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The use of chitosan in pharmacy

Mojca Kerec Kos

Povzetek Hitosan je biokompatibilen in biorazgradljiv kationski polimer, ki ga pridobivajo iz polisaharida hitina. V zadnjih letih mu posvecajo
vedno ve¢ pozornosti v razvoju novih dostavnih sistemov, zlasti zaradi njegovih bioadhezivnih lastnosti ter sposobnosti pospeSevanja absorp-
cije u¢inkovin skozi razli¢ne sluznice. Poleg tega naj bi hitosan znizal krvno koncentracijo holesterola in trigliceridov, deloval protimikrobno ter
pospesil celjenje ran.
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Abstract Chitosan is biocompatible and biodegradable cationic polymer, obtained from the polysaccharide chitin. In the last few years it is often
incorporated in the novel drug delivery systems due to its bioadhesion and the ability to enhance the absorption of drugs across different
mucosae. Moreover, chitosan is supposed to reduce the plasma cholesterol and triglyceride levels and to have antimicrobial and wound heal-
ing activity.
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1 uvod Hitosan pridobivajo z delnim deacetiliranjem polimera hitina, ki je
sestavljen iz N-acetilglukozaminskih enot in je za celulozo drugi
najbolj razsirjen polisaharid v naravi. Najdemo ga v oklepih rakov, pa
tudi pri nekaterih insektih in gobah. Zaradi izredno slabe topnosti
hitina v vodnih raztopinah je za industrijsko uporabo bolj primeren
hitosan, vendar je tudi hitosan topen le v kislih raztopinah, pri
alkalnem in nevtralnem pH pa je netopen. Proizvajajo hitosan z
razlicno molekulsko maso, viskoznostjo in stopnjo deacetiliranja. Na
topnost v vodnih raztopinah vpliva tudi stopnja deacetiliranja — hitosan
s 40 % stopnjo deacetiliranja je topen do pH 9, medtem ko je pri
85 % stopnji deacetiliranja topen samo do pH 6,5. Z anorganskimi in
organskimi kislinami, kot so glutaminska, klorovodikova, mle¢na in
ocetna kislina, tvori soli. Viskoznost disperzij hitosana naras¢a z
nizanjem temperature, z vecanjem koncentracije hitosana in z
vecanjem stopnje deacetiliranja (1-5).

Pri razvoju novih dostavnih sistemov se vedno veclja pozornost
usmerja v pomozne snovi, ki lahko izbolj§ajo biolo§ko uporabnost
vgrajenih ucinkovin. Obetavne rezultate dajejo polimeri, ki so
bioadhezivni, hkrati pa imajo sposobnost povecanja permeabilnosti
razlicnih sluznic. Tak&nim zahtevam ustreza biokompatibilen ter
biorazgradljiv polimer hitosan, ki hkrati izkazuje nekatere ugodne
farmakolo$ke lastnosti, ki $e dodatno povecujejo uporabnost tega
kationskega polimera v farmaciji (1, 2).

~ (]
2 Splosne lastnosti
Hitosan je kemijsko kopolimer B(1-4) povezanih enot glukozamina in N-
acetilglukozamina. Njegova strukturna formula je prikazana na sliki 1.

Hitosan ima majhno peroralno toksicnost, saj je LD, pri podganah 16

== — g/kg telesne teze. Toksi¢nost je odvisna od stopnje deacetiliranja,
o molekulske mase, distosti hitosana ter od nacina aplikacije. Za

Do humano uporabo se priporoc¢a le hitosan najvisje stopnje Cistote (1, 6).

b Lt 3 Stosobnosi pospesevanja
absorpcije
lx —Ix Hitosan ucinkovito poveca permeabilnost razli¢nih sluznic. Pri
—n poskusnih Zivalih (ovce, podgane) so v prisotnosti hitosana ugotovili
povecan prehod s fluorescein izotiocianatom ozna¢enega dekstrana,
inzulina ter lososovega kalcitonina skozi nosno sluznico (3, 7, 8). Prav
tako hitosan poveca permeabilnost bukalne sluznice za hidrokortizol,
Slika 1:  Struktura hitosana; n = $tevilo sladkornih enot polimera,  rastni faktor TGF — B ter aciklovir (9, 10). Absorpcija aciklovirja je v

X = stopnja deacetiliranja (3). prisotnosti hitosana povecana tudi skozi prasi¢jo vaginalno sluznico
Figure 1: Structure of chitosan, n = number of sugar units per  (10). Hitosan spremeni tudi permeabilnostne lastnosti ocesne
polymer, x = degree of deacetylation (3). sluznice (11) ter stene sednega mehurja. Ze 0,0005 % ut/vol
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disperzija hitosana znacilno poveca prehod modelnih uc¢inkovin
(kinolonov) v steno prasi¢jega sec¢nega mehurja, pri 0,001 % ut/vol
koncentraciji pa je dosezen maksimalen ucinek hitosana kot
pospesevalca absorpcije (12).

Najve¢ raziskav s hitosanom kot pospeSevalcem absorpcije je
narejenih na Caco-2 celicah, ki se uporabljajo kot model
intestinalnega epitelija. Merilo za paracelularno permeabilnost Caco-
2 celic je transepitelijska elektri¢na upornost. Vi§ja kot je uporabljena
koncentracija hitosana, manjsa je transepitelijska elektri¢na upornost
Caco-2 celic, pri ¢emer je ucinek hitosana tudi pri nizkih
koncentracijah viden ze v 15 minutah (slika 2). Pri enourni
izpostavljenosti je z 0,1 % ut/vol hitosanom dosezZen prag delovanja
tako na transepitelijsko elektricno upornost kot tudi na transport
modelne spojine manitola skozi Caco-2 celice (13).
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Slika 2: Vpliv  koncentracije in cCasa delovanja hitosana na
transepitelijsko elektri¢no upornost (TEU) Caco-2 celic (13).
Figure 2:  The time and conceniration dependence of the effect of

chitosan on transepithelial electrical resistance (TEU) of
Caco-2 cells (13).

Na pospeSevanje absorpcije s hitosanom vplivata stopnja
deacetiliranja ter molekulska masa polimera. Hitosani z visoko stopnjo
deacetiliranja (99 in 85 %) povecajo absorpcijo "C-manitola skozi
Caco-2 monosloj pri majhnih in velikih molekulskih masah, vendar je
pri teh hitosanih ocitno izrazena od odmerka odvisna toksi¢nost.
Hitosani s 65 in 51 % stopnjo deacetiliranja so manj toksi¢ni, uc¢inkoviti
pa so le pri vegjih molekulskih masah (14).

UcCinek hitosana je odvisen tudi od prisotnosti mukusa na povrsini
epitelijskin celic. Hitosan v vecji meri pospesi absorpcijo manitola
skozi Caco-2 celice, ki niso pokrite z mukusom, kot skozi intestinalne
epitelijske celice HT29-H, ki so pokrite s 40-60 um debelo plastjo
mukusa. V primeru, ko so celicam HT29-H z veckratnim spiranjem
odstranili mukusno plast, je imel hitosan vecji vpliv na prehod manitola
skozi te celice. Mukus ovira interakcije hitosana z negativno nabitimi
glikoproteini na povrsini celi¢nih membran (15).

Hitosan je obc&utljiv na prisotnost vecvalentnih kationov. V primeru, ko
so na Caco-2 celice skupaj z 0,002 % ut/vol disperzijo hitosana

- 2+ . + . . v RV
nanesli Se 20 mM Ca™ ali Mn™ ionov, so le-ti znac¢ilno zmanjsali
absorpcijo modelne spojine inulina v primerjavi s samo disperzijo
hitosana. Mg " ioni niso imeli vpliva na pospesSevanje absorpcije s
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hitosanom. Dvovalentni kationi lahko vplivajo na celi€no perme-
abilnost preko vezalnih mest na samem hitosanu ali na celi¢ni
membrani (16).

3.1 Razliéni derivati hitosana

V zgoraj navedenih raziskavah je bil kot pospeSevalec absorpcije
uporabljen hitosan v obliki glutamata ali klorida. Na sposobnost obeh
soli, da povecata permeabilnost Caco-2 celic, vpliva pH vrednost
disperzije hitosana. Hitosan vstopa v interakcije z negativno nabitimi
mesti na celicni membrani preko pozitivno nabitih amino skupin.
Navidezni pK, hitosana je okoli 6,5 in z nizanjem pH vrednosti
disperzij se transport manitola skozi Caco-2 celice povecuje. Ve&ja
gostota naboja pri nizjem pH omogoci hitosanu boljsi stik z epitelijsko
membrano. Pri pH 7,4 sta obe soli netopni in ne vplivata na
permeabilnost Caco-2 celic (17).

Kot pospesevalci absorpcije se uporabljajo tudi nekateri drugi derivati
hitosana. Delno kvarterniziran N-trimetil hitosan klorid je v enakih
koncentracijah sicer manj ucinkovit kot hitosan v obliki klorida ali
glutamata, je pa zaradi svoje strukture topen pri pH 7,4, kjer sta drugi
dve soli netopni in zato neucinkoviti (18, 19). Na ucinkovitost
pospesevanja absorpcije z N-trimetil hitosanom pomembno vpliva
stopnja kvarternizacije te spojine. V "in vivo" poskusih na podganah se
je nazalna absorpcija C-manitola pri pH 7,4 povecCevala z ve€anjem
stopnje kvarternizacije N-trimetil hitosana, dokler ni pri 48 %
kvarternizacije prislo do maksimalne absorpcije manitola. Nadaljnje
povecevanje stopnje kvarternizacije ni povecalo absorpcije manitola,
kar so razlozili s stericnim oviranjem metilnih skupin in s
spremembami v fleksibilnosti molekul N-trimetil hitosana (20).

Pri nevtralnem pH ima dobro topnost tudi mono-N-karboksimetil
hitosan. Gre za derivat hitosana v obliki iona dvojcka, ki je
kompatibilen tudi s polianionskimi substancami (npr. s heparinom), v
prisotnosti katerih se hitosan v obliki klorida ali glutamata ter N-trimetil
hitosan obarjajo. Pri nevtralnin pH vrednostih je za enak ucinek
potrebna nekajkrat vi§ja koncentracija mono-N-karboksimetil hitosana
kot N-trimetil hitosana (21).

V raziskavi so tudi hitosani z dodanimi tiolnimi skupinami, t.i.
tiohitosani. Ti imajo v primerjavi s hitosanom v obliki glutamata ali
klorida vecjo sposobnost pospesSevanja absorpcije, ki je posledica
zaviranja encima protein tirozin fosfataze, ki ima pomembno viogo pri
uravnavanju odprtosti tesnih stikov. Zaviranje tega encima povzroci
odprtje tesnih stikov (22).

3.2 Mehanizem pospesevanja absorpcije

Mehanizem, s katerim hitosan pove€a absorpcijo ucinkovin, je
raziskan predvsem na Caco-2 celicah. Za razliko od polikarbofila, ki
je prav tako znan pospeSevalec absorpcije, hitosan ne zavira
aktivnosti serinskih proteaz, kar bi preprecilo razgradnjo peptidnih
uc¢inkovin (23). Hitosan vpliva na strukturne elemente tesnih stikov ter
na citoskelet Caco-2 celic. Hitosan povzro¢i depolimerizacijo
citoskeletnega F-aktina ter spremembe lokacij proteinov tesnih stikov
Z0O-1 in okludina (13,16, 17, 24). Vpliv hitosana na citoskeletni F-aktin
poveca paracelularno permeabilnost, saj je F-aktin povezan s proteini
tesnih stikov (18). Poleg tega so kationske makromolekule kot je
hitosan sposobne zamenjati katione v tesnih stikih, katerih notranjost
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je visoko hidratirana in vsebuje stalen negativni naboj. Ze majhne
spremembe v koncentraciji posameznih vrst ionov znotraj tesnega
stika lahko vodijo do velikin sprememb v prepustnosti teh stikov (17).

Vpliv hitosana na paracelularno permeabilnost Caco-2 celic je
reverzibilen. Po enourni izpostavitvi hitosanu v koncentracijah od
0,00125 do 0,01 % ut/vol se permeabilnostni koeficient manitola ter
transepitelijska elektri¢na upornost Caco-2 celic v 24 urah vrneta na
enake vrednosti kot pri celicah, ki niso bile izpostavljene hitosanu. Pri
vecjih koncentracijah hitosana je za vzpostavitev prvotne
membranske integritete potrebna sinteza proteinov. V primeru, ko so
Caco-2 celice najprej za 30 minut izpostavili 0,5 % ut/vol hitosanu in
jih nato 24 ur inkubirali s cikloheksimidom (inhibitor sinteze proteinov),
ucinek hitosana ni bil reverzibilen (13).

Mehanizem pospeSevanja absorpcije s hitosanom je popolnoma
drugacen v se¢nem mehurju. V koncentracijah, ki znacilno povecajo
prehod modelnih uc€inkovin v steno prasi¢jega se¢nega mehurja,
hitosan povzroCi lus€enje zgornjih celi¢nih slojev epitelija sec¢nega
mehurja. S tem se odstranijo permeabilnostne bariere, ki pri intaktnem
seénem mehurju preprecijo prehod snovi iz urina v steno mehurja
(12). Za ostale sluznice je mehanizem pospe$evanja absorpcije s
hitosanom manj raziskan.

4 Bioadhezivne lastnosti

Hitosan izkazuje dobre bioadhezivne lastnosti, ki so predvsem
posledica tvorbe vodikovih in ionskih vezi med pozitivnho nabitimi
amino skupinami polimera ter negativno nabito sialicno kislino,
prisotno v glikoproteinih na povrsini sluznice. Tiohitosani omogocajo
§e mocnejSo bioadhezijo in sicer zaradi tvorbe kovalentnih vezi tiolnih
skupin polimera s povrSinskimi  glikoproteini. Hitosan se lahko
adherira tako na trda kot mehka tkiva, je pa bioadhezija hitosana
omejena s topnostjo posameznih derivatov tega polimera (22, 25). Na
sluznici se€nega mehurja ima hitosan v obliki klorida vecjo jakost
bioadhezije kot anionska polimera polikarbofil in natrijeva
karboksimetil celuloza. To je najverjetneje posledica vecjega odboja
med negativno nabitimi polimeri in glikozaminoglikani na povrSini
polikarbofil ima vecjo jakost bioadhezije kot hitosan. Najvecja razlika
med polimeroma je opazna pri pH 1,2, kjer je zaradi dobre topnosti
hitosana njegova sposobnost bioadhezije Sibka in dokaj kratkotrajna
27).

[ ] [ ] [ ] [ ]

5 Dostavni sistemi s hitosanom
Hitosan se zaradi dobrih bioadhezivnih lastnosti pogosto uporablja v
razvoju novih dostavnih sistemov. Bioadhezivni sistemi za dostavo
ucinkovin izboljSajo biolosko uporabnost vgrajenih ucinkovin v
primerjavi s klasi¢nimi dostavnimi sistemi, saj podaljSajo Cas
zadrzevanja ucinkovine na mestu adhezije ter omogocijo tesnejsi stik
farmacevtske oblike s sluznico, skozi katero se ucinkovina absorbira.
Poleg bioadhezivnih lastnosti se pri nacrtovanju dostavnih sistemov
izkoris¢a tudi sposobnosti hitosana, da poveca absorpcijo u¢inkovin
skozi razli¢ne sluznice (3, 28).

V razvoju so Stevilni dostavni sistemi s hitosanom, najpogosteje pa
hitosan sestavlja mikro in nanodelce ter liposome. Dostavni sistemi

mikro in nanometrskih velikosti se lahko aplicirajo parenteralno ali na
razlicne sluznice, kjer hitosan s kombinacijo bioadhezije in
pospeSevanja absorpcije poveca bioloSko uporabnost vgrajenih
uCinkovin. V teh dostavnih sistemih so lahko vgrajene polarne
ucinkovine, proteini, antigeni in DNK fragmenti, hitosan pa je lahko
uporabljen kot ogrodni polimer ali le kot sredstvo za oblaganje. Za
liposome oblozene s hitosanom je znacilna bolj$a ciljana dostava ter
veCja fizikalna in kemijska stabilnost v primerjavi z neoblozenimi
liposomi (2, 28, 30-32).

Za peroralna in nazalna cepiva so obetavni hitosanski nano in
mikrodelci, v katere je vgrajen antigen (npr. tetanusni ali difterijski
toksoid), ki je s tem za$citen pred razgradnjo. Prednost takSnega
ceplienja v primerjavi s klasi¢nim parenteralnim je manjsa invazivnost
ter lokalna tvorba protiteles na mestu, kjer patogeni vstopajo v
organizem. Poleg lokalnega imunskega odziva v sluznici se sprozi tudi
sistemski imunski odziv. Tak8no cepljenje je primerno zlasti za
obolenja, kjer patogeni vstopajo v organizem skozi sluznice. Za
peroralna cepiva je pomembno, da so aplicirani delci manjsi od 10 um
in lahko prehajajo v Peyerjeve ploScice ¢revesnega limfati¢nega tkiva.
V primeru nazalnih cepiv vgradnja antigena v mikro in nano delce ni
nujna, saj za razliko od peroralne aplikacije pri nazalnih cepivih
antigen ni izpostavljen nizkim pH vrednostim in razgradnim encimom.
Tako se lahko antigen namenjeni nazalnem cepljenju aplicirajo skupaj
s hitosanom v obliki raztopine ali praska (33).

Hitosan daje dobre rezultate tudi v razvoju dostavnih sistemov za
vnos genov. Kationski hitosan, ki tvori komplekse z negativno nabito
DNK, povega ucinkovitost transformacije; dodatek ustreznih ligandov
h kompleksu hitosan-DNK pa lahko dodatno izbolj$a uspesnost vnosa
gena s pomocjo receptorsko posredovane endocitoze. Prednost
hitosana pred drugimi sinteznimi vektorji je njegova majhna
citotoksi¢nost (3).

Hitosan se lahko uporablja tudi v dostavnih sistemih za kolon, kjer se
izkoris¢a razgradnja tega polimera z bakterijskimi encimi v kolonu.
Hitrost razgradnje je odvisna od molekulske mase ter stopnje
deacetiliranja hitosana (29).

6 Drugi nameni uporabe
hitosana v farmaciji

Hitosan najdemo v pripravkih za znizanje telesne teze. Z "in vivo'
poskusi na podganah ter v S&tudijah na ljudeh so ugotovili, da
vsakodnevno peroralno jemanje hitosana zniza nivo plazemskega
holesterola in trigliceridov ter poveca izloCanje zolCnih Kislin in
mascob z blatom (34). Hitosan naj bi v prebavnem traktu tvoril gel, ki
veze lipide ter ostala hranila, med drugim tudi v lipidih topne vitamine
in minerale, in s tem zmanj$a njihovo absorpcijo (34, 35). V nasprotju
s temi Studijami pa v drugih raziskavah (36, 37) niso potrdili statisti¢cno
znacilnega vpliva hitosana na znizanje telesne teze ter na povecano
izloCanje mascob z blatom. V raziskavah na podganah so ugotovili,
da ima dolgotrajna uporaba hitosana lahko tudi negative posledice.
Povzro¢i lahko pomanjkanje lipidotopnih vitaminov v plazmi,
zaostajanje v rasti, zmanjSanje mineralne gostote krvi, kar lahko ob
hkratni zmanjSani absorpciji kalcija in vitamina D iz prebavil vodi do
osteoporoze ter spremembe normalne Crevesne flore, kar lahko
povzroci razrast odpornih patogenov (34).
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Hitosan naj bi pospesil tudi celjenje ran. Ob aplikaciji na povrsinske
rane, naj bi se hitosan vezal na fibroblaste in spodbujal proliferacijo
keratinocitov ter s tem obnavljanje pokoznice. Poleg tega naj bi
hitosan aktiviral obrambni sistem gostitelja in s tem preprecil okuzbo
rane. Povecal naj bi aktivnost polimorfonuklearnih levkocitov in
makrofagov. Hitosan naj bi zaviral tudi rast in razmnoZevanje bakterij.
Hitosan se adsorbira na povrSino bakterij, pri ¢emer povzroci
spremembe v strukturi celi€ne stene ter v prepustnosti celi¢ne
membrane, kar oboje vodi v smrt bakterij. Protimikrobni ucinek
hitosana je v tesni povezavi s povrsinskimi lastnostmi celi¢ne stene
bakterij, kot sta hidrofilnost ter naboj. Na Japonskem so Ze na trzis¢u
pripravki s hitosanom v obliki hidrogela, praska in zrnc namenjeni
celjenju ran (29, 38).

7 Zakljuéek

Hitosan je polimer velikih potencialov za uporabo v farmaciji. Zaradi
bioadhezivnih lastnosti podaljSa ¢as zadrzevanja dostavnega sistema
na mestu absorpcije, poleg tega poveca permeabilnost sluznice, kjer
poteka absorpcija. Oboje poveca biolosko uporabnost u¢inkovin, kar
je pogosto cilj razvoja novih dostavnih sistemov. Hitosan lahko
sestavlja mikro in nanodelce ter liposome, ki so namenjeni vnosu
polarnih ucinkovin, proteinov, antigenov ali DNK v organizem. Vedno
ve¢ raziskav je usmerjenih v farmakolo$ke lastnosti, ki jih izkazuje ta
nizko toksi¢en polimer in bodo v prihodnosti uporabo tega polimera v
farmaciji morda Se povecale.
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