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Resumen

Actualmente la quimioterapia aplicada en tumores genera efectos secundarios no deseados. Los
hidréxidos dobles laminares (HDL), son nanoarcillas anidénicas que actian como transportadores y
protectores de principios activos durante la circulacion sanguinea y los liberan dentro de los tumores,
presentandose como una posible solucion a dichos tratamientos. Otra via en consideraciéon es el
estudio de nuevas moléculas con potencial anticancerigeno. La carbamazepina (CBZ) por ejemplo es
un medicamento antiepiléptico que ha mostrado eficacia en lineas celulares cancerosas de mamay
colon. Los HDL estan formados por laminas positivas estabilizadas por un espacio aniénico. Los
farmacos pueden insertarse en dicho espacio, para lo cual necesitan tener carga negativa. La CBZ es
una molécula neutra, que puede funcionalizarse con surfactantes negativos. Con esta perspectiva, se
propuso incorporar CBZ funcionalizada en HDL.

Se estudio la solubilidad de CBZ con surfactantes anionicos como: lauril sulfato de sodio (SLS) y
sulfobutiléter7B-ciclodextrina (CD). Las muestras con mayor solubilidad se centrifugaron y el
sobrenadante se utilizé para incorporar CBZ mediante el método de reconstruccion, haciendo uso de
la propiedad del material llamada efecto memoria. Los sistemas obtenidos se analizaron mediante DRX
y FTIR, y el contenido de farmaco incorporado se midi6 mediante UV/vis. La variacién en la masa de
HDL utilizada no influy6 significativamente en la incorporacién de CBZ y se observaron espaciamientos
interlaminares a menores valores en 20, indicio de que la CBZ funcionalizada se incorporé en el sélido
anfitrion. Las muestras con SLS mostraron mayor capacidad de carga de CBZ.

Abstract

Currently, the chemotherapy applied in tumors generates non-desired side effects. The layered
double hydroxides (LDH) are anionic nanoclays that act as transporters and protectors of the drugs
during blood circulation and release them in the tumors, introducing themself as a possible solution to
those treatments. Another consideration is the study of new molecules with anticancer potential. The
carbamazepine (CBZ), for example, is an antiepileptic medicine that has shown efficacy in breast and
colon cancer cell lines. The LDH are composed of positive layers stabilized by an anionic space. The
drugs can be incorporated into that space, for which they need a negative charge. The CBZ is a neutral
molecule that can be functionalized with anionic surfactants. With this perspective, it was proposed to
incorporate functionalized CBZ into LDH.

The solubility of CBZ was studied with anionic surfactants: sodium lauryl sulfate (SLS) and
sulfobutylether7f-cyclodextrin (CD). The samples with higher solubility were centrifuged and the
supernatant was used to incorporate the CBZ by the reconstruction method, making use of the material
property called memory effect. The obtained systems were analyzed by XRD and FTIR, and the
incorporated drug loading was measured by UV/vis. The variation in the mass of LDH used did not
significantly influence the incorporation of CBZ and interlaminar spaces at lower values in 26 were
observed, indicating that the functionalized CBZ was incorporated into the host solid. The samples with
SLS showed a higher loading capacity of CBZ.
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INTRODUCCION

Actualmente, el cancer es la segunda causa de
muerte en el mundo, lo que lo convierte en uno de
los objetivos de estudio mas importantes de la
medicina moderna. En Argentina, el cancer de
mama es el de mayor incidencia (17% del total de
tumores malignos), seguido por el colorrectal
(13%) y el cancer de préstata (9%) [1]. Al
presente, uno de los principales tratamientos
contra el cancer es la quimioterapia, que consiste
en el uso de farmacos que atacan
predominantemente las células cancerosas de
crecimiento rapido. A pesar de los Ultimos
avances, queda mucho por mejorar ya que,
debido a su baja selectividad, el tratamiento da
lugar a multitud de efectos secundarios. La
toxicidad asociada al medicamento, y que
produce efectos adversos como nauseas, vomitos
y anemia, limitan su eficacia [2].

Otro obstaculo serio para muchas drogas
efectivas contra el cancer es la escasa solubilidad
en agua y la baja biodisponibilidad; muchas
requieren un vehiculo para dirigirse en el
organismo al lugar de accion correctamente. En
este sentido la nanotecnologia y los
nanomateriales juegan un papel preponderante
en el avance del conocimiento del tema. Los
nanomateriales son materiales con al menos una
dimensién en el rango de la nanoescala [3], lo que
les otorga caracteristicas fisicas y quimicas
inusuales, incluido el efecto cuéantico, alta
reactividad y relacibn de éarea de superficie-
volumen.

En las Ultimas décadas, se han desarrollado
muchos sistemas de administracion de farmacos
para mejorar la eficacia de los agentes
guimioterapéuticos. Entre estos, las
nanoparticulas de polimeros y micelas y los
liposomas son los mas destacados [4-6]. Los
nanosistemas inorganicos se estan convirtiendo
en fuertes competidores debido a sus grandes
ventajas, tales como gran superficie, mejor
capacidad de carga del farmaco, mejor
biodisponibilidad, menores efectos secundarios
toxicos y liberacion controlada del farmaco [7-10].

Entre los nanosistemas inorganicos se
encuentran los Hidréxidos Dobles Laminares
(HDL), nanoarcillas compuestas por laminas
catibnicas de unos pocos nanOmetros. Para
compensar esas cargas, Se requieren aniones
gue residen en la zona interlaminar, junto con
moléculas de agua. La capacidad de intercambio
anionico de los HDL y el hecho que sean
biocompatibles los hace aptos para ser

empleados dentro del campo farmacéutico como
antiacidos [11], matrices de farmacos que posean
propiedades definidas para liberacion controlada
de los mismos. Los sistemas de liberacion
controlada de farmacos pretenden reducir la
frecuencia de la dosis suministrada, minimizar las
fluctuaciones en el nivel plasmatico y sérico y lo
gue es mas importante, eliminar o minimizar los
efectos secundarios produciendo una
concentracion terapéutica del farmaco que sea
estable en el organismo. Las nanoarcillas HDL
permiten la liberacibn de medicamentos con
respuesta al pH, eficiente penetracion de la
membrana celular, buen escape endosdémico,
biodegradacion en el citoplasma de la célula (pH
entre 4 y 6) y, sobre todo, la velocidad de
liberacion del farmaco se puede ajustar
cambiando el anién entre capas [12-14].

Otro desafio en el campo de la quimioterapia es
encontrar nuevos farmacos anticancerigenos.
Con este objetivo, drogas aprobadas para otro
tipo de enfermedades se estan ensayando en
diferentes tumores. La Carbamazepina (CBZ) es
un anticonvulsivo que se usa para tratar la
epilepsia, y ha mostrado actividad contra el
cancer de mama y de colon in vitro [15, 16]. Sin
embargo, también produce alteraciones en los
glébulos rojos [17].

Hasta el momento, sélo se ha evaluado el uso
de nanoarcillas como vehiculos de
anticancerigenos en los pocos farmacos
aniénicos existentes, que son metotrexato,
cisplatino, 5- fluorouracil y doxorubicina [18-20].
Sin embargo, no se han estudiado compuestos
con actividad anticancerigena pero sin carga
neta. La funcionalizacion de estas moléculas con
surfactantes anionicos como el lauril sulfato de
sodio o la ciclodextrina podria ampliar el campo
de aplicacion de estas nanoarcillas.

La CBZ tiene carga neta cero y es poco soluble
en agua. Algunos autores han aumentado su
solubilidad al acomplejarla con D-gluconolactona
[21], polimeros [22], ciclodextrinas [23], lauril
sulfato de sodio y tween 80 [24]. Algunos trabajos
incorporaron CBZ en matrices como silicas [25] o
nanotubos de carbdn [26] para la remediacion del
agua; sin embargo, no hay estudios que
incorporen CBZ en HDL ni en sistemas disefiados
para incrementar su actividad anticancerigena.

En el presente trabajo, proponemos usar CBZ
como farmaco con potencial anticancerigeno;
funcionalizarlo con lauril sulfato de sodio y
sulfobutiléter7p-ciclodextrina que pueden
aumentar su solubilidad en agua y darle carga
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negativa, e incorporarlo en nanoarcillas tipo HDL,
gue pueden evitar sus efectos secundarios
durante la circulacién sanguinea y aumentar su
actividad en las células tumorales.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Carbamazepina grado USP (Parafarm) provista
por  Saporiti, Argentina.  Sulfobutiléter73-
ciclodextrina fue donada por Captisol® y Sodio
lauril sulfato (95%) Cicarelli, Al(NO3)2:9H,0 (98%)
se adquiri6 en Sigma Aldrich, St. Louis, USA.
Mg(NO3)2-6H20 (98%) y NaOH (97%) de Biopack
y Etanol grado absoluto de Sintorgan®.

Curvas de solubilidad

Se disolvieron cantidades crecientes de CD
(0,25 gr, 0,5 gr y 0,75 gr) en 5 mL de agua
ultrapura (5%, 10% y 15% p/v de CD). Bajo
agitacion magnética a temperatura ambiente, se
adicion6 0.05 gr de CBZ y se dejo la agitacion
durante tiempos crecientes (3 h, 24 h'y 48 h). Se
centrifugd y midi6 la concentracibn de CBZ
disuelta en el sobrenadante mediante
espectrofotometria UV/vis (espectrofotometro
Perse T7DS) a una longitud de onda de 285 nm.

El mismo procedimiento se realiz6 con
cantidades crecientes de SLS (0,025 gr, 0,05 gry
0,1 gr) en 5 mL de agua ultrapura (0,5%, 1% Yy 2%
p/v de SLS).

Sintesis de los materiales

Los HDL se prepararon por coprecipitacion de
los nitratos de Mg y Al. Para esto, se prepararon
soluciones de AI(NO3)29H.O (0,3 M) vy
Mg(NO3)2-6H.O (0,6 M) en 25 mL de agua
ultrapura con una relacion molar Mg:Al = 2. Las
soluciones se agregaron a 20 mL de agua con una
velocidad de 1 mL/min, bajo agitaciébn magnética
constante. La coprecipitacion se realiz6 a 70°C
con atmosfera de nitrdgeno para evitar el ingreso
de COs.. El pH se mantuvo en 10 + 0,2 mediante
el agregado de NaOH 2 M. La suspension
resultante se agité durante 48 hs, se centrifug6 y
lavé con agua bidestilada hasta llegar a pH 7 y se
dej6 secar a temperatura ambiente. Esta muestra
se denomin6 HDL y corresponde al solido
anfitrion. Para la incorporacion de CBZ, se calcind
parte del anfitrion a 450°C por 9 h y se almaceno6
a 120°C.

La CBZ se disolvido en base a los resultados
obtenidos en las curvas de solubilidad: se disolvio
4,2 gr de CD 6 0,6 gr de SLS en 28 mL de agua

ultrapura (15% de CDy 2% de SLS) bajo agitacion
magnética, a temperatura ambiente y con
atmosfera de nitrégeno. Se agregé 0,2 gr de CBZ
y se dejo en agitacion durante 3 h la muestra con
CDYy 24 h la muestra con SLS. Se centrifugd y se
separo el sobrenadante.

La CBZ disuelta se incorpor6 en los HDL
mediante el método de reconstruccion. Para ello
8 mL del sobrenadante se introdujo en un balon
con agitacién magnética, atmésfera de nitrégeno
y 40°C de temperatura. Se agreg6 cantidades
crecientes de HDL calcinada (47 mg, 70 mgy 94
mg), correspondientes a una relacibn molar
Al.CBZ 1:1, 1,51 y 2:1. Se dej6 en agitacion
durante 48 h, se centrifugo, se lavé con 15 mL de
agua ultrapura y se dejé secar a temperatura
ambiente. Las muestras obtenidas se
denominaron HDL(1)-surfactante-CBZ, HDL(1,5)-
surfactante-CBZ y HDL(2)-surfactante-CBZ.

Caracterizaciéon de los materiales

Los patrones de difraccion de rayos X (DRX) se
recolectaron en el difractometro X'Pert Pro-
PAnalytical con radiacién Cu Ka (A = 1,54 A), con
una velocidad de 3°/min en 26 y un paso de 0.02°
en el rango entre 2°y 15° y un paso de 4,25 sy
0.026° en 26, continuo, en el rango entre 4° y 65°.

Los espectros infrarrojos por transformada de
Fourier (FTIR) se obtuvieron en el
espectrofotdmetro Nicolet iS10 a temperatura
ambiente. Las muestras se prepararon con KBry
se comprimieron en un disco con una prensa a 4
toneladas. El espectro de cada muestra se
recolectd6 acumulando 48 escaneos, con una
resoluciéon de 2y 4 cm™.

El contenido de CBZ en los HDL se determin6
mediante  espectrofotometria  UV/vis. Una
cantidad conocida de sistema (1 mg) se colocé en
un matraz de 5 mL y se agreg6 2,5 mL de HCI 1
M para disolver las laminas inorganicas. Se
agreg0 etanol hasta completar el volumen final.
La concentracion de CBZ en la solucion se
determiné a 285 nm mediante una curva de CBZ
en HCl:etanol 1:1 v:v. El valor informado es el
promedio de tres ensayos independientes. El
contenido de CBZ se obtuvo de acuerdo a la
concentracion de CBZ en la solucion y al peso del
compuesto (Ecuacion 1).

, cantidad de CBZ
Contenido CBZ (%) =
peso del compuesto

x100 (1)

RESULTADOS
Con el fin de mejorar la solubilidad de CBZ en
agua, se realizaron curvas de solubilidad con CD
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y SLS. El agregado de cantidades crecientes de
CD aumento la solubilidad de la CBZ de manera
linealmente proporcional (Figura 1). La maxima
solubilidad obtenida fue de 20 mM, con el
agregado de CD al 15 % p/v. El ensayo se realiz6
a distintos tiempos de agitacién, y no se
observaron diferencias significativas, por lo que
se decidio trabajar con el tiempo minimo de 3 h.
Smith y col. [27] obtuvieron una solubilidad similar
(22,9 mM) con 15% p/v de CD pero luego de 72 h
de agitacion.
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0.020 - R?=0.9985 %
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0.015 - R?=0.9926 e
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Figura 1: Curvas de solubilidad CBZ con CD.

El agregado de cantidades crecientes de SLS
también aumentd la solubilidad de la CBZ de
manera linealmente proporcional (Figura 2). La
maxima solubilidad se obtuvo con el agregado de
SLS al 2% p/v. Sin embargo, en este caso los
tiempos de agitacion si influyeron en los
resultados. La solubilidad de CBZ méxima fue de
20 mM, al igual que la obtenida con CD, y se logré
con 24 h de agitacion. Estos resultados son
similares a los obtenidos por Li y col. [24], que
obtienen una solubilidad de 9,4 mM con SLS al
1% p/v luego de 72 h de agitacion.
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Figura 2: Curvas de solubilidad CBZ con SLS.

En base a los resultados anteriores, se
realizaron soluciones de CBZ con CD al 15% p/v

con 3 h de agitacion y con SLS al 2% p/v con 24
h de agitacion. Estas soluciones se centrifugaron
para eliminar restos de farmaco no disuelto y se
usaron para incorporar la droga en las
nanoarcillas. Se utiliz6 el método de
reconstruccion y cantidades crecientes de HDL.

La Figura 3 muestra los patrones de difraccion
de rayos X de las muestras con CD. Todos los
sOlidos muestran una estructura cristalina,
aunqgue con laminas poco ordenadas como las del
anfitriébn, observable en 26 = 60°. La presencia de
la CD se observa en 26 = 20-25°. En las muestras
con CBZ y CD, el pico correspondiente al espacio
interlaminar del anfitrién, estabilizado con NOs,
disminuye de intensidad, y aparecen dos nuevos
espacios, en ~11 y ~21 A (Tabla 1), lo que
confirma la incorporacion del farmaco/CD en los
HDL.

HDL

™ e
Y -y

HDL(1)-CD-CBZ

e VIR o S

AV

.

0 10 20 30 40 50 60
26 (°)

HDL(1.5)-CD-CBZ

HDL(2)-CD-CBZ

Figura 3: Difraccién de rayos X de compuestos con
CDy distintas cantidades de HDL.

En la muestra HDL(2)-CD-CBZ se observa
picos de mayor intensidad y levemente corridos a
la izquierda respecto a las otras dos soélidos
sintetizados. Sin embargo, el contenido de CBZ
es de ~3% en todas las muestras,
independientemente de la cantidad de HDL
utilizada durante la sintesis (Tabla 1).

Tabla 1: Espacio interlaminar de los HDL y contenido de

CBZ.
Espacio interlaminar | Contenido de
A CBZ (%)
HDL 8,0 --
HDL(1)-CD-CBz 8,0;10,8y 21 2,92 £ 0,27
HDL(1,5)-CD-CBZ 8,0; 10.6y 21 2,84+0,14
HDL(2)-CD-CBZ 8,0;109y 22,1 3,34 +0,10
HDL(1)-SLS-CBZ 7.6,15.2y 30,4 9,23 + 0,60
HDL(1,5)-SLS-CBZ 7,7,152y 30,4 10,29 + 0,60
HDL(2)-SLS-CBZ 14,7y 30,4 9,35 +0,27
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La Figura 4 muestra los patrones de difraccion
de rayos X de las muestras con SLS. En dichas
muestras se observa poca definicion de la
estructura laminar en los picos en 26 a 20-25° y
35°, debido a la presencia del surfactante. El pico
correspondiente al espacio interlaminar basal de
los NOs (26=11°), disminuye de intensidad
notablemente en las muestras HDL(1)-SLS-CBZ
y HDL(1,5)-SLS-CBZ, y desaparece en la muestra
HDL(2)-SLS-CBZ. Ademas, en los tres solidos
sintetizados aparecen picos en 206 = 4 y 7°,
correspondientes a distancias interlaminares de
~30 y 15 A respectivamente (Tabla 1). Dicho
aumento y desplazamiento indica que la CBZ/SLS
se incorporé en las nanoarcillas. En cuanto al
contenido de farmaco, la muestra HDL (1,5)-SLS-
CBZ mostré la maxima incorporacion (10,3%,
Tabla 1), por lo que ésta seria la muestra
seleccionada para continuar los ensayos.

e

LA™

e

HDL(1)-SLS-CBZ

HDL(1.5)-SLS-CBZ

S Ve N,
HDL(2)-SLS-CBZ
(IJ l 110 ' 2‘0 ' SIO l 4IO l 5IO ' 6I0 K
26 (°)

Figura 4: Difraccién de rayos X de compuestos con
SLSy distintas cantidades de HDL.

En los espectros de FTIR (Figura 5), se observa
la vibracion vsz del NOs (1384 cm?) que se
encuentra en el espacio interlaminar esta
disminuida en el compuesto con CBZ/SLS
respecto al sélido anfitrion. Esto concuerda con lo
observado por DRX. Estos iones fueron
reemplazados por la CBZ, cuyos picos
caracteristicos se observan en 1597 cm?
(deformacién N-H) y en 1685 cm™ (estiramientos
C=0), y por el SLS, cuyos picos se observan en
1222 cm (estiramientos asimétricos de SO2) y en
1070 cm? (estiramientos simétricos de SOy).
Ademas, la flexion de las moléculas de agua
(banda en 1638 cm™) presentes en los HDL
anfitriones desaparece en la muestra con
farmaco. El pico en 448 cm?® se debe a las
vibraciones metal-O=.

HDL

HDL(1)-SLS-CBZ

MMZ

R T R T T T
2000 1750 1500 1250 1000 750 500

Transmitancia (u.a.)

N° de onda (cm™)

Figura 5: Espectroscopia infrarroja por transformada
de Fourier de compuestos con SLS.

CONCLUSIONES

La CBZ se disolvi6 en igual concentracion con
CDycon SLS. El agregado de estos surfactantes,
ademas introdujo cargas negativas que
permitieron la incorporacion del farmaco en el
HDL. Las muestras con SLS mostraron un
contenido de farmaco superior a las muestras con
CD, y se requiere menor porcentaje de
ingredientes extra en la formulacion. Estos
resultados, junto con los patrones de rayos Xy
FTIR, muestran que la formulacién HDL-SLS-CBZ
es prometedora para el tratamiento de tumores
sélidos, por lo que los ensayos subsiguientes
seran realizar experimentos que muestren su
eficacia en células cancerosas.
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