestinal provocado por el guitosano venia
acompanado de una afectacion de las uniones
estrechas. La disminucion de la resistencia
eléctrica transepitelial (TER) de la linea celular
se relaciond con el aumento del flujo por via
paracelular. Mediante microscopia confocal la-
ser se visualizé que el quitosano interacciona
con la F-actina, ocludina y ZO-1, protefnas im-
plicadas en la regulacion del flujo por via para-
celular (52, 53). En conclusion, se ha compro-
bado que el quitosano, posiblemente debido a
su carga positiva, es capaz de interaccionar
con el mecanismo de apertura de las uniones
estrechas por inhibicion de las proteinas ZO-1
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y el cambio en el citoesqueleto de la F-actina,
que pasa de forma filamentosa a forma globu-
lar (47, 48, 51).

Terapia antitumoral

Las distintas propiedades qué se han ido
conociendo a nivel de la tecnologia farmacéuti-
ca de los distintos polimeros de quitosano, han
conducido a su estudio y aplicacion en la me-
jora de las terapias antitumorales. Quchi y col.
(54) conjugaron el quitosano y €l quitosaminoli-
gosacarido (COS) con el 5-fluorouracilo (5FU),
con el fin de obtener un profarmaco de gran
actividad antitumoral pero con efectos adver-
sos reducidos. Los estudios in vivo demostra-
ron que el complejo quitosan-5FU presentaba
un excepcional comportamiento frente a la leu-
cemia limfocitica en ratones. Ademés, quito-
san-5FU y COS-5FU mostraron un remarcado
efecto inhibidor del crecimiento fibrosarcoma
tipo Met-A y hepatoma tipo MH-134Y.

La formulacion de microesferas de quitosa-
no y otros polimeros, también ha alcanzado al
campo de la terapia del cancer. Asi, Jameela 'y
col (32) prepararon unas microesferas de qui-
tosano y glutaraldehido que contenian un co-
nocido farmaco antitumoral, la mitoxantrona.
Sy actividad farmacologica, fue evaluada fren-

te al carcinoma ascitico de Ehrlich tras admi-
nistracién intraperitoneal. LOS animales que re-
cibieron 2 mg de mitoxantrona libre tras inyec-
cion intraperitoneal sobrevivieron una media de
51 dias, mientras que los queé recibieron 2 mg
del farmaco en forma de microesferas vivieron
una media de 50 dias. Cinco de los ocho ani-
males tratados, llegaron a los 60 dias de su-
pervivencia. Estos resultados, muestran el po-
tencial uso de este complejo para la liberacion
sostenida de este tipo de moléculas, con el fin
de minimizar su toxicidad y mejorar su eficacia
terapéutica. Recientemente, Kamiyama y col.
(55) estudiaron la viabilidad del N-succinilqui-
tosano y el glicol-quitosano como vehiculos pa-
ra la administracion de preparados antitumora-
les. Tras la administracion intavenosa de am-
bos preparados en ratén sano y enfermo, com-
probaron que €l N-succinilguitosano puede ser
un excepcional candidato para futuras formula-
ciones debido a la elevada retencion sistémica
y acumulacioén en la region tumoral mostrada.

Terapia génica

Para el correcto transporie Yy transferencia
de genes in vivo, s€ requiere una correcta con-
densacion del plasmido, proteccion frente a las
nucleasas, interaccion celular, internalizacion
del plasmido, proteccion frente a endosomas Y
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éntrada en el nucleo (56). Por todo esto, una
de las limitaciones de este tipo de terapia es Ia
elecciéon del vehiculo adecuado. Actualmente,
los sistemas de transporte y liberacién no vira.
les estan siendo los mas propuestos, por su
seguridad, estabilidad Y Ccapacidad para ser
producidos en grandes cantidades (57). Entre
estos sistemas, destacan los compuestos por
proteinas, lipidos y liposomas cationicos, poli-
péptidos de elevado Peso molecular o nuevos
polimeros sintéticos (58). Se han obtenido re-
sultados prometedores en la formacion de
complejos de quitosano y DNA (58-61). Por
ejemplo, Richardson y col. (61) estudiaron Ig
efectividad de diversos quitosanos de diferente
Peso molecular. Aunque todos ellos presenta-
ron escasa toxicidad, Y capacidad de comple-
jar el DNA y protegerio de la degradacion de
las nucleasas, fueron los polimeros de bajo pe-
80 molecular los Que presentaron una nula
acumulacion en el higado tras su administra-
Cion intravenosa. Por tanto, él quitosano de ba-
jo peso molecular parece un candidato idez|
como vehiculo para la administracion génica.
Todos los resultados obtenidos sugieren aue
los guitosanos presentan una eficacia compa-
rable a la de otros vectores sintéticos. pero cla-
ramente muestran una toxicidad inferior.

Quitosano y vacunas

Las distintas propiedades de los polimeros
de quitosano han conducido a diferentes aru-
POs de investigadores a ensayar su aplicabili-
dad como vehiculo en la administracion de va-
cunas. Jameela y col. (29) prepararon unas mi-
croesferas de quitosano en las gue se incluyd
el toxoide de la difteria. Estudios preliminares
de inmunogenicidad en ratas utilizando dichas
microesferas, demostraron la presencia relati-
vamente constante del anticuerpo durante un
periodo de unos cinco meses. Tras un efecto
intenso al comienzo, posteriormente se obser-
vO una relacion lineal entre la cantidad liberada
y el tiempo. Protegiendo las microesferas con
parafina liquida o un polimero de &cido lactico.
ese efecto inicial mas pronunciado fue contro-
lado y amoertiguado. Estudios histolégicos del
tejido muscular donde se administraron las mi-
Ccroesferas de quitosano, mostraron una bio-
compatibilidad total. La biodegradacion aun no
se habia completado a los seis meses, demos-
trando el potencial uso de las microesferas de
quitosano como vehiculo para este tipo de sus-
tancias. Estudios Posteriores realizados por
Calvo y col (63) han confirmado los resultados
anteriores. Este ultimo grupo investigador pre-
paré nanoparticulas de quitosano nativo y de
quitosano con un copolimero de éxido de etile-

ik
Qo
(3]

no y oxido de propileno, en el que se incluye-
ron el toxoide del tétanos y el de la difteria. En
todos los casos se demostrs la idoneidad de
este polimero para la liberacién controlada de
vacunas.

También se ha demostrado que el quitosano
€S capaz de mejorar Ia respuesta inmunoldgica
de vacunas administradas a través de muco-
Sas como la via nasal. Jabbal-Gi|| y col. (64)
demostraron que Ia vacuna para la Bordetellg
Pertussis, Compuesta por filamentos de hema-
glutinina de la bacteria y el toxoide recombi-
nante PT-9K/129G, administrada por via nasal
en combinacion con el quitosano, provee unos
niveles de IgG en plasma similares a los obte-
nidos tras administracion intraperitoneal. Resyl-
tados similares se han obtenido tras la admi-
nistracion nasal de Ig vacuna de la gripe (H. In-
fluenzae) con quitosano, comparada con su
administracion por via Subcuténea (65). Los -
timos éxitos en formulacion de vacunas con
quitosano para su administracién nasal, han si-
do los logrados por McNeela y col. (66) para la
vacuna de la difteria.

Quitosanos en terapias de transplante
celular

Una alternativa terapéutica para Ia diabetes
mellitus tipo | es g transplante de islotes de
Langerhans. Para ello, es necesario el empleo
de membranas semipermeables y biocompati-
bles para su encapsulamiento (67-69). Sin em-
bargo, los estudios al respecto no fueron del
todo exitosos por el rechazo sufrido debido a
la excesiva Permeabilidad de |a membrana,
que permitio la infiltracion de fibroblastos (67)
(69). Descartado el empleo de inmunosupreso-
res debido a sus reacciones adversas, se pro-
cedid a la busqueda de una membrana que
reuniera las caracteristicas apropiadas. Ade-
mas de ser biocompatibles, Ias capsulas de-
ben presentar una elevada area superficial, ser
estables desde el punto de vista mecanico, ser
inmunoprorectoras, permitir la correcta oxige-
nacion de la célula y el flujo adecuado de insy-
lina (70). En 1999 Soon-Shiong sintetizé micro-
capsulas de alginato Yy polilisina cargadas con
los islotes pancreaticos. Tras su administracién
intraperitoneal en la rata, se detectaron niveles
de insulina secretada por las células transplan-
tadas 24 horas después de la administracion y
continuaron liberando durante més de 58 me-
ses. Estudios posteriores, como el realizado
por Sakai y col. (71) o Chandy y col. (72) han
utilizado membranas de quitosano-alginato o
con diversas modificaciones como la adicion
de polietilen-glicol (PEG), carbodimida (EDC) o
glutaraldehido (GA), obteniendo resultados
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muy satistactorios y esperanzadores para el
tratamiento de la diabetes mellitus tipo I, o in-
cluso para el de las insuficiencias hepaticas
mediante el transplante de hepatocitos.

Seguridad y toxicidad del quitosano

Durante el afio 1998 ¢l quitosano fue aproba-
do como aditivo alimentario en paises como Ja-
pon, Finlandia e ltalia. Ademas €en ese mismo
ano, se comenzo a tramitar su inclusion en la
Farmacopea Europea. En muchos estudios rea-
lizados con el quitosano, ademas de evaluar al-
guna propiedad del polimero se ha evaluado su
biocompatibilidad con los distintos tejidos asi
como la integridad de las membranas que han
estado en contacto con él, tal y como se ha ido
resenando a lo largo de la revision. Ademas, se
han realizado una gran variedad de ensayos
para determinar su toxicidad y perfil de seguri-
dad que incluyen estudios de su efecto sobre
la frecuencia de batido de la mucosa ciliar tras
28 dias de aplicacion (73), sobre la tasa de
aclaramiento mucociliar en el paladar de rana
(74) y tejido nasal humano (75), asi como el
efecto sobre la membrana nasal de la rata (76).
En todos los casos la toxicidad fue insignifican-
te. Aspden y col. (75) evaluaron la tasa de acla-
ramiento mucociliar en humanos valorando el
aclaramiento de una molécula modelo. Tras
una aplicacion nasal diaria durante 7 dias de
quitosano, el valor del aclaramiento de sacarina
permanecio inalterado.

La viabilidad de la célula se ha estudiado en
multiples trabajos. La liberacion de lactatodes-
hidrogenasa (LDH) (enzima intracelular) desde
el tejido perfundido al perfusato no auments en
ningun estudio (5, 77), sefal inequivoca de au-
sencia de sufrimiento celular importante en
presencia de quitosano.

Segun otros autores la adicién de quitosano
al 0.5% durante 60 minutos no afects a la viabi-
lidad celular tal y como mostro Ia prueba de
exclusion del azul de tripano (51).

Mediante estudios morfolégicos realizados
con microscopia confocal laser de barrido y
microscopia de transmisién electrénica se de-
tectaron ligeras variaciones estructurales de
escasa importancia a nivel de la mucosa intes-
tinal. Aungue se observaron discontinuidades
€n un escaso numero de microvellosidades in-
testinales y pequefias estructuras vesiculosas,
las uniones intercelulares aparecian totalmente
normales y no se observaron discontinuidades
en la membrana celular (5).

Segun Arai y col. (78), la DL50 del quitosano
tras administracion por via oral en ratones, se
sitta en torno a 16 g/kg.

2002; 12 (4): 180-189

Conclusiones

A lo largo de esta revisién, se ha tratado de
plasmar de forma somera la gran diversidad
de aplicaciones que puede presentar un poli-
mero como el quitosano para la industria far-
maceutica. Como excipiente farmacéutico,
puede ser empleado para la compresion direc-
ta de farmacos, como aglutinante, como dis-
gregante, para la producion de formas sélidas
de liberacioén controlada, o incrementar la bio-
disponibildad de muchas moléculas adminis-
tradas por vias muy diversas. Por tanto, el qui-
tosano parece ser que presenta muchas de las
propiedades de los excipientes clasicos, sin
embargo, en muchas ocasiones su nivel de to-
xicidad es menor. La posibilidad de emplear el
quitosano en la fabricacion de microesferas y
microcépsulas ha abierto un campo de innu-
merables posibilidades en la investigacion de
formas de liberacion sostenida. Posibilidad que
ha repercutido en formas tan innovadoras co-
mo implantes, capaces de liberar hormonas
durante largos periodos de tiempo, o trans-
plantes de hepatocitos o islotes pancreaticos.
Entre las ultimas propiedades descubiertas
atribuidas al quitosano, destaca su capacidad
para promover la absorcion de pequenas mo-
leculas polares como peptidos y proteinas a
través de determinadas membranas mucosas,
especialmente mucosa nasal e intestinal. To-
das estas propiedades, junto a su baja toxici-
dad y buena biocompatibilidad hacen del qui-
tosano un excelente excipiente para la indus-
tria farmacéutica y excepcional candidato para
futuras formulaciones.
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