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Resumen:

En este trabajo se presenta la sintesis de quitosano obtenido a partir de cascara de camarén
para la liberacion controlada de un compuesto bioactivo como posible tratamiento contra
el cancer de piel. Los materiales sintetizados se caracterizaron por medio de las técnicas
de Microscopia Electronica de Barrido-Transmisién (STEM por sus siglas en inglés
Scanning Transmission Electron Microscopy), Espectroscopia Infrarroja por
Transformada de Fourier (FT-IR por sus siglas en inglés Fourier Transform Infrared
Spectroscopy) y Difraccion de rayos X (XRD por sus siglas en inglés X-Ray Diffraction).
El sistema de quitosano cargado con el compuesto bioactivo presentd una estructura
circular de arquitectura micelar. La carga del compuesto bioactivo se realizé en una
relacion de 1:10 (compuesto bioactivo: polimero) a través del método de absorcion en
solucidén. La liberacién in vitro se llevd a cabo mediante el método de didlisis y la
concentracion del farmaco liberado se determind mediante espectrofotometria
Ultravioleta-Visible (UV-Vis).

Palabras clave: Quitosano; Kaempferitrin; Liberacion controlada; Administracion de
farmacos; STEM; FT-IR; UV-Vis.



“Investigacion es lo que hago cuando

no sé lo que estoy haciendo”

Wernher von Braun
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CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1. El Cancer

El cancer es una enfermedad prehistorica como se ha encontrado en los restos
de huesos fosiles y en las antiguas momias del Egipto. El origen de la palabra cancer
se le acredita a Hipdcrates el cual uso las palabras “carcinos” y “carcinoma”, de origen
griego que significa cangrejo, por la forma de las protuberancias que se asemeja a las
tenazas. Afios mas tarde, el romano Celsius (28-50 a.C.) tradujo esta palabra griega a
cancer. Esta enfermedad se ha convertido en la segunda causa de muerte a nivel

mundial después de las enfermedades cardiovasculares [1].

De acuerdo con el manual nacional de oncologia, el cancer es un término
genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar cualquier
organo del cuerpo. Dichas enfermedades se caracterizan alteraciones en la regulacion
del crecimiento y/o muerte celular por adquisicion de una capacidad para invadir
localmente y diseminarse a distancia; también se denominan tumores malignos o
neoplasias malignas. En el cancer se acumulan células anormales ya sea por
multiplicacién rapida descontrolada o por fallas en los mecanismos de muerte celular
natural. Las células neoplasicas presentan invasividad, esto significa que se extienden
mas alla de los limites habituales dentro o fuera de sus 6rganos de origen [2]. En la
Tabla 1 se muestra la clasificacion de los diferentes tipos de cancer de acuerdo al tejido

de origen.

Algunos autores han definido al cancer como una entidad letal y definitoria en
la actualidad; a nivel mundial se reconoce como una de las principales causas de
muerte. Seguin la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), ocup6 para 2008 el
segundo lugar (7.7 millones de defunciones) y que, por afadidura, mas del 70% de
muertes por esta causa se registraron en paises de ingresos bajos o medianos. Esta cifra,
segun calculos para 2030, llegara a superar los 13.1 millones. Si lo anterior no fuera

suficiente, el impacto econdmico que el cancer ocasiona anualmente, supera el billon



de ddlares, esto sin contar el costo humano a causa del sufrimiento que esta enfermedad

ocasiona [3].

Tabla 1. Diferentes tipos de cancer segun el tejido de origen [2].

Tipos de cancer

Carcinomas Sarcomas Tumores Tumores del Tumores de
(tumores epiteliales) | (tumores del tejido | linforreticularesy | tejido nervioso melanocitos
de sostén, hemopoyéticos
musculos y vasos)
-Adenocarcinomas -Liposarcoma -Linfomas - Astrocitos - Melanoma
-Carcinoma -Fibrosarcoma -Ependimarios
epidermoide -Leiomisarcoma -Leucemias -Embrional
-Carcinoma -Rabdosarcoma -de Nervios
Basocelular -Osteosarcoma -Mieloma Craneales
-de Nervios
Periféricos
- Meninges

1.2. Cancer de piel

Uno de los principales tipos de cancer es el cancer de piel, ya que es el mas
comun en el mundo y su incidencia sigue aumentando. Este tipo de cancer se divide
principalmente en 2 grupos que representan el 95% de los casos de cancer de piel, estos
son, el que se deriva de los melanocitos (melanoma) y el que se deriva de las células
presentes en la epidermis (canceres de piel no melanoma), otros tumores cutaneos
constituyen el 5% restante. La ocurrencia frecuente y su alta prevalencia convierten a

estas malignidades en un importante problema de salud [4].

El ser humano tiene que conocer su piel, ya que la apariencia de nuevos lunares
de formas irregulares puede ser un sintoma de cancer de piel, asi como también una
coloracion entre marrén y marrén-rojiza, pueden tener bordes irregulares, y no son

simetricos (Figura 1) [5]. Uno de los tipos de cancer de piel no melanoma es el cancer



basocelular, el cual la incidencia de este es la mas frecuente de entre todos los tipos de

cancer existentes.

Figura 1. Presentacion del cancer de piel en una persona afectada [6].

En comparacion con otras malignidades, poco se sabe sobre la incidencia del
cancer de piel. La tasa estd aumentando en muchos paises y aunque la razén ain no
esta clara, puede ser vinculado a un comportamiento bajo la exposicion al sol. Es
importante darse cuenta que la incidencia de los tipos de cancer de piel no melanoma
se basa en una vida de exposicion a factores de riesgo, como la poblacion de mayor
edad que ha utilizado poca proteccién solar y recibié muy poca educacion sobre los
efectos de la radiacion ultravioleta [7]. Como en otros tipos de cancer, la posibilidad
de padecer cancer aumenta con la edad; la media de edad de diagnostico es alrededor

de los 63 afios, y la media de fallecimiento por este tipo de cancer es a los 69 afios [8].

Gallagher (2010) describe al cancer de piel como una enfermedad que surge de
la division anormal o la mutacién de las células de la piel. Casi el 90% de esta
enfermedad estd asociada a la sobreexposiciéon de los rayos UV, esto puede ser el
resultado por la exposicién durante mucho tiempo bajo el sol, pero también, las camas
bronceadoras estan ganando mucha popularidad en estos dias y esto ha contribuido en
un aumento significativo en la persistencia de este tipo de cancer [9].



La incidencia del cancer de piel (incluyendo melanoma y los tipos no
melanoma) durante el periodo comprendido entre los afios 2002-2011incrementaron de
3.4 millones a 4.6 millones de personas, pero incluso hasta nuestros dias la incidencia
sigue en aumento; en este periodo el costo anual por tratamiento aumentd de 3.6
billones de ddlares a 8.1 billones, lo cual representa un incremento del 126.2%. Esto
no es solo por el aumento de casos a nivel mundial, también es consecuencia del
incremento de costos en los métodos de tratamiento. De ahi la importancia de prevenir
y detectar a tiempo el cancer de piel, ya que es mas facil erradicar esta enfermedad en

las etapas iniciales, disminuyendo asi el costo por tratamiento significativamente [10].

1.2.1. Carcinoma basocelular

El cancer basocelular (BCC, por su sigla en inglés) es una neoplasia que se
desarrolla en las células germinales basales (Figura 2), no tiene una fase pre-maligna
visible y se caracteriza por un crecimiento lento y nodular, generalmente se desarrolla
en la cara y un tercio se desarrolla en parte protegidas del sol como la esquina interior
del ojo o laregidn retroauricular. Este tipo de cancer tiene una tasa de metastasis menor
de 0.1%; sin embargo, es altamente invasivo y localmente destructivo que compromete
areas extensas de tejido, cartilago e incluso en algunas ocasiones el hueso. A veces es
dificil definir clinicamente cual tipo de cancer de piel es y varios diagndsticos deben
de ser considerados [11].

CARCINOMA BASOCELULAR

/Basocelular

Membrana
basal

o

Epidermis -

~ Melanocitos

Dermis - (e T Carcinoma
4 Basocelular

Hipodermis -

Capa -
muscular

Figura 2. Esquema del desarrollo del carcinoma basocelular [12].



El cancer de piel tipo basocelular es de especial interés ya que es el tipo de
cancer mas comun de entre todos los tipos de cancer, uno de los principales factores de
riesgo es la exposicion a los rayos ultra-violeta y a pesar de la creciente conciencia de
los efectos perjudiciales que tiene la exposicion al sol, la incidencia sigue aumentando.
El aumento de incidencia de cancer de piel tipo no melanoma es de 2 al 8% anual desde
los primeros reportes en 1960 [13].

El carcinoma basocelular no tiene una lesion precursora y generalmente
proviene de las células madres dentro de los foliculos capilares y la epidermis
interfolicular. Una activacion anormal en sefializacion de “puercoespin” (Hedgehog,

por su sigla en inglés) es la llave en la fisiopatologia de este tipo de cancer [14].

El crecimiento del carcinoma basocelular conlleva a la destruccion local de las
células sanas que se encuentran enseguida y en la capa inferior de las células
cancerosas, lo cual puede resultar en un mal funcionamiento de las células y una
morbilidad cosmética. Existen diferentes histopatologias de este tipo de cancer, el
carcinoma basocelular nodular (nBCC, por su sigla en inglés) es la variante que aparece
con mayor frecuencia en la cara de las personas, tiene una apariencia nodular o papular,
con un aspecto translucido y un color blanquizco, que en ciertas ocasiones presenta
telangiectasia y ulceracion en la superficie. La segunda variante mas frecuente es el
carcinoma basocelular superficial (SBCC, por su sigla en inglés), se presenta como un
parche o una macula escamosa rojiza, aparece principalmente en el torso; tanto como

el carcinoma basocelular superficial como el nodular son subtipos no agresivos [15].

Aunque la mayoria de los carcinomas de células basales se tratan facilmente
mediante diversos métodos quirdrgicos, estas lesionas progresan ocasionalmente a un
estado avanzado que ya no es susceptible de cirugia o radioterapia (carcinoma de
células basales localmente avanzado) o, mas raramente, las lesiones se propagan a sitios
distantes [16].



1.3. Farmacos y tratamientos contra cancer de piel

Los tratamientos actuales contra el cancer de piel no son tan eficientes, ya que
la mayoria de éstos son cirugias para extirpar o desaparecer el tumor; para el caso de
los tratamientos con farmacos terapéuticos contra el cancer de piel, existe una amplia
variedad de tratamientos para el cancer cutdneo no melanoma, como son
5-fluorouracilo, mebutato de ingenol, imiquimod, diclofenaco, metotrexato,
cetuximab, vismodegib, radioterapia, todos ellos con altas tasas de respuesta clinica e
histologica [17].

Los tratamientos convencionales contra el cancer que se usan hoy en dia,
quimioterapia y radioterapia, son costosos y causan muchos efectos secundarios,
incluidos vomito, alopecia, diarrea, estrefiimiento y otros mas graves como
mielosupresion, toxicidad neuroldgica, cardiaca, pulmonar y renal. Todos estos efectos
secundarios reducen la calidad de vida y desalientan a los pacientes a observar
protocolos de medicacion que luego conducen a la progresion del cancer y las
complicaciones asociadas. Ademas, muchos de estos tratamientos presentan una
actividad anticancerigena limitada. Los procedimientos de cirugia de reseccion, por
otro lado, causan deficiencias funcionales o incomodidad estética. Por lo tanto, existe
la necesidad de descubrir farmacos anticancerigenos alternativos, mas potentes,

selectivos y menos toxicos que los actualmente se utilizan [18].

A pesar de existir tratamientos, algunos tumores no responden a éstos debido a
la aparicion de resistencia, tanto primaria como adquirida. Es por ello que se han
desarrollados nuevas alternativas una de ellas son los sistemas de administracion de
farmacos (DDS, por su sigla en inglés). Diversos investigadores han trabajado con estos
sistemas basados en diferentes materiales, generalmente de origen polimerico. Por
ejemplo, se tienen varios estudios relacionados con el quitosano como medio de
transporte de farmacos, Vivek y colaboradores (2013) elaboraron un sistema utilizando
el farmaco tamoxifen, el cual fue cargado en nanoparticulas de quitosano para formar

complejos y el tamoxifen fue liberado més répido a pH 4.0 y pH 6.0 que a un pH de



7.0, para tratamiento en células de c&ncer de mama, lo cual es una caracteristica
deseable para un transportador de farmacos anti-tumoral [19]. Sabitha y colaboradores
(2012) evaluaron el desarrollo y liberacion del compuesto 5-fluorouracilo cargado en
nanogeles a base de quitina para tratamiento de cancer mostro pérdidas en el area
afectada de la epidermis por interaccion cationica de la quitina cargada con farmaco,
sin observarse signos de inflamacion [20].

1.4. Extractos de plantas con actividad anticancerigena

Los materiales vegetales se han utilizado para el tratamiento de enfermedades
malignas durante siglos. Diversos autores han utilizado los extractos de distintas
plantas como un tratamiento alternativo contra el cancer. Los examenes fitoquimicos
recientes de las plantas que tienen un historial adecuado en su uso en el folclore para
el tratamiento de céncer, ha resultado en el aislamiento de principios activos con
actividad antitumoral. El estudio intensivo de plantas, microorganismos y animales
marinos para la actividad antitumoral comenzé en la década de 1950, principalmente
porque el Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos (NCI, por su sigla en
inglés) fue instigado a financiar un importante programa de investigacion [21].

Las plantas nos ofrecen una alta capacidad biosintética, ademas de un bajo costo
de produccion, una facil obtencion, mayor seguridad (porque no sirven como
huéspedes de patégenos humanos) y una gran capacidad de servir como transporte de
farmacos de administracion oral. Diferentes estudios se han centrado en atacar diversas
enfermedades y en el analisis del costo de las operaciones del proceso, obteniendo un
ahorro de costos en general sobre los sistemas convencionales. De hecho, la aplicacion
de estos sistemas basados en plantas por parte de la industria se esta convirtiendo en
una realidad, varios productos como las vacunas contra la gripe, han estado a punto de
ser comercializados [22]. En la busqueda de compuestos bioactivos del reino vegetal,
el valor de la etnomedicina y la farmacologia es reconocida para incrementar la

probabilidad de encontrar nuevas moléculas con propiedades bioldgicas importantes



en el tratamiento contra diferentes enfermedades, como el cancer, los cuales tienen un

impacto social y econémico muy grande [23].

Casi el 65% de todos los medicamentos utilizados contra los diferentes tipos de
cancer son derivados de compuestos aislados de fuentes naturales tales como plantas y
diversos organismos marinos. Los derivados de las plantas se conocen como
metabolitos secundarios y ayudan a la planta a crecer. Los metabolitos secundarios se
clasifican en tres grupos principales, los flavonoides, los terpenoides y los alcaloides,
gue son compuestos que contienen nitrogeno y azufre. Miles de plantas y sus derivados
han sido evaluadas ara el tratamiento de cancer alrededor del mundo y se ha informado

gue son muy activas como agentes anticancerigenos [24].

México es considerado un pais con una alta diversidad biologica, gracias a la
cantidad de plantas y animales que se encuentran en toda su extension. A nivel mundial
se encuentra en el quinto lugar en especies conocidas de plantas, y se cree que mas de
700 mil especies tienen propiedades médicas y comerciales; 4000 especies con
actividad farmacoldgica han sido identificadas y registradas en México, y de estas se
usan alrededor de 3700 especies, de las cuales 3600 se encuentran de forma silvestre y
370 se cultivan [25].

En la region de Baja California se cuenta con una gran cantidad de plantas con
compuestos bioactivos para tratamiento de diversos tipos de cancer que actualmente no
se aprovechan, estos compuestos pueden ser de gran utilidad ya que se ha demostrado
que el uso de compuestos de origen natural reduce los efectos secundarios.
Murillo-Alvarez y colaboradores (2001) reportaron la citotoxicidad mostrada por
diversos extractos etanolicos de las plantas que crecen en esa region, de las cuales las
mas destacadas fueron las mostradas en la Tabla 2 [26].

La planta Justicia spicigera se puede encontrar en abundancia en la regién y en
el estudio se demostro que el extracto etanolico de esta planta presenta toxicidad en

contra de las células cancerigenas, ademas del bajo costo que implica adquirirla.



Tabla 2. Citotoxicidad de diversas plantas de la region de Baja California [26].

Familia Planta (nombre Citotoxicidad
comun) reportada
1Cso0 (ng/ml)
Acanthaceae Jacobina spicigera 84.3

(Schlecht) Baily
(Justicia spicigera)

Asteraceae Ambrosia psilostachya | 81
DC. (Cotafiata)

Asteraceae Xanthium strumarium 84.6
L. (Bardana)

Asteraceae Bidens pilosa var. 71
Radiata (amor seco)

1.4.1. Justicia spicigera “muicle”

Las plantas de la familia Justicia ha sido ampliamente utilizada gracias a los
componentes que contiene, algunas han sido utilizadas para tratar diferentes
enfermedades estomacales y respiratorias, asi como también para tratar diversos
tumores cancerigenos. Las plantas también han sido utilizadas para tratar enfermedades
del sistema nervioso central como alucinégenos, agentes somniferos, sedantes,
antidepresivos y como tratamiento contra la epilepsia y otros desérdenes mentales.
Otras especies son popularmente utilizadas para tratar los dolores de cabeza y para
controlar la fiebre, para tratar la diabetes y el VIH. Las partes de la planta se utilizan
completamente (hojas, ramas, tallo, raices) en la medicina popular. Los extractos que
se preparan de las hojas son los mas utilizados, seguidos de los extractos de las raices,
y algunas especies se utilizan de forma conjunta (tallo y raices, raices y hojas, etc.)
[27].

10



La planta denominada Justicia spicigera (Figura 3) conocida cominmente
como muicle es de especial interés. Las hojas se utilizan para hacer una infusion para
el tratamiento de diversas enfermedades, como lo son: dolores de cabeza cronicos,
hipertension y epilepsia, incluso también se utiliza para calmar los dolores estomacales,
la diarrea y la disenteria [28]. Esta planta también se ha utilizado como tratamiento
para el cancer. Jacobo-Salcedo y colaboradores (2012) utilizaron las hojas y extrajeron
un compuesto denominado “kaempferitrin” (Figura 4) el cual es un antitumoral,
realizaron las pruebas citotoxicas en células HelLa y demostraron que tiene una gran

actividad citotoxica en esta linea celular [29].

Figura 3. Justicia spicigera [30].

Justicia spicigera es un tipo de arbusto de aproximadamente 1-1.5 metros de
altura, con flores tubulares de color naranja. Su crecimiento se da en climas calidos,
como por ejemplo en algunos estados de México, extendiéndose hasta America del sur
Las propiedades medicinales de esta planta se han atribuido a la presencia de
metabolitos de tipo fendlico, compuestos que poseen un anillo aroméatico con uno o
mas grupos hidroxilo, principalmente a los de tipo flavonoides que poseen tres anillos
aromaticos en su estructura. Las propiedades biologicas que poseen los flavonoides son
de tipo antimicrobial, antiinflamatoria, antitumoral, antirradicalar, antidiabética, entre

otros. Recientemente, se ha encontrado que los extractos de Justicia spicigera ejercen
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efectos inmunoestimulantes in vitro, en donde el componente principal del extracto fue

un glucésido del Kaempferol llamado kaempferitrin (Figura 4) [31].

Figura 4. Estructura de kaempferitrin [32].

1.5. Polimeros utilizados como sistema de administracion de farmacos

El desarrollo de varios farmacos avanzados durante la dltima década ha
necesitado de nuevos métodos de administracién controlada para estos compuestos,
que incluyen péptidos, proteinas, ADN plasmidico, oligodeoxinucleétidos anti sentido
e inmuno toxinas. La actividad de tales moléculas depende de su capacidad para llegar
a los sitios seleccionados; sin embargo, son facilmente degradables por las proteasas o
DNAsas ADN in vivo una vez que ingresan al sistema corporal. Ademas, muchas de
estas proteinas terapéuticas son extremadamente activas y pueden reaccionar en
diversos tejidos dentro del cuerpo aparte del tejido diana. Un sistema de administracion
de farmacos ideal para estas moléculas debe colocarse lo mas cercano posible del sitio
enfermo o lesionado y liberar el farmaco en respuestas a los cambios en el tejido
circundante. Este sistema controlado de administracion de medicamentos también
proporciona una barrera adicional para limitar el acceso de los agentes

desnaturalizantes a los medicamentos [33].
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El uso de sistemas de administracién de farmacos de origen polimérico ha
despertado gran interés por parte de los cientificos debido a los beneficios que ofrecen
al mantenimiento de la integridad del farmaco, su especificidad y tiempo para la
liberacion. La aplicacion de estos sistemas cuyo mecanismo se basa en un estimulo-
respuesta para el tratamiento de tumores se ha reportado por varios autores. Por
ejemplo, se han desarrollado micelas poliméricas de poli ((N-isopropilacrilamida-co-
acido acrilico)-Policaprolactona) cuya liberacion del farmaco se presenta en presencia

de un pH extracelular bajo, caracteristico de las células tumorales [34].

En lo que respecta al cancer se han desarrollado nuevos materiales conocidos
como polimeros de coordinacidn, en los que se combinan las propiedades organicas de
los polimeros con las de algunos iones metalicos, para la formacion de sistemas de
liberacion de farmacos como terapia contra el cancer. La ventaja de estos materiales
hibridos es que poseen gran flexibilidad en su composicién y estructura, lo que les
brinda diversas formas, tamarios y propiedades quimicas que les permiten ser cargados
con diferentes tipos de moléculas terapéuticas, y al mismo tiempo ser liberadas de
manera especifica sobre la zona tumoral, disminuyendo los efectos secundarios durante

la terapia [35].

Tabla 3. Polimeros utilizados para sistemas de administracion de farmacos.

Polimero de transporte Agente terapéutico Cancer a tratar

Acido poli(lactico-co- | Paclitaxel Cancer de pecho [36]
glicolico) (PLGA)

Acido polilactico (PLA) Doxorrubicina Cancer pulmonar [37]
Celulosa 5-Fluororacilo Cancer de piel [38]
Quitina Paclitaxel Cancer de colon [39]
Quitosano Myricetina Tumor cerebral [40]

Los polimeros biodegradables se han utilizado para la administracion
controlada de farmacos por muchos afios debido a la accion de liberacion prolongada

del agente terapéutico que estos ejercen en el cuerpo, sin la necesidad de retirar el
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sistema después del tratamiento; ademas estos polimeros no son téxicos para las
personas [41], en la Tabla 3 se muestran diversos polimeros utilizados para estos

sistemas.

1.5.1. Quitosano

Gracias a su abundancia, biocompatibilidad y biodegradabilidad la popularidad
en las areas biomédicas y ambientales del polimero quitosano ha ido en aumento; esto
lo hace un excelente material para la formacién de sistemas de administracion de

farmacos [42].

El quitosano fue descubierto por Rouget en 1859, quien encontrd que al tratar
quitina con una solucion caliente de hidréxido de potasio se obtiene un producto
soluble en acidos organicos. Esta “quitina modificada”, como ¢l la llamo, se tornaba de
color violeta en soluciones diluidas de ioduro y acido, mientras la quitina era verde.
Mas tarde, en 1894, fue estudiada por Hoppe-Seyler quién la denominé “quitosano”
[43]. La estructura quimica de este polimero se muestra en la Figura 5, donde el grupo
funcional caracteristico que lo diferencian de la quitina es el grupo amino (NHy).

Figura 5. Estructura quimica del quitosano [43].

En el ambito biomédico el quitosano ha despertado un sin nimero de
aplicaciones debido a que se prefiere un producto natural porque estos materiales son
mas biocompatibles que los materiales sintéticos. En el caso del quitosano es
metabolizado por ciertas enzimas humanas, como la lisozima, por lo tanto, es

biodegradable. Se considera un material versatil ya que ofrece la ventaja de ser
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procesados facilmente en geles, membranas, nanofibras, perlas, microparticulas,
nanoparticulas, andamios y formas similares a esponjas. Debido a estas propiedades y
su biocompatibilidad, tiene aplicaciones en ingenieria de tejidos, cicatrizacion de
heridas, como excipientes para el suministro de farmacos y la administracion de genes
[44].

Se tienen muchos estudios con quitosano como sistema de administracion de
farmacos. Shao y colaboradores (2018) utilizaron quitosano y péptidos RPM para
hacer un sistema de administracion de farmacos cargado con doxorrubicina para inhibir
el crecimiento tumoral de células en el cancer de rifidn, hicieron pruebas in vivo en
ratones e in vitro en lineas celulares HT29 y encontraron que reduce significativamente
la metastasis de este tipo de células cancerigenas al aumentar la expresion de la
proteinasa asP1 [45] y para el caso de la caracterizacion, todos los nanotransportadores
son polimeros que contienen quitosano, algunos autores se basan principalmente en el

porciento de liberacion del farmaco de sus respectivos experimentos.

Los investigadores han trabajado con diversas estructuras para los sistemas de
administracion de farmacos, como lo son, los hidrogeles, liposomas, macroparticulas y
nanoparticulas poliméricas, pero dentro de estas sobresale una estructura con grandes

propiedades para la realizacion de estos sistemas denominados micelas.

1.6. Micelas

Principalmente las micelas poliméricas (Figura 6) estan disefias para mejorar 3
parametros del farmaco: 1) la solubilizacion de los farmacos hidréfobos o insolubles,
2) la liberacion controlada del farmaco y 3) dirigirse a cierto tipo de células. El
desarrollo rapido de las micelas poliméricas como transportadores hacia los objeticos
definidos ha intensificado la necesidad de tener una mejor comprension de los
principios relacionados con la seleccion de materiales de entrega adecuados para

disefiar, caracterizar, cargar medicamentos, mejorar la estabilidad, la capacidad de
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direccionamiento, la bioseguridad para el organismo y la eficacia de formacién de las

micelas [46].

En los ultimos afios, los copolimeros de bloques anfifilicos han recibido mucha
importancia en la aplicacion de administracion de farmacos, ya que forman estructuras
micelares autoensambladas. Las micelas se conforman de una parte hidrofobica y otra
hidrofilica. EI segmento hidrofobico del polimero forma el nucleo de las micelas que
solubilizan las moléculas del farmaco de naturaleza hidrofobico, la parte hidrofilica
forma la corona la cual proporciona la compatibilidad de las micelas en el entorno
acuoso [47].

N\
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<>
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4

.§/ Farmaco hidrofobico

Figura 6. Estructura de las micelas poliméricas [46].

El término micela fue utilizado para describir las estructuras de autoensamblaje
de pequefias moléculas surfactantes. El tamafio de estas estructuras micélicas son
determinados por su composicion y asociado su geometria de empaquetamiento, y
varian de 5 a 100 nanémetros de didmetro. La clasificacion de las micelas se basa en el
tipo de fuerzas intermoleculares involucradas durante su formacion. Existen 3 tipos de
micelas: las micelas anfifilicas las cuales tienen interacciones hidrofobicas dominantes,
los complejos de micelas poli-iénicas los cuales principalmente se forman por
interacciones electroestaticos y las micelas con complejos metalicos. Las micelas
poliméricas pertenecen a la primera categoria mencionada, por qué consisten en
blogues poliméricos anfifilicos auto ensamblados en una estructura de nucleo-

caparazon [48].
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Los copolimeros permiten la formacion de una amplia variedad de
nanoestructuras, y tienen demasiadas aplicaciones dentro de la ciencia farmacéutica,
pero estas aplicaciones pueden utilizar en otras ramas, como lo es, en formulaciones
para realizar pinturas y tintes, ademas de productos para cuidado personal. Los
copolimeros con bloques anfifilicos consisten al menos de dos regiones con
propiedades quimicas diferentes, lo cual permite que estos polimeros se auto
ensamblen en las micelas que pueden servir como nanotransportadores para los

compuestos de muy baja solubilidad en agua [49].
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1.7. Objetivo general

Sintetizar y caracterizar quitosano a partir de cascara de camardén como medio de

transporte de farmaco para la liberacidn controlada contra el cancer de piel.

1.8. Objetivos especificos

e Sintetizar quitosano a partir de cascaras de camardén por medio de soluciones
quimicas.

e Caracterizar fisicoquimicamente los materiales por medio de Difraccion de
rayos X (XRD, por sus siglas en inglés), Espectroscopia Infrarroja por
Transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en inglés), Microscopia
Electrénica de Barrido-Transmision (STEM, por sus siglas en inglés) y
Espectrofotometria Ultravioleta-Visible (UV-Vis).

e Evaluar la carga de farmaco natural por medio absorcion de solucion.

e Evaluar toxicolégicamente las muestras por medio de bacteria E. coli.

e Determinar el tiempo de liberacion de farmaco de origen natural.
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CAPITULO Il. FUNDAMENTOS Y TECNICAS

2.1. Difraccion de rayos X (XRD)

La difraccion de rayos X se produce cuando se bombardea un material con
electrones de alta energia. Cuando los electrones penetran en el material se desaceleran
y emiten radiacion en un intervalo de longitudes de onda, denomindndose esta
radiacion continua bremsstrahhlung (Bremsse significa freno en aleman, y Strahlung
rayo). Sobre esta aparecen superpuestos picos agudos de alta intensidad. Estos picos
tienen su origen en la interaccion de electrones que inciden con los electrones de las
capas internas de los 4&tomos del material; las colisiones expulsan los electrones y un
electron de mayor energia desciende al espacio vacante, emitiendo la diferencia de

energia como un fotén de rayos X [50].

Los rayos difractados que no se encuentran en fase (cuando las crestas de una
radiacion coinciden con los valles de otra) se anulan parcial o totalmente entre si. En
cambio, aquellos que se encuentran en fase se refuerzan y emergen. Para que ello
ocurra, el angulo que forma el rayo emergente con el plano del cristal debe cumplir la
ley de Bragg (Ecuacion 1), la cual dice que la diferencia o atraso de los rayos reflejados
en los distintos planos cristalograficos debe ser un numero entero de la longitud de

onda de la radiacion (Figura 7) [51].

X Plano Mormal P

Figura 7. Ley de Bragg [51].
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Los indices de Miller se utilizan para identificar, ya sea, la posicion de los
atomos con los puntos en lared, las direcciones dentro y fuera de la celda y, para definir
los planos formados por los 4&tomos de una estructura dada. La cristalinidad de los
materiales se puede asociar a la existencia de arreglos de los atomos que forman
pequefias celdas, esto es, formas geométricas regulares y donde se asocia un atomo
para cada uno de sus Vvértices. Existen 7 tipos de celdas Ilamadas primitivas, las cuales
cumplen las condiciones para definir que un material es cristalino. Algunas de estas
celdas tienen subtipos: como son las centradas en el cuerpo, en las caras o en las bases
(Tabla 4). En estos casos se agregan uno o varios atomos a la celda simple o primitiva
en ciertas posiciones especiales, como su nombre lo indica. Todos estos subtipos de
celdas forman lo que se conoce como Redes de Bravais. La Figura 8 muestra 14
subtipos de celdas posibles y todos los materiales cristalinos se pueden clasificar segun

el tipo de estos [52].
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Tabla 4. Diferentes tipos y subtipos de celdas [52].

Estructura Subtipos Abreviatura
Cubica Simple Cs
Centrada en el cuerpo Cccu
Centrada en las caras Ccca
Tetragonal Simple Ts
Centrada en el cuerpo Tccu
Hexagonal | --—--—-- H
Trigonal | - Tri
Ortorrombica Simple Os
Centrada en el cuerpo Occu
Centrada en las bases Occhb
Centrada en las caras Occa
Monoclinica Simple Ms
Centrada en las bases Mcb
Triclinica | ------ Tricli

J

v

ts tccu

)

occu oct

58 07

ccca cccu

occa

Figura 8. Las redes de Bravais en las cuales se clasifican los materiales cristalinos

[52].
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Para determinar los tamafios de los cristales generalmente se utiliza la ecuacion
de Scherrer (Ecuacion 2), en la cual se debe de tener en cuenta que el ensanchamiento
del pico de difraccion es originado por el tamafio de cristal de la muestra. EI tamafio de
cristal se puede definir como el tamafio del dominio coherente donde se lleva a cabo la
difraccion de rayos X, es decir, el volumen del material donde es posible aplicar la
operacion de simetria de traslacion en el sélido cristalino, cada dominio tiene su

orientacion [53].

Donde Kk es una funcion de forma la cual tiene el valor de 0.94, A es la longitud
de onda de la radiacion (cuKa =0.1541 nm), B es el ancho a la altura media del pico

seleccionado, y 0 es el angulo de incidencia [54].

2.2. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR)

La region infrarroja (IR) del espectro electromagnético se encuentra entre
12800- 10 cm™. Esta region se puede dividir en tres zonas: IR cercano (NIR): 12800-
4000 cm™, IR medio (MIR): 4000-400 cm™ e IR lejano 400-10 cm™, dependiendo de
las aplicaciones y de los diferentes equipos que trabajan con esta regién del espectro

electromagnético [55].

Los espectros de absorcién, emisién y reflexion en el infrarrojo, de especies
moleculares, se pueden explicar asumiendo que todos son el resultado de distintos
cambios energéticos producidos en las transiciones de las moléculas de unos estados

de energias vibracionales y rotacionales a otros [56].

Una gran variedad de técnicas espectroscopicas ha sido utilizada para estudiar
las muestras, pero la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier es una de

las mas completas ya que ofrece velocidad, precision y sensibilidad que antes no era
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posible de alcanzar con los espectrometros de longitud de onda dispersiva. Esta técnica
ofrece un répido anélisis de micro muestras, haciendo al FT-IR una herramienta
invaluable para resolver dudas en muchos estudios. La principal ventaja de la técnica
FT-IR sobre otros métodos espectroscopicos es que practicamente todos los
compuestos muestran absorcién/emision caracteristica en la region espectral IR y en
funcion de esta propiedad, pueden analizarse tanto cualitativamente como

cuantitativamente [57].

El analisis del espectro infrarrojo puede mostrarnos cuales moléculas estan
presentes en una muestra y en que concentracion; es por esto que el espectro infrarrojo
es muy util. Hay diferentes tipos de espectrometros infrarrojos en el mundo, pero los
mas utilizados son los espectrometros infrarrojos por transformada de Fourier. Un
espectrometro por transformada de Fourier consta de 3 elementos basicos: una fuente
luminosa, un interferémetro de Michelson y un detector [58].

El equipo utilizado en el laboratorio para obtener los espectros infrarrojos por
transformada de Fourier de los diversos materiales se presenta en la Figura 9 y cuenta
con los elementos mencionados anteriormente, trabaja en el espectro infrarrojo medio
y abarca una parte del lejano, desde el nimero de onda de 4500 a 450 cm™ proporciona

informacidn valiosa de los enlaces quimicos presentes en nuestra muestra.

L

Figura 9. Equipo Infrarrojo por Transformada de Fourier con UATR.
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Se puede utilizar diferentes accesorios en el espectro infrarrojo para obtener
mejores resultados, como lo es la reflectancia total atenuada (ATR, por sus siglas en
inglés). La espectroscopia ATR utiliza el fendmeno de la reflexién interna total. Un
haz de radiacion pasa a través de un cristal y se somete a una reflexién interna total a
través del cristal. Se crea una onda evanescente que va solo unas pocas micras mas alla
de la superficie de cristal, la distancia de esta onda que se extiende desde la superficie
depende del material que se utilice. Ademas, la onda evanescente decae rapidamente,
es por eso que se debe de tener un buen contacto entre el material y el cristal cuando se
realizan este tipo de mediciones. Por lo tanto, es conveniente emplear un brazo de
presion para realizar las mediciones ATR. La radiacion que penetra una fraccion de
una longitud de onda mas alla de la superficie del cristal entra en la muestra colocada
en la superficie del cristal. La profundidad de penetracion para ATR es una funcion de
la longitud de onda, indice de reflexion del cristal utilizado y el angulo de incidencia
del haz [59].

2.3. Microscopia Electrénica de Barrido-Transmision (STEM)

En el caso de los microscopios electronicos, estos utilizan un haz de electrones
para formar imagenes en vez de un haz de luz como lo hacen los microscopios
tradicionales. Los microscopios electrénicos pueden observar campos mucho mas
pequefios como son las micro y nanoescalas. Se originan diversas sefiales cuando un
haz de electrones interacciones con la muestra esto es por la excitacion de los electrones
del &tomo, estos procesos fisicos se denominan eventos de dispersion. Hay una
transferencia de energia hacia los &tomos de la muestra a través del rayo de electrones.
Las interacciones que se producen en la interaccion haz- muestra son los electrones
retro dispersados, electrones secundarios, rayos X, electrones Auger, y electrones
transmitidos (Figura 10); dependiendo la informacién que necesitamos conocer de la
muestra se elige la sefial electronica correspondiente a través de diversos detectores
[60].
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Interaccion con los soélidos

Haz de electrones
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\ / retrodispersados
\\. / f
Electrones \ /
Anger \ /‘/ /  Electrones
" \ / /M secundarios
Y AP

Electrones
transmitidos

Figura 10. Sefiales originadas en la interaccion haz-materia [60].

El Microscopio Electrénico de Barrido-Transmision (STEM, por su sigla en
inglés) es una herramienta muy utilizada en muchas areas de la ciencia de materiales
es especial en aquellas que se enfocan en escalas atdbmicas y nanocaracterizaciones. El
STEM tiene la capacidad de generar mapas locales de las composiciones quimicas y
estructuras electronicas a resoluciones atomicas, incluso cuando se cuenta con
complejos y muestras desconocidas. EI STEM es utilizado para ver estructuras a
nanoescalas, ademas de la que la interpretacion de la imagen es muy sencilla, lo cual
puede ser dificil en las imagenes arrojadas por el microscopio electronico de

transmision (TEM, por su sigla en inglés) convencional [61].

Al igual que el TEM, el STEM utiliza los electrones transmitidos para generar
las imagenes. Sin embargo, del mismo modo que el Microscopio electronico de barrios
(SEM por su sigla en inglés) el STEM escanea una parte pequefia sobre la muestra. El
STEM consiste en una fuente de electrones, una gran cantidad de lente para enfocar los

electrones en una pequefia sonda, una unidad de escaneo para que escanear esta sonda
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a través de la muestra y un detector que colecta las diferentes sefiales después de que
los electrones hallan interactuado con la muestra. La imagen se forma por la
recoleccion de la sefial de interés como una funcion de la posicion de la sonda [62]. En
la Figura 11 podemos observar las partes de un microscopio electronico de barrido-

transmision.

Lentes hacia el objetivo
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diversos angulos

Lentes condensadores
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eleiﬁ<
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Detector de
fondo claro

Lentes de

Apertura s
proyeccion

Muestra

Figura 11. Microscopia Electronico de Barrido- Transmision [62].

El equipo utilizado para los andlisis de microscopia electronica de barrido-
transmision es de la marca JEOL modelo JEM- 2100 (Figura 12), funciona con una
energia de 200 kV y fue utilizado para observar la morfologia con la que cuentan

nuestros materiales.

Figura 12. Microscopio Electronico de Barrido-Transmisién JEOL JEM-2100.
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2.4. Espectrofotometria Ultravioleta Visible (UV-Vis)

En los estudios quimicos, ambientales e incluso biologicos la
espectrofotometria UV-Vis es ampliamente utilizada ya que permite conocer diversa
informacidn de las moléculas estan presentes en la vida diaria, tanto cualitativa como
cuantitativamente, la informacion que se puede conocer con esta técnica es la siguiente
[63]:

- Lamolécula de interés en caso de ser desconocida.

- Laconcentracion en la cual se encuentra la disolucion.

- La banda prohibida de las transiciones entre la capa superior de la banda de
valencia y el fondo de la banda de conductividad.

- Defectos como los hoyos de pares electrénicos.

- Transiciones electronicas entre los orbitales d de los iones de metales de

transicion.

Toda molécula, tanto en fase gaseosa como en solucion, posee una energia
cuantica interna y estd compuesta por las energias electrénica, vibracional y rotacional,

y la ecuacidn se representa como:

Eint = Ee- + Evib + Erot_ ........................................ (3)

Segun la teoria cuéntica, en una molécula estas energias son independientes
entre si y estan cuantizadas, es decir que pueden tomar sélo ciertos y determinados
valores permitidos por los perfiles energéticos de las mismas que a su vez dictan las
posibilidades cuanticas de absorcion La radiacidn electromagnética que proviene de la
region ultravioleta y visible del espectro interactla con los electrones de valencia de

las moléculas modificando la energia electronica [64].

La ley de Lambert-Beer (Ecuacién 4) es una ecuacion de gran importancia para

el analisis en los métodos de espectrofotometria, ya que permite calcular la

28



concentracion de una sustancia a partir de la absorcion de la radiacion en una disolucion

de la misma.

Donde a es la absortividad, b es la trayectoria del haz que incide en la muestra
(camino o paso optico, generalmente equivale a 1 cm) y C es la concentracion de la
solucién. La absortividad es la constante que relaciona la absorbancia con la
concentracion de la especie muestreada y sus unidades depende de las unidades
empleadas en la concentracion. Es decir, si C se expresa en ¢/l, la absortividad tendra
unidades de I/g cm. Sin embargo, cuando C se expresa en mol/l, la absortividad se
denomina absortividad molar, representada por el simbolo €, y tendrd unidades de I/mol
cm. La absortividad es caracteristica de cada sustancia y depende de la temperatura y

del disolvente utilizado [65].

En la Figura 13 se muestra un paralelepipedo de seccion transversal Sy de
longitud b el cual contiene una solucion con n especies absorbentes. Un haz de luz
monocromatica, de potencial inicial PO, cae perpendicularmente sobre la cara anterior
y se reparte uniformemente y cuando el haz atraviesa el medio quimico absorbente, los
fotones interaccionan con las moléculas y son absorbidos, causando una disminucion

de la potencia del haz inicial [66].

Medio quimico con 7 especies absorbentes

po [ > | (E]| 445 b | ol Pomesa

Figura 13. Absorcion de una muestra para espectrofotometria UV-Vis [66].
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Los componentes principales de un equipo de espectrofotometria son: una
fuente de luz, un monocromador o filtro, un compartimiento para las celdas de
medicion, un amplificador y un detector. En los espectrofotometros, también conocidos
como espectrometros, la luz utilizada para medicion es dividida (dispersada) en sus
constituyentes por un prisma 0 monocromador. Generalmente las ldmparas utilizadas
para la region ultravioleta son de deuterio y las utilizadas para la region visible son
tungsteno (o tungsteno haldgeno), estos instrumentes permiten las constantes
variaciones de la longitud de onda en las mediciones a lo largo del espectro. La mayoria
de los equipos cubren la regién que comprende de 190 nandémetros a los 900
nanodmetros [67].

El equipo con el que se cuenta en el laboratorio es un espectrofotometro
UV-Vis de la marca HACH modelo DR 5000, que realiza lecturas desde los 1100 a las
190 longitudes de onda y funciona con 115 V' y 230 V de energia (Figura 14).

Figura 14. Espectrofotémetro UV-Vis HACH DR 5000.

2.5. Dialisis en la liberacion de farmacos

La dialisis dinAmica es uno de los métodos mas utilizados para la determinacion
de los sistemas de liberacion de farmacos (Figura 15). EI comportamiento del farmaco

en la solucién receptora es una consecuencia de la liberacion de las particulas en la
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camara de dialisis seguido de la difusion a través de la membrana de dilisis. Esta doble
barrera necesaria en el método complica la interpretacion de los datos y pueden llevar
a conclusiones no tan precisas con respecto a las vidas medias de la liberacion de las
particulas. La union reversible del nanotransportador del farmaco liberado reduce la

fuerza motriz del transporte de farmacos a través de la membrana de dilisis [68].

esdiy)
}"? . Membrana de dialisis
Extravesicular
.;fr
N7
1 7%

Intravesicular

Primera difusién Segunda difusion

Figura 15. Sistema de liberacion por el método de diélisis [68].

Las pruebas de los métodos de liberacion in vitro generalmente son realizadas
para alcanzar uno 0 mas de los siguientes objetivos [69]:

e Como una medicion indirecta de la disponibilidad de los farmacos,
especialmente en etapas preliminares del desarrollo de los productos.

e El control de calidad para apoyar la liberacion de los lotes y satisfacer las
especificaciones de los lotes para ser corroborar que son efectivos clinica y
bioldgicamente.

e Evaluar los factores para la formulacion y los métodos de fabricacion que
puedan influir en la biodisponibilidad.

e Como un requerimiento complementario.

El perfil de liberacion in vitro revela informacion importante en la estructura y

el comportamiento de la formulacion a nivel molecular, las posibles interacciones entre
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el farmaco y el polimero, y su influencia en el mecanismo y la relacién de la liberacion
del farmaco, asi como datos para el modelado de la liberacion. En el caso de la
liberacion parenteral, una gran cantidad de investigaciones estan enfocadas en las
microparticulas biodegradable como un eficaz sistema de liberacion, pero se le ha dado

poca importancia al desarrollo de la técnica in vitro [70].
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CAPITULO I11
PARTE EXPERIMENTAL
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CAPITULO IIl. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Sintesis de quitosano a través de cascara de camarén

Se lavaron las cascaras de camardn y se retiraron las patas, cola y cabeza,
después se secaron en estufa por 4 horas a 90 °C. Posteriormente se moli6 la cascara

seca para obtener el menor tamarfio posible de ésta.

Se pesaron 10 g de céscara de camarén molida, y se puso en agitacion en 400
ml de una solucién de acido clorhidrico (HCI) 1 molar a temperatura ambiente durante
2 horas hasta la desaparicion de burbujas, esto con el fin de retirar los minerales de
nulo interés presentes en la cascara, posteriormente se hicieron lavados con agua

desionizada hasta obtener un pH neutro.

Para el proceso de desproteinizacion, las cascaras se agregaron a una solucion
de Hidrdxido de Sodio (NaOH) al 10% en relacion peso/volumen de 1:20 con agitacion
constante durante 20 horas a 25 °C, después se filtrd y el producto de esta etapa se lavd
con agua desionizada hasta obtener un pH neutro.

El proceso de desacetilacion para obtener quitosano se llevo a cabo usando
NaOH al 50% en una relacion peso volumen de 1:20 durante 22 horas a 85 °C, después,
se realizaron lavados hasta obtener un pH neutro, el producto se secé en estufa durante
15 horas a 50 °C. En la Figura 16 observamos el esquema general del proceso de

obtencion del quitosano, asi como también que sucede en cada etapa del proceso.

Desacetilacion
Conversion del
grupo acetamida
(NHCOCH:3) a
grupo amino
(NH>)

Desproteinizacion
Ruptura de los puentes
de hidrégeno en la
estructura terciaria de
las proteinas

Desmineralizacion
Se eliminan

minerales como el
CaCOs3

Figura 16. Esquema general del proceso de obtencién de quitosano.
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3.2. Obtencién de extracto etandlico

Se pesaron 5 g de hojas seca de la planta Justicia spicigera, se trituraron en un
mortero de &gata y se colocaron en un papel filtro conico para posteriormente
introducirlo en el equipo Soxhlet, se utilizaron 100 ml de etanol al 100%, 70%, 60% y
50% como solvente para extraer el compuesto. Ademas, se preparé una muestra de
100 ml de etanol al 70% pero se utilizd ultrasonido en lugar del equipo Soxhlet para
realizar la extraccion. Después se utilizo el rotavapor para separar el solvente en exceso
del extracto para retirar el exceso de agua de la muestra, el extracto libre de solvente
se congeld y liofilizd en un equipo LABCONCO-FreeZone 2.5 durante 24 horas a
1.030 mBar y -50 °C.

3.3. Difraccién de rayos X

Los estudios de difraccion de rayos X (XRD, por sus siglas en inglés) se
llevaron a cabo utilizando un difractometro de rayos X (D2-Phaser, Bruker). Las
muestras seleccionadas fueron cargadas en un soporte y se colocaron en una placa de
cuarzo para la exposicion a la radiacion Cu K-o de longitud de onda de 1.5406 A. El
difractometro se hizo funcionar a 30 kV, 10 mA en un rango de 26 de 10-50 °, con un

tamafo de paso de 0.02 °, y un tiempo de recuento de 1 s/paso.

3.4. Ensayos de toxicidad

Se prepararon los medios de cultivo caldo LB y medio de cultivo de agar de
eosina y azul de metileno (agar E.M.B. 0 agar E.A.M.), en la Tabla 5 y 6 se incluyen

los reactivos y cantidades utilizadas para preparar cada medio de cultivo.

La cepa de E. coli se incub6 en 10 ml de caldo LB durante 24 horas a 37 °C,
posteriormente, se inocularon en cajas Petri con agar de eosina y azul de metileno para
que se formaran colonias de bacterias, el agar se esterilizé previamente en autoclave a
115 °C durante 21 minutos.
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Se utilizaron 5 tubos de ensaye,en los primeros 3 se colocé el quitosano
utilizado para realizar el sistema de administracion de farmacos y se le afiadié 5 ml de
caldo LB, el cuarto y quinto tubo contenian 5 ml de caldo LB; finalmente se le agregd
al primer, segundo, tercer y cuarto tubo una colonia de E. coli de alrededor de 1 mm
de didmetro, el cuarto tubo representa el control positivo, respectivamente, el quinto
tubo solo contenia caldo LB y quitosano y se utiliz6 como control negativo.

Una muestra de 400 microlitros de cada tubo se leyé en el espectrofotometro

Uv-Visible a 618 nm cada 2 horas.

Tabla 5. Reactivos y cantidades para preparar 1 litro de caldo LB.

Reactivo Cantidad
Triptona 109
NaCl 10g

Tabla 6. Reactivos y cantidades para preparar 1 litro de agar EMB.

Reactivo Cantidad
Peptona de gelatina 10¢
Lactosa 59
Sacarosa 50
Fosfato diposadico 290
Eosina Y 049

Azul de metileno 65 mg

Agar 13.5¢g

3.5. Preparacion de las micelas
Para la preparacion de las micelas de quitosano se pesaron 50 mg de quitosano

obtenido previamente y se disolvieron en 5 ml de acido acético al 10% obteniendo una

concentracion de 10 mg/ml, se agitdé durante 2 horas a temperatura ambiente.
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3.6. Carga de compuesto en el sistema

Se afiadieron 5 mg del compuesto extraido en 5 ml de agua hasta su completa
disolucidn, para después agregar esta solucion al sistema polimérico gota a gota, se
dejo en agitacion constante durante 3 horas para que el polimero y el farmaco
estuvieran en contacto durante largos periodos de tiempo con el objetivo de lograr una
mayor encapsulacion. Posteriormente el sistema se llevo a congelacion para después
ser liofilizado en el equipo LABCONCO-FreeZone 2.5 durante 48 horas con

parametros de presion de vacio y temperatura 1.030 mBar y -49 °C, respectivamente.

3.7. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier

El equipo utilizado para obtener los espectros infrarrojos es el
espectrofotémetro infrarrojo Spectrum Two (Perkin Elmer) en modo de transmitancia
con detector directo y resolucion de 0.5 cm™. Todas las muestras se pusieron en
contacto directo con reflectancia total atenuada horizontal (ATR, por sus siglas en
inglés) a temperatura ambiente y el software utilizado para obtener los espectros fue

Spectrum version 6.0.

Para hacer las lecturas se realiz6 un barrido de fondo de aire. Las mediciones
se realizaron en el espectro fueron quitosano, el compuesto extraido kaempferitrin, el
polimero transporte (quitosano disuelto en &cido acético) y el polimero cargado

(quitosano con kaempferitrin), las muestras fueron liofilizadas previamente.

3.8. Microscopia Electrénica de Barrido —Transmision

La microscopia electrénica de barrido-transmision (STEM, por sus siglas en
inglés) es una técnica utilizada para estudiar la forma, la estructura y el tamafio de los
polimeros, ya que es capaz de concentrar el haz de electrones en un punto estrecho y
escanear la muestra, evitando o reduciendo el dafio a los materiales poliméricos

utilizados para encapsular ambos farmacos hidrofobicos. Para su anélisis, el sistema
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sin cargar y el sistema cargado son dispersadas en alcohol isopropilico mediante
ultrasonidos; inmediatamente se coloca un poco de la suspension en una rejilla de cobre
revestida con una pelicula de carbono, para secar en condiciones ambientales y luego

examinar bajo el microscopio electronico de transmision.

Las micrografias se obtienen utilizando un microscopio electronico de
transmision JEOL JEM-2100, el cual funciona a 200 kV de voltaje de aceleracion con

un filamento LaBe en modo STEM con detector de campo claro.
3.9. Liberacion de farmaco

El sistema de administracion de farmacos se colocé en una membrana
Spectra/por con tamafio de poro de 12-14 KiloDaltones previamente hidratada durante
30 minutos en una solucion amortiguadora de buffer de fosfatos (PBS, por sus siglas
en inglés), la membrana se cerrd utilizando unas pinzas para membranas,
posteriormente la membrana se sumergio en 100 ml de la solucion de buffer de fosfatos
con pH de 7.2, la membrana en la solucion se colocé en una incubadora a 37 °C y 100
rpm, simulando las condiciones de la piel humana. El proceso de difusién de este

sistema se puede observar en la Figura 17.
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liberacion (PBS) Polimero

cargado con
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Figura 17. Proceso del fendmeno de difusién en el sistema [71].
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La Tabla 7 muestra los reactivos utilizados para hacer 250 mililitros del buffer
de fosfatos 1X, una vez preparado el buffer se diluyo en relacion 1:10 en agua

desionizada para hacerlo 10X.

Tabla 7. Reactivos utilizados para preparar 250 m de buffer PBS.

Reactivo Sustancia
Cloruro de sodio (NaCl) 20.150 g
Cloruro de potasio (KCI) 0.550 g
Fosfato de sodio (Na2HPO4) 2.875 ¢
Fosfato de potasio (KH2POa4) 0.500 g

Posteriormente, el muestreo se llevd a cabo tomando 3 ml de la solucion
adyacente a la membrana de dialisis, a diferentes periodos de tiempo, la liberacion se
le dio seguimiento mediante espectrofotometria UV-Visible a 242 nanometros

correspondiente al espectro de la kaempferitrin.

3.10. Curva de calibracion

Para realizar la curva de calibracion de kaempferitrin se prepararon diferentes
concentraciones diluidas en un buffer de fosfatos 10X y pH de 7.2 y se tomaron lecturas
en el espectrofotometro UV-Visible a 242 nandmetros el cual corresponde al pico
caracteristico de este compuesto, se tomaron concentraciones que estén dentro del

rango valido de concentracion, para que la curva no pase a perder linealidad.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Difraccién de rayos X

La Figura 18 nos muestra el difractograma de rayos X tanto para la cascara de
camaron, como para el polimero quitosano donde podemos observar el pico principal

entre 20 ° y 21 °, este material es amorfo y no tiene un tamarfio de cristal definido como

lo reporta Chen y colaboradores [72].

Intensidad (u. a.)

10 20 30 40 50 60 70 80
2 theta

Figura 18. Espectro de difraccion de rayos X de quitosano (linea roja) y cascara de
camaron (linea negra).
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4.2. Ensayos de toxicidad

Como se puede observar en la Figura 19, el quitosano (Chl, Ch2 y Ch3)
utilizado para elaborar el sistema de administracién de farmacos no resulto toxico en
las muestras de la bacteria E. coli, ya que las tres muestras utilizadas no impidieron que
la bacteria creciera adecuadamente, se puede observar en la gréfica de crecimiento que
las muestras con polimero quitosano fueron aumentando la lectura de absorbancia
similar al control positivo utilizado, este control solo tiene bacterias de E. coli en la
solucidn, cabe resaltar que el polimero no se disolvié en el caldo de Luria-Bertani
utilizado, ya que la naturaleza del quitosano nos indica que es insoluble en agua.
Ademas de que en el control negativo representado con la linea rosa no se observd
algun crecimiento, ya que solo contenia quitosano, por lo tanto, nuestro material es

seguro para utilizarlo en contacto con el cuerpo humano.
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Figura 19. Gréficas de las pruebas toxicoldgicas del polimero de quitosano realizadas
por triplicado.
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4.3. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier

En la Figura 20 se muestra el espectro FT-IR del quitosano obtenido a través de
la cascara de camardn donde se puede apreciar las bandas caracteristicas en 1571.6
cm? para el enlace de N-H caracteristico del grupo amida y para el enlace N-H;
caracteristico del grupo amino del segundo carbono en la estructura del quitosano,
también se puede apreciar la banda del enlace O-H a 3336.9 cm™ y para el grupo
glucdsido el enlace C-O-C se encuentra en 1073.79 cm™ y a 1021.5 cm™ encontramos
las vibraciones del enlace C-N, el espectro del quitosano obtenido a través de la cascara
de camaron se corroboro con el espectro de quitosano comercial Sigma-Aldrich [73].

Quitosano comercial

Quitosano obtenido

C-0-C

C-N

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NGmero de onda (cm™)

Figura 20. Espectro FT-IR del quitosano comercial (linea roja) y el quitosano

obtenido (linea negra).
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En la Figura 21 se muestran los diferentes espectros FT-IR de los extractos
obtenidos con diferentes concentraciones de solvente en todos los espectros aparecen
bandas caracteristicas como lo es la union O-H presente en 3354.65 cm™ que se
encuentra en abundancia en la estructura de nuestro compuesto de interés, el cual es la
kaempferitrin, ademas de la unién C=C que se presentan a 1616.15 cm™ y el enlace
C-O-C el cual se presenta 1070.30 cm™,

N
AT e

AT W

C=C
O-H C-0

RN

! I ! I ! I ! I ! I ! I ! I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Ntmero de onda (cm™)

Figura 21. Espectros FT-IR de los extractos de las plantas M1) 100% solvente, M2)
60% solvente, M3) 70% solvente con ultrasénico M4) 50% solvente y M5) 70%

solvente.
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En la Figura 22 se muestran los espectros FT-IR del sistema de quitosano antes
de la presencia del fa&rmaco y después de haber cargado el compuesto bioactivo en las
micelas, se puede observar que son similares los espectros, esto puede ser ya que exista
un solapamiento de las bandas [74], ya que encontramos enlaces O-H tanto en la
kaempferitrin como en el quitosano y en los espectros aparece la banda caracteristica
de este enlace en 2925.89 cm™ , el enlace N-H aparece en 1620.18 cm™ y se le atribuye
al grupo amida Il presente en la estructura del quitosano, también observamos la

presencia de los enlaces C-O-C de los alquiles de quitosano en 1035.5 cm™.

Polimero

Polimero
cargado

C-0-C

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

Ndmero de onda (cm™)

Figura 22. Espectros FT-IR del sistema de quitosano sin cargar (linea roja) y el
polimero cargado (linea negra).
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4.4. Microscopia Electronica de Barrido-Transmision

En la micrografia siguiente (Figura 23) se puede apreciar que la particula en el
polimero transporte antes de estar cargado no tienen una forma definida, es decir, tienen
una morfologia amorfa, se logra apreciar que la superficie esta abultada, y la particula

mas grande presente en la micrografia tiene un tamario alrededor de 0.3 micrometros.

Figura 23. Micrografia de quitosano sin cargar a escala de 0.2 micrémetros.
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En la micrografia siguiente (Figura 24) nos muestra el sistema de
administracion ya cargado, se puede apreciar que las particulas tienen una forma
circular bien definida, ademas se puede observar que el centro de la particula tiene una
coloracion muy intensa la cual le corresponde a la parte hidrofébica del sistema, se
alcanza a apreciar que la corona alrededor (parte hidrofilica) de la particula tiene una
coloracion de menor tonalidad, esto nos indica que el componente bioactivo
kaempferitrin estd cargado correctamente en nuestro sistema; ademas de que esta

particula es de mayor tamafio a las observadas en la micrografia de la Figura 23.

Figura 24. Micrografia del polimero de quitosano cargado con kaempferitrin a escala

de 0.2 micrémetros.
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La Figura 25 corresponde a una micrografia a menor escala donde se pueden
apreciar varias particulas de tamafio muy pequefio y cargadas, con el centro de la

particula con una tonalidad mas fuerte, de una morfologia circular muy bien definida.

Figura 25. Micrografia del polimero de quitosano cargado con kaempferitrin a escala

de 50 nandbmetros.
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4.5. Estudios de liberacién del farmaco

Se obtuvo la curva de calibracion de nuestro farmaco (Figura 26), la cual se
elaboro a partir de disolver diferentes concentraciones del compuesto kaempferitrin en

agua desionizada y hacer mediciones en el equipo UV-Vis.

Esta curva de calibracion es util para conocer a que concentracion se encuentra
el compuesto bioactivo kaempferitrin liberado en la solucion PBS a través de la
absorbancia, cuando se toman las muestras el equipo arroja una absorbancia y esta
absorbancia arrojada se interpola en la linea de la gréfica siguiente, cabe sefialar que

esta curva es de confianza ya que tiene un factor de correlacion de 0.9813
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Figura 26. Curva de calibracién del farmaco kaempferitrin. Se incluye ecuacion de

regresion lineal y coeficiente de correlacion.
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En la Figura 27 se muestra la curva de liberacion de farmaco a diferentes
periodos de tiempo simulando las condiciones de la piel humana, se puede observar
que primeramente tuvo una liberacién de mas de 50% de la concentracion del farmaco
en 5 horas; en la grafica se puede observar que a las 10 horas transcurridas se obtuvo
una liberacion del 71.05% de la concentracion del farmaco esto quiere decir 3.5 mg/ml,
el tiempo total de liberacion fue de 24 horas y se liber6 una concentracion de 80.2% de
4.01 mg/ml.
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Figura 27. Curva de liberacion del compuesto bioactivo kaempferitrin.

50



CAPITULOV
CONCLUSIONES

51



CAPITULO V. CONCLUSIONES

Un sistema de administracién de farmacos que contiene el compuesto bioactivo
kaempferitrin en micelas de quitosano promete ser una alternativa muy buena para el
tratamiento contra el cancer de piel, ya que se ha comprobado que este tipo de
tratamientos de origen natural reducen significativamente los efectos secundarios
comparados con los agentes terapéuticos convencionales, ademas las caracteristicas de

este sistema fueron benéficas para la liberacion prolongada del farmaco.

El compuesto extraido de la planta muicle se corrobord por la técnica de
Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR), cabe destacar que en
los espectros fueron similares entre si, pero se not6 una diferencia entre las bandas
obtenidas en los diversos espectros ya que las bandas fueron mas prolongadas y anchas
en algunos espectros, esto es debido a la variacién del porcentaje de concentracion de

etanol utilizado como solvente al momento de su extraccion.

La sintesis de quitosano fue correcta, ya que el espectro FT-IR del polimero
sintetizado en el laboratorio fue similar al que se encuentra en el mercado actualmente,
las bandas presentes son correspondientes a los enlaces de la estructura de este material,
ademas de que se compar0 con diferentes espectros de quitosano obtenido por diversos

investigadores.

El quitosano present6 una estructura cristalina amorfa, esto quiere decir que no
tiene una estructura de cristal definida. Respecto a las pruebas de toxicidad este
material sintetizado en el laboratorio no fue toxico para las bacterias de E. coli. Esto
indica que se puede usar para diversas aplicaciones hacia el cuerpo humano, ademas

de que por su naturaleza es biocompatible.

Respecto a la comprobacion de la carga del farmaco por la técnica de infrarrojo,
se puede observar que las bandas caracteristicas del compuesto bioactivo no se pueden

observar con claridad, esto nos indica que ocurre un solapamiento por las bandas
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caracteristicas del polimero quitosano utilizado como transportador, ya que las bandas
de los enlaces caracteristicos del compuesto bioactivo kaempferitrin son similares a las

del quitosano.

En el caso de la morfologia las micelas de quitosano se muestran con formas
irregulares de tamafio muy pequefio y sin una simetria definida antes de agregar el
farmaco. Una vez cargado el farmaco podemos corroborar la presencia de este en las
micrografias STEM ya que las micelas presentan una forma definida con la presencia
de una corona y un nucleo con coloracién mas oscura que la corona, ademas de que se
observa que las particulas tienen un tamafio mayor a su contraparte sin cargar, esta

arquitectura es benéfica para un buen sistema de administracion de farmacos.

Al momento de realizar los estudios de liberacion de farmaco se puede observar
como en las primeras horas se lleva a cabo una liberacion rapida y después ocurre una
liberacion mas lenta, hasta llegar a su punto méaximo de liberacion que fue en un tiempo
de 24 horas, esto quiere decir que nuestro sistema libera todo un dia completo. Las
pruebas de farmacoliberacion presentaron una concentracion liberada del sistema del
80%, es decir, la concentracion total de fA&rmaco en nuestro sistema es de 0.04 mg/ml.
La cantidad liberada del sistema puede estar en funcién del peso molecular del

compuesto kaempferitrin el cual tiene un peso molecular igual a 578.72 g/mol.

Este sistema presentd una buena liberacion comparado con los elaborados por
diferentes autores, y en general, obtuvimos resultados similares, pero con la ventaja de
que el material utilizado para realizar el sistema fue sintetizado completamente en el
laboratorio, de materia prima presente en la naturaleza, el cual uno de nuestros
principales materiales es un desecho muy abundante en la region por ser una zona
turistica y pesquera como lo es la cascara de camardn. Para obtener el compuesto
kaempferitrin se utilizo la planta cominmente conocida como “muicle”, esta planta se
encuentra facilmente en esta region e incluso se puede conseguir en las botanicas de la

ciudad a un muy bajo costo.
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